Nové poznatky z genetiky a §lachtenia polnohospodarskych rastlin.
Zbornik z 12. odborného semindra, Piestany : VURV, 2005

g

VORV
PIESTANY

NOVE POZNATKY

Z GENETIKY A SCACHTENIA
POENOHOSPODARSKYCH
RASTLIN

PIESTANY, 2005



Nové poznatky z genetiky a slachtenia polnohospodarskych rastlin.
Zbornik z 12. odborného semindra, Piestany : VURV, 2005

Vyskumny ustav rastlinnej vyroby Piestany
Sekcia genetiky, Sl'achtenia a semenarstva Odboru rastlinne;
vyroby Slovenskej akadémie podohospodarskych vied

NOVE POZNATKY
7Z GENETIKY A SCACHTENIA
POENOHOSPODARSKYCH RASTLIN

Zbornik z 12. odborného seminara
23.-24. november 2005



Nové poznatky z genetiky a slachtenia polnohospodarskych rastlin.
Zbornik z 12. odborného semindra, Piestany : VURV, 2005

Nazov: Nové poznatky z genetiky a SP’achtenia pol’nohospodarskych rastlin.
Editor: Martin Uzik

Recenzent: doc. Ing. Jan Brindza, CSc., SPU Nitra
doc. Ing. Miroslav Zima, CSc., UKF Nitra

Autorsky kolektiv:

Adam Michal
Bauer Miroslav
Bednat Jan
Benedikova Daniela
Benkova Michaela
Bezo Milan

Bobak Milan

Bocek Stanislav
Bojnanské Katarina
Bresti¢ Marian
Buresova Iva

Civan Peter
Cervena Viera

Curn Vladislav
Debreova Katarina
Dobrodenka Miroslav
Dokupil Tibor
Dostalova Radmila
Dragun Marian
Dragtiiova Marta
Dreiseitl Antonin
Drobnéa Jarmila
Dunca Juraj
Duncova Alena
Fejér Jozef
Ferencova Jana
Filova Angelika
Forisekova Kvetoslava
Gajdosova Alena
Gallikova Andrea
Galova Zdenka
Glasa Miroslav
Gregafiova Zelmira
Gubi$ Jozef
Hajkova Petra
Hasalova Ivana
Heldak Jan
Hellebrandova Lenka
Hlinkova Elena
Hoblik Jan

Horacek Jiri
Hornakova Ol'ga
Hruby Jan
Hudcovicova Martina

Hudec Jozef
Hunkové Elena
Chnapek Milan
Jakabova Anna
JakeSova Hana
Jandurova Olga M.
JeziSkova Ivana
Jungmanova Barbara

Kadasi-Horakova Miriam

Kovacova Zuzana
Kovar Marek

Kraic Jan
Krivosudska Eleonora
Krizan Bfetislav
Krofta Karel
Kucerova Anna
Kudela Otakar
Kuchta Tomas
Kutarnova Zuzana
Libantova Jana
Libiakova Gabriela
Lichtnerova Helena
Lizal Pavel
Martinek Petr
Masar Stefan
Masarova Kvetoslava
Matusikova Ildiko
Matysova Bohumila
Mihalik Daniel
Michalik Ivan
Miklasova Katarina
Mikulikova Daniela
Mikulova Katarina
Mlynérova Cudmila
Morav¢ikova Jana
Mudry Pavol
Muchova Darina
Nesvadba Vladimir
Nesvadba Zdenék
Neugebauerova Jarmila
Obert Bohus
Odstréilova Lenka
Olsovska Katarina
Ondrejcak FrantiSek

© Vyskumny ustav rastlinnej vyroby PieSt’any

ISBN 80-88790-43-3

Ondrusikova Eva
Ondfej Michal
Pastir¢ak Martin
Patzak Jozef
Pavelek Martin
Perecko Dusan
Piakova Zuzana
Pittnerova Sona
Porubova Marie
Pretova Anna
Rafay Jan
Rickschloss Cubomir
Repkova Jana
Reznigek Vojtéch
Salaj Jan

Siekel Peter
Smykal Petr
Svitackova Béla
Sajgalik Michal
Stefanka Jozef
Steftnova Veronika
Svec Miroslav
Svec Ondrej
Tejklova Eva
Teturova Katefina
Trékova Kamila
Trojan Rudolf
Tyller Roman
Uher Jifi
Urminska Dana
Uzik Martin
Vaculkova Eva
Vajcikova Viera
Vanco Bernard
Varga Ladislav
Vinklarkovéa Petra
Zofajova Alzbeta



Nové poznatky z genetiky a slachtenia polnohospodarskych rastlin.
Zbornik z 12. odborného semindra, Piestany : VURV, 2005

Obsah

PrednasSky
UZIK, M.: Modelovanie a predikcia v SPaChteni raStlin...............o.covveveveeeeveeeeeeeeeeeees oo 8

MICHALIK, I. - URMINSKA, D.: Nové poznatky v oblasti §tidia molekularnych mechanizmov kli¢enia
@ PIErastania ZIMA PSCIIICE. ....evueeuiertieeeertieeiesteetteeteetestee e seeeteteeseeseenseaseeneeeseemeeaseansesaeeneeaseenseeseenseeneeseeneeseeneesneenees 12

GALOVA, Z. - MICHALIK, 1. - HOBLIK, J. - CHNAPEK, M. - GREGENOVA, Z.: Celiakalne aktivne

bielkoviny v cerealidch a pseudoCerealiACh. ... .. c.oiuiiuiiiiiiiiieee e e 17
MUDRY, P. - DRAGUN, M.: Proteomicka klasifikacia samoopelivych linii a ich dvojliniovych hybridov

kukurice siatej (Zea mays L.) izoenzymovymi markermi — realita a perspektivy vyuzitia............cocevireneneenne 19
ZOFAJOVA, A. - UZIK, M. - MIHALIK, D. - SAJGALIK, M.: Vplyv a vyuzitie génov kratkosteblovosti v
SPACHLENT PSCIICE. ....evieuiiiieiesieeie ettt et et e et et e et esteestesaeesb e beessesseesseeseesseassessesseesseessassesseessesssessenssenseessenseenns 23
HELDAK, J. - BEZO, M. - STEFUNOVA, V. - DEBREOVA, K. - FORISEKOVA, K. - GALLIKOVA, A.:
Dedicnost’ génov rezistencie proti viru Y zemiaka (PVY) v hybridoch z vybranych genetickych zdrojov I'ul’ka
7emiakoVENO (SOIanum tUDEFOSOM LL.)..........ccveoueiieieciieieeie ettt ettt ettt esa e s e ns et aesseeseenseeneensennes 27
JANDUROVA, O.: KI0nové SeleKCe U TEVY VINNC............oooveeeeieieeeeeeeeeeeeeseeeeeeseesesees s eesses s seesssenaees 31
HAJKOVA, P. - PORUBOVA, M: Vyuziti molekularniho fingerprinteru pro identifikaci a odligeni hybridi

KUKUTICE (Z8A MAYS LL.) .ottt ettt ettt ettt ea et eme e e st eaeeseeemteeseenseeseeteeneenseeneeseens 34
HORACEK, J. - SMYKAL, P. - PAVELEK, M.: Vyuziti molekularnich markert pro odligovéani odrad Inu........ 38
TETUROVA, K. — REPKOVA, J. — LIZAL, P. - DREISEITL, A.: Lokalizace nového genu odolnosti k padli
travnimu u Hordeum vulgare ssp. spontaneum pomoci DNA markertl..........ccocooeririreneneneeeeecececeeeeeas 42
KUDELA, O. - GLASA, M.: Diagnostika fytopatogénov v §lachtitel’skych programoch..............ccoccoevvevvernnene. 46
HLINKOVA, E. - PERECKO, D. — RAFAY, J. - KOVACOVA, Z. - BOBAK, M. - KUTARNOVA, Z.:
Exochitinazy a exo p-1,3-glukanazy syntetizované v primarnych listoch jacmena po infekcii micnatkou

V ODAODT SPOTUIACIC PALOZENOV......ecueeeiieiieiieieetieteeiteteste st st este st e teestesseesseseessesseessesseensesseansesnsensesseensesssensenssensens 49
MASAR, S. - MASAROVA, K.; - UZIK, M. - MUCHOVA, D. - ONDREJCAK, F. - PASTIRCAK, M. -

VANCO, B.: Rezistencia a tolerancia populacii pSenice proti septorii plevovej a Fusarium culmorum................ 53
NESVADBA, V. - PATZAK, J. - KROFTA, K.: Problematika sl'echténi chmele (Humulus lupulus L.) na

0d0olnost k houbovVym ChOTODAIMN........oceiiiiiie ettt 57
BOCEK, S.: Porovnani vybranych kloni jabloni vyslechténych na rezistenci viiéi Venturia inaequalis (Cke.)

Wint., pavodci StrupOVItOSH JADIONE. ......c.iiuiiiiiieieeee ettt ettt ettt et ettt s sae et besaesee e nee 61
CIVAN, P. - SVEC, M. - MIKULOVA, K. - KUCHTA, T. - SIEKEL, P.: VyuZitie metédy RAPD pri §tidiu
evolucie pSenice dvojzrnovej [ Triticum turgidum sbsp. dicoccum (Schrank)].........cceoeeviiiiiniiniieneieieeeee 65
MIKULIKOVA, D. - KRAIC, J. - HORNAKOVA, O. - BENKOVA, M.: Strukoviny ako zdroj zdraviu

PTOSPESNIEN0 SKIODUL......iiuiiiiiiiieieciect ettt ettt ettt et e st e b et e e b e st e e e st esbeessesseessesseessesseeseessesssesseasseaseessanssensenseanes 69
SAJGALIK, M. - HORNAKOVA, O.: Rozsirenie charakterizacie genetickych zdrojov fazule pomocou
TNEKTOSALEIIEOV. ...ttt sttt ettt e a e eb et e bt bt b e e bt sh e b b e s e et et et et e st enteneebeebesaeae 73
SVITACKOVA, B. - KUCEROVA, A.: Soudasny stav v udrzovani tzv. starych riizi pro potieby §lechténi. 76
UHER, J.: Hodnoceni a Slechténi svétlice barvitské (Carthamus tinctorius L.) na MZLU v Brné.................... 79
TEJKLOVA, E. - MATYSOVA, B. - HORACEK, J. - ONDREJ, M. - ODSTRCILOVA, L. —- PAVELEK, M.:
Genové zdroje pro vyzkum a Slechténi 0lejného INU.........ocooiiiiiiiii s 84
NEUGEBAUEROVA, J.: Hodnoceni genofondu lékofice (Glycyrrhiza L., fabaceae) z hlediska obsahu
ELYCYITRIZINUL ..ottt a et a et et e et e st e e bt e e e e bt e et e bt eb e et e entesbeemeeebeeneesaeebesneen 89

REZNICEK, V.: Evidence vyskutu starych a krajovych odriid ve vybranych lokalitach CR............ccccoocovvrrenenen. 91



Nové poznatky z genetiky a slachtenia polnohospodarskych rastlin.
Zbornik z 12. odborného semindra, Piestany : VURV, 2005

Postery

JAKESOVA, H. - JUNGMANOVA, B. - REPKOVA, J.: Vyuziti priitokové cytometrie pro identifikaci
mezidruhovych hybridl rOAU THIOIIUM..............ocuveeiieieiieiee ettt ettt sreebeesaessessaesrasssens

MASAROVA, K. - MASAR, S.: Moznosti pouzitia tritordea pre rozsirenie genetickej variability p3enice..........

VYHNANEK, T. - BEDNAR, J.: Vysledky detekce polymorfizmu DNA tritikale pomoci RAPD a SSR
TIIATKETTL. 1.ttt ettt et b e bbbt st oot e st e st e bt eb e eb e e bt bt bt s h bbbt ea b et ea e e bt e st eb e eb e eb e bt bt b b neeaen

JEZISKOVA, 1. - NESVADBA, Z. - VYHNANEK, T. - HELLEBRANDOVA, L.: Vyuziti RAPD a SCAR
markert pro predikci odolnosti viici FHP u vybranych genotypt jeCmene jarniho...........cccevveveviinieceniecienenee.

GAJDOSOVA, A. - LIBIAKOVA, G. - FEJER, J.: Aplikacia radiaénej mutagenézy v §lachteni laskavea...........
BURESOVA, I.- MARTINEK, P.: Pekaiska kvalita tritikale s HMW podjednotkami Glu-D1 5+10....................

DOSTALOVA, R. — ONDREJ, M. — TROJAN, R. - HASALOVA, I. - TYLLER, R.: Slechténi hrachu proti
NUDOVYIIN PALOZENTIL ...ttt ettt ettt ettt et et et et et et et en s e st e st eseeseebeeseeseebeabessesetensensensannans

GREGANOVA, Z. - GALOVA, Z. - CHNAPEK, M.: Detekcia technologickej kvality psenice pomocou
MUItIPIEXNE] PCR MEIOAY......coviieiiiiciieiieiieieet ettt sttt ettt et e s et e s e sseesaessaebesssesseesbesseessessaessenssensenns

UZIK, M. - RUCKSCHLOSS, I’. - ZOFAJOVA, A.: Model analyzy urody zrna ozimnej pienice v generacii

ZOFAJOVA, A.: Produktivita a kvalita dihaploidnych linii jaémefa siateho Jarného.............cccoovevevvveerrereenene

FILOVA, A. - MIKLASOVA, K. - VARGA, L.: Kalogenéza a regenerécia vybranych chemotypov tisu v in

LIBANTOVA, J. - MORAVCIKOVA, J. - MATUSIKOVA, I.: Izolacia fragmentu génu glukanazy z rosicky
okrthloliste] (DroSera rOtURAIIOLIQ)..............cccueuieuieeiieeeeeeeee ettt et et ettt ene e ee e e saeeneeeees

MORAVCIKOVA, J. - LIBANTOVA, J. - HELDAK, J. - GREGANOVA, Z. - GALOVA, Z. -
MATUSIKOVA, I. — SALAIJ, J.: Vplyv indukovatel'nej expresie PR génov v transgénnych zemiakoch na
zvySenie 0dolnosti k hubovym 0ChOTENIAIMN. .........c.ciiiiiiiiiietee ettt sttt e e

VACULKOVA, E. - LIBANTOVA, J. - MORAVCIKOVA, J. - MATUSIKOVA, 1. - BAUER, M. —
MLYNAROVA, L.: Molekularno-biochemické analyzy transgénnych rastlin tabaku obsahujicich Cre/lox
TCKOMDINACIY SYSTEIM....eeuviitieiietiesteetesteetesteetesteeteeteesseaseesseeseessessaessesssessesssassaessassaessenseessesseessesssessesssessessenssensenns

LICHTNEROVA, H. - DRAGUNOVA, M. - DOKUPIL, T. - JAKABOVA, A.: MikrorozmnoZovanie rodu
FHEDISCUS e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et aee e e e e aeeeeeeeeaeeeae e e e e e e e s e e enereereeaeaaaaeaaaaes

HAJKOVA, P. - HRUBY, J. - CURN, V. - ZALUDOVA, J.: Vyskyt, pienos a detekce genetiky modifikované
fepky olejné (Brassica napus L. VAr. NAPUS).......c.ccereriierieeieriieteeietesitestesseesaesseeseseessesssensesssesseessessesssesseensesseenses

KOVACOVA, Z. - OBERT, B. - PRETOVA, A.: Vplyv 2,4-D na morfogénnu reakciu roznych &asti
RYPOKOLYIU TANU 772 VIO ..ottt ettt et ettt et et et e ete et e eneeneeeneenees

KRIZAN, B. - ONDRUSIKOVA, E. - TRCKOVA, K.: Produkce bezviroznich rostlin révy v ¢eské republice....
BARTOSOVA, Z. - PRETOVA, A.: Perspektivy pelnicovej kultiry Panu siateho...........c..cocoveevvvenrreereeeennenns

GLASA, M. - PITTNEROVA, S. - KUDELA, O.: Potential role of tolerant plums in the spread of Plum pox
VITUS 11 STOVAKIA. 1.1ttt bbbttt b e bttt e e et es e st e aeeb e e bt e bt st e ebenbesbe b e senseneennennane

KUDELA, O. - VAJCIKOVA, V. - PITTNEROVA, S. - GLASA, M.: Virusové ochorenia obilnin.....................
ADAM, M.: Stanoveni korelace mezi relativni koncentraci viru Plum pox virus a teplotou za vegetace...............

GUBIS, J. - HUDCOVICOVA, M. - CERVENA, V. - BOJINANSKA, K. - PASTIRCAK, M.: Kvantitativna
analyza patogénov obilnin pomocou real-time PCR...........ccccoiiiiiiiiiiiiiincececence e

MASAROVA, K. - CERVENA, V. — GUBIS, J. - MASAR, S.: Testovanie medzidruhovych hybridov ja¢mefa

95

97

99

101
103

105

109

111

113

115

117

119

121

123

125

127

129

131

133

135

137

139

143

145



Nové poznatky z genetiky a slachtenia polnohospodarskych rastlin.
Zbornik z 12. odborného semindra, Piestany : VURV, 2005

na rezistenciu proti B. graminis a P. teres v Fy @ BC| SENETACI......ccviiuiiiiiiieiieieeie et

BOJNANSKA, K.: Odolnost’ novoslachtencov psenice letnej vo¢i miénatke travovej na pSenici....................... 147

CERVENA, V.: Ktoré gény rezistencie jameiia dokazu zabezpeéit’ ochranu pred muénatkou travovou na
JACIMICIUI? ...ttt ettt ettt ettt et e e et e e beesae s e essesseessesseessesseesseesse s e essensaes s e s e enseeseesseeneenbeeReenbesheenbeeteensenseensenseensene 149

VANCO, B.: Zhodnotenie reakcie registrovanych odrod psenice letnej f. ozimnej na infekciu hubou
Stagonospora nodorum Berk. v rokoch 2001-2004........c.oooueriieiieieieeieie ettt saesneeseenennes 151

VANCO, B.: Vplyv odrody psenice ozimnej na produkciu pyknidiospér huby Stagonospora nodorum BERK.... 153

PIAKOVA, Z. - HAJKOVA, P. - PORUBOVA, M.: Vyuziti metody mikrosateliti (SSRs) pro studium

rezistence kukuftice (Zea mays L.) k viru mozaiky cukrové titiny (SCMV).......coociriiiiirieiieieeeere e 155
FORISEKOVA, K. - HELDAK, J.: Zmeny vo vyskyte ras v populacii plesne zemiakovej na Slovensku

V TOKOCH 19960-2005.....c..eouiiiiiiieteeetete ettt ettt st ettt ettt et et e bt e b e st ea e bt s bt sttt ettt eae bt ae 157
BENEDIKOVA, D.: Sti¢asny potencial genetickych zdrojov ovocnych druhov vyuzitelny v §Pachtenti................ 159

DUNCA, I. - DUNCOVA, A. - SVEC, D.: Vyuzitie niektorych matematickych metéd pri §tadiu fyzikélnych
VI1AStNOS STEDICT ODIININ. .....vviieiiiitiicie ettt ettt et e et e e b e e ebeeeaaeebaeebeeeteeebeeesaeenteeeaseenseeeens 161

MATYSOVA, B. - PAVELEK, M. - VINKLARKOVA, P.: Postupy smérujici k ziskani dat pro tvorbu core-

kolekce INU (Lifum USTEATISSUIMUIN)............ccceeueecuereeiesieeseeteeiesseetesseessesssessesseessesssesseessessesssessesssensaessesseessesssessenses 164
DROBNA, J.: Stadium a vyuzitie divorastucich pribuznych druhov rastlin..............coooeveveeeeieeeeeeeeseeeeenne 166
ZAKOVA, M. - BENKOVA, M.: Podmienky pouZitia analyzy rozptylu v hodnoteni genetickych zdrojov

L1 1 T T Ty U) s T ST 168
BENKOVA, M. - ZAKOVA, M.: Charakterizacia genotypov jaémefia viacrozmernou analyzou....................... 170

FILOVA, A. — BRESTIC, M. - DOBRODENKA, M. — STEFANKA, J.: Uginok osmotického stresu na rast
a vyvin kli¢iacich semien vybranych kultivarov s6je fazul'ovej (Glycine max. (L.) MeIT.)....ccccevveverieiiireeene 172

KOVAR, M. - KADASI-HORAKOVA, M.: Uloha prolinu v ochrane biologickych procesov rastlin po&as
13 (<112 OO OO RSOOSR PTURRRPPRON 174

KOVAR, M. - KADASI-HORAKOVA, - HUDEC, J.: Regulacia gazometrickej vymeny plynov folidrnou
aplikaciou potencidlnych antistreSOVYCh TAt0K.........cueoviiiiriiiiiiicieceeeee et e eaees 176

KADASI-HORAKOVA, M. - KOVAR, M.: Existuju rozdiely v antioxida¢nej aktivite genotypov jarného
jacmena s roznou kapacitou pre 0Smotické PriSPOSODENICT.........c.ccuveeverieriieieriieientieee st eeesteeaeseeessesreesseeseesesseenns 178

ZIVCAK, M. - BRESTIC, M. - OLSOVSKA, K. - HUNKOVA, E. - FERENCOVA, J.: Determinécia
citlivosti fotosyntetického aparatu genotypov pSenice na sucho a vysokil teploti.........ccceecvevverierienierienienieieeeens 180

KRIVOSUDSKA, E. — BRESTIC, M. - DOBRODENKA, M. — STEFANKA, J.: Charakteristika vybranych
genotypov hrachu siateho v podmienkach vOdn€ho SrESU.........ccccviriririniiiiiiiniiiiitr e 182

KRIVOSUDSKA, E. - BRESTIC, M.: Charakteristika vybranych genotypov cicera baranieho v podmienkach
VOUNERO STICSUL ... cuttiaitinietitetert ettt ettt b e bbbt bbbt b st b st b et e bt bt e bt e b et b et b ettt be e b e ene 184



Nové poznatky z genetiky a slachtenia polnohospodarskych rastlin.
Zbornik z 12. odborného semindra, Piestany : VURV, 2005

DETEKCIA TECHNOLOGICKEJ KVALITY PSENICE POMOCOU
MULTIPLEXNEJ PCR METODY
DETECTION OF WHEAT TECHNOLOGICAL QUALITY BY MULTIPLEX PCR
METHOD

Zelmira GREGANOVA - Zdenka GALOVA - Milan CHNAPEK

The aim of our work was to analyse a set of 33 new wheat genotypes and wheat cultivars for the presence of DNA
markers linked with genes encoding major HMW glutenin subunits at GluAl, GluB1 and GluD1 loci by multiplex PCR
method by using three allele specific primer pairs in a single PCR reaction and agarose gel assay. PCR analysis were
compared with protein analysis done by SDS-PAGE. Multiplex PCR analysis for genes controlling bread-making quality
confirmed that primers used in the present study are specific for the studied alleles and can be used for the detection of
the wheat technological quality.

Key words: Triticum aestivum L., HMW glutenin subunits, multiplex PCR, DNA marker, bread-making quality

Uvod

HMW gluteninové podjednotky st markermi technologickej kvality pSenice. Gény, ktoré ich koduju je
mozné detekovat’ pomocou tesne viazanych vyvinutych DNA markerov. Vyvinut¢é DNA markery umoziuju
rychlu a spolahliva detekciu tychto génov, priCom nie je potrebné ¢akat’ na ich fenotypova expresiu. Ciel'om
prace bolo pomocou PCR reakcie analyzovat' subor 33 novoslachtencov a odrdd pSenice letnej na
pritomnost DNA markerov pomocou multiplexnej PCR reakcie na pritomnost hlavnych HMW
gluteninovych génov na Glu-A1, Glu-B1 a Glu-DI lokusoch v jednej reakci. Na zéklade detekovanych DNA
markerov predikovat’ technologicku kvalitu pSenice.

Material a metédy

Analyzovanych bolo 33 novoslachtencov a odrdd psenice letnej formy ozimnej (Triticum aestivum L.),
pri¢om vzorky boli poskytnuté odborom skiisobnictva UKSUP v Bratislave zo skui$obnej stanice Zeliezovce.
Izolaciu DNA pSenice sme uskutocnili podla DELLAPORTU et al. (1983) a GRANERA (1990).
Multiplexné PCR reakcie boli uskutoénené pomocou uz publikovanych parov oligonukleotidovych primerov
(MA et al., 2003) v 20 ul reakénej zmesi v termocykleri MJ Research PTC-200. Elektroforeticka separacia
DNA amplifikovanych fragmentov bola realizovand v 1,2 % agar6zovych géloch v pritomnosti
etidiumbromidu. Detekcia fragmentov bola uskuto¢nena pod UV lampou. Ako Standard velkosti DNA
fragmentov bol pouzity 100-bp DNA marker.

Vysledky a diskusia

Na analyzy detekcie hlavnych génov, ktoré koduji podjednotky na Gludl, GluBI a GluD1 lokuse v 33
odrodach a novoslachtencoch psSenice boli pouzité tri pary alelovo Specifickych PCR primerov, ktoré
vyvinul apopisal MA et al. (2003). Tieto tri pary primerov umoziuju v jednej reakcii odlisit
najvyznamnejsie podjednotky zo vSetkych troch gendmov. Prvy marker naznacuje Ax2* gén z GluA1 lokusu
na zaklade ziskané¢ho fragmentu o velkosti 344bp (Obrazok 1), ktory sme detekovali pri 6 genotypoch
z celého suboru 33 genotypov pSenice. Na Glu-BI lokuse sme pomocou alelovo Specifického paru primerov
detekovali gén kodujuci HMW podjednotku 1Bx7 pri 29 genotypoch pSenice ako dva fragmenty o velkosti
630 bp a 766 bp, alelicky par 1Bx17+1By18 sme pozorovali pri dvoch odrodach pSenice letnej s velkost'ou
fragmentu 669 bp a 1Bx6+1By8 par HMW podjednotiek sme detekovali pri troch genotypoch pSenice.

Ziskané vysledky sme porovnali s analyzami zasobnych bielkovin na detekciu HMW podjednotiek na
Gludl, GluBI a GluDI lokuse uskuto¢nenych pomocou SDS-PAGE (GALOVA et al., 2003). Vysledky sa
zhodovali ¢o nam naznacilo moznost’ ich d’alSicho vyuzitia hlavne v §lachteni pri zabudovavani HMW
génov na zlepSenie technologickej kvality pSenice v §lachtitel'skych programoch, pretoze v priebehu
jedného dna je mozné analyzovat’ vel'’ké mnozstvo vzoriek.

Dané DNA markery st alternativnou cestou detekcie technologickej kvality pSenice, pricom analyzy
detekcie HMW génov su zalozené na PCR reakcii, su rychlo ajednoducho uskutocnitelné uz z malého
mnozstva DNA, pricom analyzu gluteninov pomocou SDS-PAGE je mozné uskutoc¢nit’ len zo zrna.

Zaver

Rychla identifikacia molekularnych markerov Glu-1 génov multiplexnou PCR moze byt alternativou k
Standardnému postupu separacie pre skory vyber genotypov psenice pre ucely markerovo - asistovanej
selekcie. Multiplexna PCR je tiez omnoho jednoduchsia a vyuzitel'nejSia nez SDS-PAGE, pretoze DNA na
PCR reakciu sa moze ziskat' z ktorejkol'vek cCasti rastliny a v 'ubovolnom vyvinovom §tadiu pSenice, oproti
SDS-PAGE, kde sa na analyzu mo6zu pouzit’ len pSeni¢né zrna (MOCZULSKI a SALMANOWICZ, 2003).
Pouzité DNA markery detekujuce zlozenie HMW gluteninov pSeni¢nych linii st mimoriadne doélezité na
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determinaciu funkénych vlastnosti pSenicného gluténu, no tieto DNA markery mozu byt tiez vyuzitel'né pre
ucely identifikacie odrod pSenice.

100 bp DNA
marker

o
=]
~
L
o

Q
©)

Brea
Armelis
Arida

QIR

Obrézok 1: Detekcia amplifikacnych produktov multiplexnej PCR reakcie v 1,2 % agar6zovom
géli. Sipka vpravo oznaCuje fragment o velkosti 500bp v 100 bp DNA dlzkovom
markere. Sipka vlavo fragment o velkosti 344 bp.
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MODEL ANALYZY URODY ZRNA PSENICE V GENERACII V1
MODEL OF GRAIN YIELD ANALYSIS OF WHEAT IN V1 GENERATION

Martin UZIK - Cubomir RUCKSCHLOSS — Alzbeta ZOFAJOVA

Experimental model for estimation experimental error for statistical evaluation of reliability is presented. Model is
based on elimination of field heterogeneity in the linear direction and adjusting of traits depending on field
heterogeneity to control varieties.

Key words: experimental model, augmented model, early generation of selection, wheat

Uvod

V kazdej etape Sl'achtenia rastlin vznika objektivna potreba Statisticky overit’ ziskané vysledky, najma
spol'ahlivost’ rozdielu novoslachtencov od rodicov, pripadne od kontrolnych odréd. V prvej etape
Slachtenia, ked sa selektuje rastlina, spolahlivost’ selekcie nie je mozné overit. Ani v dalSej etape
Slachtenia nie si podmienky pre opakovanie ¢lenov v experimente. Pocet ¢lenov je vysoky a mnozstvo
osiva nedostatocné, takze linie, alebo kmene sa skuSaji v pokusoch bez opakovania. Ani zaradenie
kontrolnej odrody a linedrna korekcia  vysledkov podla najblizSich kontrol neumoznuje Statistické
posudenie ziskanych vysledkov. Vychodiskom su tzv. augmented modely - Siroké modely, ktoré
umoziuju elimindciu pddnej heterogenity v jednom smere (FEDERER, 1961; FEDERER, RAGAVARAO,
1975; PETERSEN, 1994).

Cielom prace bolo vypracovat’ taky model pre generaciu V1, ktory umozni objektivne posudenie
ziskanych vysledkov, napriek tomu, Ze kazdy genotyp az na kontrolné odrody je zaradeny neopakovane. Pri
navrhu modelu sme vychadzali z overen¢ho predpokladu, Ze experimentalna chyba nie je zavisld od
genotypu, ale od variability pozemku na ktorom je pokus zalozeny a od nadhodnych vplyvov, ktoré nie je
mozné eliminovat. Pddnu heterogenitu je mozné odmerat pravidelne rozmiestnenymi kontrolnymi
odrodami na experimentalnom pozemku a tak eliminovat’ jej vplyv na znaky, ktoré su podmienené podnou
variabilitou.

Material a metody

Zakladny experimentdlny modul pozostiva z troch radov a troch podstipcov. Kazdy rad ma 33 parciel,
z toho 30 V1 genotypov a3 rozne kontrolné odrody K1, K2 a K3. V zdkladnom module sa nad sebou
nachadzaju 3 rady , pricom prvych 1 az 11 parciel zo vietkych troch radov nad sebou tvori prvy podstipec,
dalgie parcely 12-22 druhy podstipec a od 23 =33 treti podstipec. V podstipci je v kazdom rade ina
kontrolna odroda.. Vznikol tak modul, ktory by sme mohli charakterizovat’ ako 3 rady, 3 podstipce a 3
kontrolné odrody. Rozmiestnenie kontrolnych odrod umoznilo spolahlivo merat pddnu variabilitu
a odhadnut’ experimentalnu chybu, ktorti sme pouzili na vypocet minimalnej diferencie. Modul, ktory
obsahuje 99 parciel sa mdze Pubovolne krat opakovat. Podstlpce nachadzajiice sa nad sebou vytvaraju
stipec. Z analyzy variancie kontrolnych odrod sa mozu vypogitat Standardné chyby (SE) pre rdzne
porovnanie - V1 vtom istom bloku, V1 medzi réznymi blokmi, ale pre selekciu je najzaujimavejSie
porovnanie V1 voci kontrolnym odrodam. Experimentadlny model umoziniuje adjustovat’ hodnoty V1 podla
kontrolnych odrdd, a to podla adjustaénych koeficientov pre stipce, alebo pre rady (tab. 1).

Vysledky a diskusia

Experimentalnu chybu kontrolnych odrod sme ziskali analyzou GLM (tab. 1). Analyza ukazuje, ze v
trode zrma bez adjusticie boli vyznamné rozdiely medzi radmi a stipcami a kontrolnymi odrodami.
Adjustéacia podla stipcov alebo podla radov bola teda odévodnena. Adjusticia nemenila variabilitu medzi
kontrolnymi odrodami, priemerné Stvorce boli pre odrody tie isté po adjustacii ako pred adjustaciou.
Adjustacia podla radov odstranila rozdiely medzi radmi, ale vyznamné rozdiely boli medzi stipcami
a naopak adjusticia podla stipcov neodstranila rozdiely medzi radmi. Vysledky st vyzvou vypracovat
model priestorovej adjustacie.

Model experimentu umoziuje okrem vypoc¢tu minimalnej diferencie aj adjustovat’, korigovat’ tirody V1
podl'a kontrolnych odréd a tak eliminovat’ vplyv podnej variability na vysku trod jednotlivych V1. V
tabulke 2a, 2b uvadzame frekvenciu genotypov V1 podl'a hodnoty adjustacie v percentdch ku pozorovanej
urode V1. Korekcia pozorovanej Girody - adjustacia podl'a riadkov sa pohybovala od 74 do 119 %, pricom
najvyssi podiel V1 - 136 a 165, trieda 6, 7 malo korigovanu urodu od 96 do 105 %. Korekcia, adjustacia
podra stipca (tab. 2b), zda sa, Ze nie je korektna, lebo distribu¢na krivka adjustovanych hodndt ma dva
vrcholy, ¢o opét’ naznacuje, ze pouzit priestorovy model na eliminaciu podnej variability bolo by ziaduce.
Selekcia z V1 do generacie V2. Z celkového poc¢tu V1 priblizne 10 % t.j. 52 V1 bolo vybrané do V2
generacie. Priemernd uroda vybranych V1 bola nizsia oproti kontrolnym odroddm, ked’ dosahovala len
96,7 % ich urovne. Z podstiboru 75 V1 s nadpriemernou urodou, len 7 bolo vybranych do V2. Ako je
vidiet’, pri selekcii do d’al$ej generacie rozhoduju podstatne vac¢Sou mierou d’alSie kritéria ako uroda zrna.
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Zaver

Vypracovany experimentalny model umoziuje odhadnit experimentalnu chybu pre Statistické
posudenie  spolahlivosti  ziskanych vysledkov, eliminovat podnu heterogenitu v linearnom smere
a adjustovatt  hodnoty znakov zavislych od pddnej heterogenity ku kontrolnym odroddam. Overenie
efektivnosti uvedeného postupu umozni az generacia V2.
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Tabul’ka 1: Priemerné §tvorce z AV (GLM) urody zrna pozorovanej a adjustovanej (kontrolné odrody)

Zdroj premenlivosti Stupne MS

vol'nosti Pozorovana uroda Adjustovana — riadky Adjustovana - stipce
Riadky 17 0,668" 0,072 0,631
Stipce 2 1,789 1,789 0,000
Kontroly 2 0,963" 0,963" 0,963"
Chyba 31 0,290 0,290 0,204
Spolu 52
SEc (@))] 0,179 0,179 0,150
SE.; 2) 0,410 0,410 0,288
SE.i 3) 0,879 0,879 0,737
SE,.. (4 0,638 0,638 0,535
LSI=t,.SE,_, 1,071 1,071 0,898

(1) — medzi dvoma kontrolnymi odrodami, (2) — medzi 2 V1 v tom istom bloku,
(3) — medzi 2 V1 v rozdielnych blokoch, (4) — medzi V1 a priemerom kontrol

Tabul’ka 2a: Frekvencia linii V1 podl’a urody zrna — riadkova adjusticia

Trieda Dolna hranica Horna hranica X Frekvencia Relativna

frekvencia
1 74,0 78,5 76,3 1 17,0
2 78,5 83,1 80,8 0 0,0
3 83,1 87,6 85,4 0 0,0
4 87,6 92,2 89,9 95 16,3
5 92,2 96,7 94,5 98 16,8
6 96,7 101,3 99,0 136 23,3
7 101,3 105,8 103,5 165 28,3
8 105,8 1104 108,1 58 9,9
9 110,4 114,9 112,6 29 4,9
10 114,9 119,5 117,2 1 17,0
11 119,5 124,0 121,7 0 0,0

Tabul’ka 2b: Frekvencia linii V1 podPa urody zrna — stipcova adjustacia

Trieda Dolna hranica Horna hranica X Frekvencia Relativna

frekvencia
1 87,0 89,2 88,1 1 17,0
2 89,3 91,5 90,4 0 0,0
3 91,5 93,8 92,6 30 52
4 93,8 96,1 94,9 144 24,7
5 96,1 98,4 97,2 89 15,3
6 98,4 100,6 99,5 22 3,8
7 100,6 102,9 101,8 96 16,5
8 102,9 105,2 104,0 132 22,6
9 105,2 107,5 106,3 36 6,2
10 107,5 109,7 108,6 26 4,5
11 109,7 112,0 110,9 7 1,2

Préca bola realizovana v ramci Ulohy vyskumu a vyvoja 2003 SP 27/028 OD 01/028 OD 01 - 03-04-05.
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PRODUKTIVITA A KVALITA DIHAI,’LOIDNYCH LINII JACMENA
SIATEHO JARNEHO
PRODUCTIVITY AND QUALITY OF SPRING BARLEY DIHAPLOID
LINES

Alzbeta ZOFAJOVA

In the years 2004 and 2005 productivity and grain yield quality of 5 spring barley dihaploid lines were evaluated and
compared to control varieties originated from classical breeding. 4 DH lines had higher grain yield as control variety,
however differences were not significant. Comparison productivity and quality of DH lines indicated their agronomical
equivalence to control varieties.

Key words: spring barley, DH lines, productivity, quality

Uvod

Na zvySenie podielu homozygotnych jedincov v populacii po hybridizécii pri samopelivych plodinach,
alebo na skratenie procesu homozygotizacie po hybridizacii sa pouzivaji rézne metdédy. Uz od 60. rokov
minulého storoCia je za velky prinos pre Slachtitel'ské programy povazovany efektivny systém tvorby
zdvojenych haploidov (DH), kedy v priebehu jednej generacie sa ziska homozygotna linia. Vytvorenim
populacii rekombinantnych zdvojenych haploidov sa minimalne o2 roky skrati s$lachtitel'sky proces.
Optimalizaciu techniky pelnicovych kultur pre slachtenie ja¢mena uviedol MANNINEN (1997). Pretoze sa
jedna o drahé technologie v porovnani s konvenénymi metédami, je potrebné venovat’ pozornost’ aj vyberu
optimélnej generacie pre tvorbu dihaploidov (ZOFAJOVA, UZIK, 2003).

Prehl'ad o pocte registrovanych odrdd vo svete, pri slachteni ktorych bola vyuzita niektora z technik
tvorby dihaploidov uviedli THOMAS et al. (2003). Z obilnin najviac registrovanych odrod je pri jacmeni 95,
pri pSenici 21 a pri 3 odrodach tritikale bola pouzita jedna z metdd tvorby dihaploidov (pelnicové kultary,
mikrosporové kultury, vzdialena hybridizacia).

Cielom prace bolo z hl'adiska produktivity a kvality zhodnotit’ sibor 5 DH linii jaémena siateho jarného
a posudit’ ich vyuzitie v programe $lachtenia.

Material a metody

Dihaploidné linie jacmena siateho jarného boli vytvorené technikou pelnicovych kultar. Klasy boli
odoberané v strednom az neskorom jednojadrovom $tadiu vyvinu mikrospory. Po chladovom predosetreni
(sedem dni pri 4° C) boli pelnice kultivované na modifikovanom, pevnom MN6 médiu (OHNOUTKOVA,
VAGERA, 1998). Ako regeneracné médium sme pouzili modifikované médium 190-2. Po ziskani
dostato&ného mnoZstva osiva, v rokoch 2004 a 2005 bol v zihrade VURV Piestany metodou znahodnenych
blokov zaloZeny polny pokus (2 opakovania, parcela 0,675 m”). Subor 5 DH linii bol hodnoteny na
obligatne znaky v priebehu vegetacie a porovnavany s kontrolnymi odrodami (Progres, Nitran). P6vod DH
linii je uvedeny v tab. 1. Pomocou NIRS pristroja boli hodnotené znaky kvality zrna. Vysledky boli
vyhodnotené pomocou Statistického balika programov Statgrafics 5.0.

Vysledky a diskusia

Medzi rokmi, okrem vysky porastu, urody zrna a Kolbachovho ¢isla, boli Statisticky vysoko vyznamné
rozdiely pri ostatnych hodnotenych znakoch (tab. 1). Rok bol vyznamnym zdrojom premenlivosti hlavne pre
znaky kvality. Podobne ako rok aj odrody boli vyznamnym zdrojom premenlivosti pri tych istych znakoch
okrem diastatickej mohutnosti. Interakcia rok x odroda nebola vyznamna ani pri jednom z hodnotenych
znakov. Napriek vyznamnému vplyvu ro¢nika na niektoré znaky uvadzame jednotne priemerné hodnoty DH
linii a kontrol za oba roky (tab. 2). Najvyssiu urodu zrna mala linia 4 pochadzajuca z krizenia Amos x
Galan, pricom prevysila urodnejsiu kontrolu Nitran o 4 %. V porovnani s odrodou Progres vyssiu Grodu zrna
mali 3 DH linie (2, 4, 5). Vyssia Groda zrna vSak bola spojend s nadpriemernou vyskou porastu, okrem linie
2, kde doslo ku kombindcii podpriemernej vysky porastu s trodou zrna porovnatelnou s kontrolami.
Varia¢né rozpatie v obsahu bielkovin bolo od 13,3 (linia 2) po 14,7 (linia 5). Odroda Nitran, kontrola pre
kvalitu dosiahla priemerny obsah bielkovin (13,9). Nadpriemerné hodnoty v tomto znaku mali DH linie
pochadzajuce z krizenia Amos x Galan a naopak podpriemerné hodnoty v obsahu $krobu a extraktu. Odroda
Nitran potvrdila svoju kategorizaciu v obsahu Skrobu, ktory mala z hodnotenych odrod najvyssi.
Nadpriemerné hodnoty v obsahu $krobu a v obsahu extraktu okrem kontrol mali tiez linie 1, 2, 3. Hodnoty
Kolbachovho ¢isla sa pohybovali od 35,4 (linia 5) po 37,9 (odroda Progres). V hmotnosti 1000 zin DH linie
dosiahli priemerné az podpriemerné hodnoty.

Zaver

Porovnanie produktivity a kvality 5 DH linii ja¢mena s odrodami ziskanymi klasickym §lachtenim
(kontroly) naznacilo ich agronomickd rovnocennost’ a realnu vyuzitelnost’ v slachteni.
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Tabul’ka 1: Priemerné §tvorce z analyzy rozptylu znakov DH linii ja¢meifia siateho jarného

Zdroj Stupne | Vyska | Uroda NIRS Hmotnost’
premenlivosti | volnosti | porastu | zrna Obsah | Obsah | Obsah | Kolb. | Diastaticka | 1000 zin

(cm) | (g.m?) | bielkovin | $krobu | extraktu | &islo | mohutnost (2)
Rok (A) 1 39,2 3546 8,81 9,327 | 72,73 1,22 2584" 402"
Odrody (B) 6 26,8 | 1445 1260 | 2217 | 086 | 12,507 173 47
Opakovanie 1 11,5 2208 0,41 0,34 0,28 0,01 60 6,5
AB 6 5,4 2323 0,27 0,40 0,61 0,63 924 0,2
Chyba 13 12,6 4166 0,32 0,32 0,27 0,39 366 1,5
Celkom 27

Tabulka 2: Priemerné hodnoty znakov DH linii jaémefa siateho jarného skuSanych
v pol’nom pokuse v rokoch 2004 a 2005

Oz | Povod Vyska | Uroda NIRS Hmotnost’
m p‘();aj)t” (o, [ Obsah | Obsah | Obsah | Kolb. | Diastatickd 10(22)2"“
bielkovin | Skrobu | extraktu | ¢islo mohutnost’

K, | Progres 73,0 694,6 13,4 59,7 77,8 39,7 371,8 50,0
K, | Nitran 74,1 696,5 13,9 60,6 77,6 36,5 363.,0 49,6

1 | SK 4548 x HE 5237 69,5 666,8 13,7 60,3 77,4 39,0 369,8 47,8

2 | SK 4548 x HE 5237 69,5 694,7 13,3 60,3 77,8 39,2 365,0 472

3 | HE 5237 x SK 4548 75,3 673.3 13,5 60,1 77,7 38,8 375,8 472

4 | Amos x Galan 77,5 724.5 14,6 59,0 76,8 36,0 368.,0 482

5 | Amos x Galan 79,0 681,2 14,7 58,6 76,7 35,4 355,5 48,3

X 74,0 690,2 13,9 59,8 77,4 37,8 367,0 483
SE 0,950 |12,197 0,106 0,107 0,098 0,118 3,618 0,227
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KALOGENEZA A REGENERACIA VYBRANYCH CHENOTYPOV TISU V IN
VITRO
CALLOGENESIS AND REGENERATION OF SELECTED CHEMOTYPES OF
TAXUS IN VITRO

Angelika FILOVA — Katarina MIKLASOVA - Ladislav VARGA

By two selected chemotypes of Taxus sp. (Taxus baccata a Taxus cuspidata) we watched intesity of callogenesis and in
vitro regeneration. To induce callogenesis we used segments of one year old shoots of selected chemotypes and two
variants Westvaco WV 1 and 2 medium (Coke, 1996). Dedifferentiation waged more intensive on variant WV2 enriched
by 2.4 D + kinetin, but from the point of differentiation second variant WV1 (IAA +BAP) was preferable. On variant
WV1 (IA4 +BAP) regenerated 48.5% cali. The best reaction on cultivation condition in regeneration process had Taxus
baccata. The fresh mass of cali was two times higher than by Taxus cuspidata chemotype.

Key words: in vitro methods, callogenesis, differentiation, regeneration, Taxus baccata, Taxus cuspidata

Uvod

Progresivny vstup taxolu ajeho analégov do procesu tvorby antileukemickych a protinadorovych
preparatov, podmienil rozpracovanie selekénych, pestovatel'skych a technologickych podmienok vyuzitia
rastlinného druhu Taxus baccata L. Slovenska republika ma v ramci Eurépy, ako jedina krajina, ucelenejsie
arozsiahlejSie povodné enklavy tohto druhu, Co predstavuje originalny selekény subor pre chemotypy
s vysokym obsahom DEBAC (10-deacetylbaccatinu).

V tomto zmysle st vyznamnym prinosom metody in vitro, ktoré si origindlnym prostredim pre $tudium
posobenia roznych faktorov na rast, diferenciaciu, regeneraciu, ¢i morfogenézu. Systém umoznuje vytvorit
modelové prostredie pre jednotlivé stupne rastového a vyvinového procesu, diferencovane sledovat’ vplyv
jednotlivych faktorov a hl'adat’ moznosti ich vyuzitia v praxi.

Konkrétnym cielom bolo zistit’ kapacitu kalogenézy a regeneraciu rastlin v zavislosti od chemotypu
a kombinacie rastovych regulatorov v kultivanom médiu. Vyustenim takychto experimentov je evidovanie
chemotypov tisu vhodnych pre tvorbu biomasy s vysokym obsahom DEBACu v prostredi in vitro. Moznosti
vyuzitia technik in vitro na navodenie procesu kalogenézy a naslednej diferenciacie popisal VANCE et al.
(1994).

Material a metody

Pre naSu pracu sme pouzili dva chemotypy tisu Taxus baccata a Taxus cuspidata pochadzajice
z Arboréta Mlynany, na ktoré¢ sa vztahuju nasledovné charakteristiky (PAULE, 1993). Domovom Taxus
baccata L. je Eurdpa, Severna Afrika, Mala Azia. Ako strom dorasta do vysky 12-20 m. Ma vajcovitu, alebo
z Casti gul'ovitl korunu. Borka je ¢ervenohneda, ihlice ¢iarkovité, 1-3 cm dlhé, kratko zaSpicatené. Semena
st olivovo hnedej farby, obalené cervenym, sladkastym mieskom. Znamych je asi 90 kultivarov,
vyznamnych v sadovnickej tvorbe.

Domovom Taxus cuspidata S. et Z. je Japonsko, kde rastie ako 20 m vysoky strom. U nas rastie vac¢§inou
ako ker. Ma cervenohnedu koru, cervenkasté letorasty, ¢iarkovité ihlice, ktoré st nahle zaSpicatené, 15-25
mm dlhé, ZIto zelené. Semeno je vajcovité, mikké s Cervenym mieskom. Znamych je asi 20 foriem a
kultivarov (HRUBIK, 2005 ).

V maéji sme odobrali z tychto dospelych jedincov mladé, nedrevnaté, jednoroéné vyhonky, pre zalozenie
aseptickej kultiry v in vitro, v poéte 150 explantatov z kazdého druhu. Samotna kultivacia prebichala na
dvoch variantoch Zivného média Westvaco: WV 1 obohatené o 0,1 mg.I" IAA+ 2,0 mg .I"' BAP

WV2 obohatené o 0,1 mg.l'1 2,4D+ 0,5 mg 1'kinetin

Podmienky kultivacie pre kalogenézu a samotnil regeneraciu explantatov boli rozdielne. Tvorba kalusov
prebichala v tme pri teplote 24 °C a dediferenciacia pri 16-hodinovej fotoperiode s intenzitou osvetlenia 500
umol.m”.s™ a teplote 24 °C. Indukcia kalogenézy trvala 45 dni pocas, ktorej sme previedli 3 subkultivacie
s meraniami Cerstvej hmoty kalusov. Po ukonéeni procesu kalogenézy sme kalusy premiestnili na nové
kultivacné médium WV3 obohatené 0 2,29 g q! L-Glutaminu, 30 g 1! sachar6zy, 3,0 mg I 2,4D a 0,5mg.I
"BA s ciefom indukcie vyhonov. Regenerécia explantatov trvala 35 dni.

Vysledky a diskusia

Indukcia kalusov pri obidvoch chemotypoch bola uspesna na kultivaénom médiu WV2 (2,4D-+kinetin).
Na WVI1 médiu (IAA+BAP) kalogenéza Taxus cuspidata neprebehla. Teda zhladiska navodenia
bunkového delenia Specializovanych pletiv jednoroénych vyhonkov bolo univerzalnejsie médium WV2.

Tabulka 1: Dediferenciacia vo vzt'ahu chemotyp-varianty kultiva¢ného média

Variant kultivacného média Taxus baccata Taxus cuspidata
WVI1 médiu (IAA+BAP) + -
WV2 médium (2,4D+kinetin) + +
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Tabulka 2: Intenzita kalogenézy a naslednej diferencidcie v zavislosti od variantu kultivacného
média

Variant kultivaéného média % kalogenézy % regenerujucich kalusov
WVI1 médiu (IAA+BAP) 15,6 48,5
WV2 médium (2,4D+kinetin) 39,4 10,8

Z udajov v tabul’ke mézeme konstatovat’, ze pri metodickom postupe explantat-kalus-regenerant nemusi
byt tento postup kvantitativne v kladnej korelacii. Ked’ sme nebrali do uvahy chemotyp, tak pri variante
WV1 snizSou intenzitou kalogenézy bola diferenciacia uspesnejsia, ked’ze sme ziskali viac kompletnych
regenerantov. V pripade kultivacného média WV2 bola sice intenzita kalogenézy vyssia, avsak nasledujica
diferenciacia nebola uspokojiva s ohl'adom na frekvenciu.

Tabul’ka 3: Frekvencia diferenciacie kalusov v zavislosti od chemotypu

Taxus baccata Taxus cuspidata
Cerstva hmotnost kalusov v gna 1 explantat 2,56 1,09
% regenerujucich kalusov 47,4 35,8
DiZka trvania regeneracie v ditoch 35 47

Kompletnych regenerantov sme ziskali pri obidvoch chemotypov tisu kultivovanych na WV1 (IAA
+BAP) na ktorom regenerovalo 48,5% kalusov, ale doba trvania regeneracie bola diferenciovana.
Z chemotypov tisu na podmienky kultivicie v procese regenerdcie najlepSie reagoval Taxus baccata,
ktorého €erstva hmotnost’ kalusov bola 2 krat vys$sia ako pri chemotype Taxus cuspidata.

Zaver

Stadiom kalogenézy a diferenciacie segmentov jednoroénych vyhonkov dvoch chemotypov tisu v in vitro

sme zistili:

1. proces dediferenciacie (kalogenézy) bol intenzivnejsi na variante média WV2 (2,4D~+kinetin). Kalusy
sme ziskali pri obidvoch druhoch tisu.

2. Pre diferenciaciu bol vSak vhodnejsi variant média WV1 (IAA+BAP), pri ktorom sme zistili 48,5%-n0
intenzitu diferenciacie kalusov na kompletné explantaty in vitro.

3. Ako v procese kalogenézy tak i diferenciacie bol najuspesnejsi chemotyp Taxus baccata, ktorého
dynamika tvorby Cerstvej hmoty bola 2x vyssia ako pri Taxus cuspidata.
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IZOLACIA FRAGMENTU GENU GLUKANAZY Z ROSICKY
OKRUHLOLISTEJ (DROSERA ROTUNDIFOLIAL.)
THE ISOLATION OF GLUCANASE GENE FRAGMENT FROM SUNDEW
(DROSERA ROTUNDIFOLIA L.)

Jana LIBANTOVA - Jana MORAVCIKOVA - Ildik6 MATUSIKOVA

Glucanases are enzymes belonging to pathogenesis-related (PR) proteins that are attractive for biotechnology due to
their inhibitory activities against different phytopathogens. Here the isolation of a partial glucanase gene from the
insectivorous sundew (Drosera rotundifolia L.) is presented. Degenerated primers were designed in highly conserved
areas of 9 representatives of the glucanase gene family. In PCR reaction on genomic DNA there was obtained a 500 bp
long genomic fragment, the neighbouring sequences of which were subsequently isolated and cloned by genome
walking. A 1.5 kb long DrGlul revealed very low nucleotide but quite high protein sequence similarity to other plant
glucanases. The sundew glucanase gene is one of the first nucleic sequences from this particular plant that in addition
encodes for a putative plant defense gene.

Keywords: gene isolation, glucanase, primary structure, sundew

Uvod

Patogénne huby, ich adaptabilita na chemické fungicidy a zvySeny zaujem verejnosti o Gcinok tychto
zli¢enin na zivotné prostredie a ludské zdravie podmienuju rastiici dopyt pre bezpecnejSie, a teda
prijatel'nejSie alternativne rieSenia z hladiska zivotného prostredia. Tieto zahriiuju hladanie novych
prirodnych latok toxickych pre fytopatogénne huby, ako aj identifikaciu a izolaciu génov, ktoré takéto
biologicky aktivne latky koduju. Atraktivnymi pre biotechnologie a techniky génoveho inZinierstva sa
ukazuju byt obranné gény zohravajuce ulohu v rastlinnej patogenéze, ako napriklad gény kodujlice
Specifické PR proteiny (SELA-BUURLAGE a kol., 1993). Niektoré rastlinné patogény su vSak tolerantné k
(toxickym) metabolitom svojho hostitel'a, ale senzitivne k Struktirne podobnym metabolitom inych
nehostitel'skych rastlin (JOOSTEN a kol., 1995). Rastlinné druhy, ktoré st geneticky vzdialené od
kultarnych plodin, sa preto stdvaju stredobodom zaujmu pre izolaciu génov so Specifickymi vlastnostami.
NasSa pozornost’ v tejto praci je zamerana na masozravu rastlinu rosicku okrthlolista (Drosera rotundifolia
L.) z ¢elade Droseraceae. Existuje predpoklad, Ze tato rastlina je novym zdrojom latok s antifungalnou
aktivitou, ktoré st aplikovatel'né v biotechnologickych programoch. Nasim cielom je izolovat' sekvencie
génu pre enzym glukanazu zo skupiny PR proteinov a porovnat’ jej Struktiru a potencidlne biologické
vlastnosti s glukanazami inych rastlinnych druhov.

Materialy a metody

Parcialnu glukanazovu génovu sekvenciu sme izolovali z rastlin rosicky okruhlolistej metédou PCR.
Rastliny rosicky okruhlolistej sme kultivovali v podmienkach in vitro na MS médiu pH 4,5 s 2% agarom.
Degenerované primery situované v prislusnych sekvenciach konzervativnych domén glukanaz RYIAVGNE
a ETYIFAMEF sme navrhli na zaklade analyzy génov deviatich geneticky vzdialenych rastlinnych druhov:

GlucFOR5’ATGGATCCTC(A/C)(A/G)ITA(T/C)AT(A/C/T)GCIGTIGGIAA(C/T)G

Gluc REV5'ATGGTACCAACA(T/G)(G/A)GC(G/A)(A/G)AIAIGT(A/T)IGTCTC
PCR program na genomovej DNA z rosi¢ky zahriioval 1 cyklus 94°C 1 min; 35 cyklov [94°C 1 min, 54°C 1
min, 72°C 2 min;] 1 cyklus 72°C 7 min. Produkt PCR reakcie bol izolovany a klonovany do pGem-T
vektorového Systému II (Promega), a sekvenovany pomocou M13 primerov na DNA sekvena¢nom pristroji
Perkin Elmer 377. Susedné sekvencie ziskaného fragmentu DrGlul do velkosti 1,5 kb sme izolovali
pomocou Genome Walking™ Kitu (Clontech), klonovali a sekvenovali vyssie uvedenym spdsobom.
Sekvenciu genomového fragmentu z rosicky sme porovnavali s homologickymi génmi ziskanymi z Génovej
banky pomocou programu CLUSTAL W (THOMPSON a kol., 1994).

Vysledky a diskusia

Glukanazy patria do skupiny PR proteinov zohravajicich vyznamnu ulohu v obrane rastlin. Mnohé
z nich su toxické pre fytopatogénne huby in vitro (SELA-BUURLAGE a kol., 1993), priCom ich ucinky sa
uspesne preukazali aj v niektorych transgénnych rastlinach in vivo (JONGEDIJK a kol. 1995). V tejto praci
sme sa zamerali na identifikaciu a izolaciu génu pre glukanazu v rosicke okrthlolistej. Pritomnost’ glukanaz
v sekréte traviacich zliaz tejto mésozravej rastliny predpoklada pritomnost a aktivitu tychto enzymov tak pri
procesoch travenia hmyzu ako aj pri obrane rastliny voci fytopatogénnym hubam ¢i baktériam (JUNIPER
a kol., 1989).

Degenerované primery pre glukanazy pouzité v tejto praci sme situovali do oblasti konzervativnych
domén génov pre glukanazy z deviatich geneticky vzdialenych rastlinnych druhov. PCR amplifikaciou na
genomovej DNA sme ziskali 500 bp fragment, ktory sme nasledne klonovali a sekvenovali. Pomocou
Genome Walking™ Kitu sme sekvenciu prediZili na 1,5 kb, klonovali do pGemT vektorového systému
a sekvenovali. Program GENSCANW odhalil v analyzovanej sekvencii, ktort sme oznacili DrGlul, vyskyt
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jedného exonu so zaciatkom 203 pb od zaciatku sekvencie, STOP kodon a sekvenciu polyA. Porovnanim
sekvencnej homologie sinymi glukandzami z Génovevej banky sme zistili, ze vyluéne oblast 32
nukleotidov z klonu DrGlul bola identicka so sekvenciou B-glukanazy At3g57260 z Arabidopsis thaliana,
a pravdepodobnost’, ze ide o glukandzovy homolog bola vel'mi nizka. Napriek tomu, na urovni proteinov
vykazovala sekvencie DrGlul znaéni podobnost ku f-1,3- glukandazam zinych rastlinnych druhov.
Najvécsia podobnost’ v predpokladanej primarnej Strukture bola v pripade bazickej glukanazy z kavy
(Coffea arabica, AAQ90286.1), kde bolo najdenych 56% indentickych a 72% analogickych aminokyselin.
Takyto kontrast medzi vysledkami BLAST analyz na nukleotidovej a proteinovej uUrovni moze byt
dosledkom casto sa vyskytujucich synonymickych kodénov. Podobny jav bol pozorovany aj pri inych
génoch misozravych rastlin.

Zaver

1.5 kb fragment kodujuci Cast’ sekvencie glukanazy sme ziskali PCR amplifikaciou na genomovej DNA s
vyuzitim degenerovanych primerov pre glukanazy a pomocou metody ,,Genome Walking. Sekvencnou
analyzou sme zistili, ze na 1,5 kb fragmente sa vyskytuje kompletnd 3’sekvencia génu. Na 5" konci
izolovaného fragmentu, priblizne po 203 bp od zaciatku, sa vyskytuje sekvencia intrénu. V d’al'Sej praci sa
sustredime na izolaciu kompletnej sekvencie glukanazového génu a na studium jeho expresie resp. produktu.
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VPLYV INDUKOVATEDNEJ EXPRESIE PR GENOV V TRANSGENNYCH
ZEMIAKOCH NA ZVYSENIE ODOLNOSTI K HUBOVYM OCHORENIAM
THE INFLUENCE OF INDUCIBLE EXPRESSION OF PR GENES IN
TRANSGENIC POTATOES ON INCREASING RESISTANCE TO FUNGAL
DISEASES.

Jana MORAVCIKOVA - Jana LIBANTOVA - Jan HELDAK - Zelmira GREGANOVA -
Zdenka GALOVA - Ildiko MATUSIKOVA - Jan SALAJ

Tobacco -1, 3-glucanase from Nicotiana plumbaginifolia and cucumber chitinase were introduced via Agrobacterium
mediated transformation into the genome of potato (Solanum tuberosum L.) cultivar ETA with aim to increase fungal
resistance. Plant transformation vector contained both genes fused to the tissue specific inducible polyubiquitin
promoter and selection neomycin phosphotransferase Il gene. Expression pattern of introduced chitinase and glucanase
genes was observed beneath the periderm in the cortex of transgenic potato microtubers. In vitro antifungal assays did
not show a clear increasing of tolerance of transgenic microtubers to selected fungal pathogens.

Key words: Agrobacterium tumefaciens, glucanase, chitinase, polyubiquitin promoter, antifungal assay

Uvod

Jednou z moznosti ako zvysit’ odolnost’ pol'nohospodarsky vyznamnych rastlin k hubovym ochoreniam,
je vyuzit nové poznatky z genetického inzinierstva a genetickou transformaciou preniest’ do genému rastlin
gény, ktoré koduju antifungalne proteiny. Vo vécsine pripadov vysoka expresia transgénov bola dosiahnuta
pomocou konstitutivneho CaMV 35S promoétora. Avsak zvySena expresia antifungalnych proteinov sa
nemusi vzdy prejavit’ vo zvysenej rezistencii k patogénnym hubam (NEUHAUS a kol., 1991). V pripade, ze
su rastuce hyfy nepretrzite vystavené styku s hydrolytickymi enzymami, moze dojst’ k adaptacii a stavaju sa
rezistentnymi k normalne letalnej koncentracii enzymu (BOLLER, 1993). Spdsob, akym je mozné zabranit’
takejto adaptacii je vytvorenie Specifického kontaktu medzi atakovanou hubou a antifungdlnym proteinom
ato pouzitim pletivovo Specifického, patogén indukovateného promoétora, flzovaného s génom pre
antifungalny protein. Exprexia riadend takymto promotorom by zabezpecila nahle zvySenie koncentracie
antifungalneho proteinu v blizkosti prenikajucej hyfy. Za tymto ucelom bol znovoslachtenca 116/86
izolovany polyubiquitinovy promotor, ktory je aktivny v Supke zemiaka. Nasim cielom  bolo
indukovatel'nou expresiou PR génov kodujicich tabakova glukanazu a uhorkovi chitinazu, zvysit' odolnost’
zemiaka voci hubovym patogénom.

Material a metody

Internodalne segmenty in vitro rastlin zemiaka (Solanum tuberosum L.) odrody ETA boli
transformované pomocou Agrobacterium tumefaciens LBA 4404/pJL06 podla MORAVCIKOVE] a kol.
(2003). Rastlinny transformacny vektor pJLO6 obsahoval v T-DNA oblasti gény kodujiuce tabakovu B-1,3-
glukanazu z Nicotiana plumbaginifolia auhorkovl chitindzu, oba fluzované s indukovatelnym
polyubiquitinovym promoétorom a selekény markerovy nptll gén koédujici rezistenciu ku kanamycinu. Na
hraniciach T-DNA boli klonované MAR sekvencie za tcelom minimalizovania variability expresie
transgénov. Polyubiquitinovy promotor bol izolovany z novoslachtenca 116/86 pomocou PCR na zéklade
opublikovanych sekvencii (GARBARINO a kol., 1995). Ziskané transgénne rastliny boli prenesené na
médium navodzujice tvorbu mikrohliz. Mikrohl'uzy analyzovanych rastlin boli narezané na 1 mm casti
a inkubované na sterilnom filtraénom papieri navlh¢enom s 50 uM metyljasmonatom v tme pocas 48 hodin.
Expresiu oboch transgénov (chitinazy a glukanazy) v Supke zemiaka sme dokézali metddou in situ
hybridizacie podla SALAJA akol. (2001). Antifungalny potencial transgénnych rastlin sme testovali na
rezoch indukovanych mikrohliz ana proteinovych extraktoch izolovanych z indukovanych mikrohlaz.
Fytopatogénne huby (Fusarium solani, Fusarium heterosporum a Trichoderma) sme naockovali do stredu
Petriho misky a inkubovali nickolko dni v tme pri teplote 22°C. Priblizne 2 mm od okraja hubového
mycélia sme poukladali rezy indukovanych mikrohliz ainkubovali 16 hod. vtme pri teplote 22°C.
Antifungalny potencial proteinovych extraktov izolovanych zindukovanych sme sledovali
spektrofotometricky na Elisa readeri ELx800 pri 630 nm s pouzitim mikrotitracnych platniciek. Kazda
mikrotitracné jamka obsahovala 50 pul (200 pg) proteinového extraktu v 50 mmol/l octane sodnom pH 5.0
a 50 ul suspenzie spér 1 x 10° v PDB médiu (Ducheva). Platni¢ky sme inkubovali 24 hod. v tme pri teplote
22°C. Inhibiény G¢inok sme vyjadrili percentudlne vzhl'adom na netransformovant kontrolu.

Vysledky a diskusia

Transformaciou internodalnych segmentov pomocou A. tumefaciens sme zregenerovali viac ako 15
individualnych transgénnych rastlin kultivaru zemiaka odrody ETA. Vyhonky, ktoré zakorenili na médiu
s obsahom kanamycinu 100 mg/l sme povazovali za transgénne a podrobili molekularno-biochemickym
analyzam. V podmienkach in vitro sme u vybratych klonov navodili tvorbu mikrohliz, ktoré sme pouzili na
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d’alSie analyzy. Vzhladom na to, ze gény kodujuce [B-1,3-glukanazu a chitinazu boli pod kontrolou
polyubiquitinového promotora, expresiu oboch transgénov sme indukovali s 50 uM metyljasmonatom
(Mejas). GARBARINO akol. (1995) dokézal, ze aplikidciou exogénneho Mejasu doslo k zvySenej
akumulacii mRNA reportérového gus génu fuzovaného s polyubigiutinovym prométorom. In situ
hybridizaciou sme dokazali indukovatel'ni expresiu oboch transgénov v Supke zemiaka. Ako probu, ktora
bola znacena digoxigeninom sme pouzili mRNA fragmentu génu uhorkovej chitindazy a mRNA fragmentu
génu tabakovej glukanazy. V dalSej Casti sme sa zamerali na analyzu antifungalnych vlastnosti hl'uz
transgénnych rastlin transformovanych vektorovym konstruktom JLO6. Hl'uzy jednotlivych klonov sme
testovali na ich schopnost’ inhibovat’ rast testovanych hib (Fusarium heterosporum, Fusarium solani a
Trichoderma) v in vitro podmienkach. Ako kontrolu sme pouzili hl'uzy netransformovaného zemiaka a
hluzy transgénnych klonov, ktoré neboli oSetrené 50 uM metyljasmonatom (Mejas). V pripade, ked’
transgénne hl'uzy neboli vystavené posobeniu 50 uM Mejasu, proteiny uvolnené z narezanych hltz iba
minimalne spomalili rast prislusnych hub v mieste aplikacie hluzy. V pripade, ked’ doslo k vyraznejSej
expresii transgénnej glukanazy a chitinazy v transgénnych hluzach osetrenych 50 puM Mejasom, ich
inhibi¢ny efekt na testovanych hubach sa ukazal byt vyraznejsi. V druhej Casti antifungalnych testov sme
percentudlne vyhodnocovali schopnost’ hrubych proteinovych extraktov izolovanych z indukovanych hluz
transgénnych zemiakov inhibovat’ kli¢enie spor. Inhibi¢ny ucinok proteinovych extraktov sa pri jednotlivych
klonoch lisil, pricom v priemere inhibicia pri hube Fusarium solani bola 12%, pri Fusarium heterosporum
14% pri Trichoderma 19%.

Zaver

Metdédou genetickej transformdcie pomocou A. tumefaciens LBA 4404 sme do gendmu zemiaka
(Solanum tuberosum L.) simultanne vniesli gény kodujuce uhorkovu chitinazu a tabakova glukanazu, oba
pod kontrolou pletivovo Specifického poranenim indukovateného prométora. In vitro antifungéalne testy
nepreukazali vyrazné zvysenie tolerancie transgénnych mikrohl'iz k vybranym fytopatogénnym hubam.

Préaca bola vypracovana v ramci APVT projektu 51-005602.

Literatira

1. GARBARINO, J.E. — OOSUMI, T.- BELKNAP, W.R.: Isolation of a poluzbiquitin promoter and its
expression in transgenic potato plants. In: Plant Physiol 109, 1995, s. 1371-1378.

2. MORAVCIKOVA, J. - LIBANTOVA, J. - MATUSIKOVA, 1. - LIBIAKOVA G. — NAP, J.P. -
MLYNAROVA, L.: Genetic transformation of Slovak cultivar of potato (Solanum tuberosum L.):
efficiency and the behaviour of the transgene. In: Biologia 6, 2003, s. 1075-1080.

3. SALAJ, J. — MATUSIKOVA, 1. - MORAVCIKOVA, J. — SALAJ, T.: Imunochémia a in situ
hybridizacia - G¢inné metddy sledovania génov v geneticky modifikovanych rastlinach. In: Nové
poznatky z genetiky a $lachtenia polnohospodarskych rastlin, Zbornik zo 6. odborného seminara,
VURY, 10. méj, Piestany, 2001, s. 44

4. BOLLER, T.: Antimicrobial functions of the plant hydrolases, chitinase and [3-1,3-glucanase. In:
FRITIG, B., LEGRAND, M. (eds.): Mechanisms of Plant Defense Responses, Kluwer Academic
Publishers, Dordrecht, 1993, s. 391-400

5. NEUHAUS, J. M. - AHL-GOY, P. - HINZ, U. - FLORES, S. - MEINS, F. Jr.: High-level expression of
a tobacco chitinase gene in Nicotiana sylvestris. Susceptibility of transgenic plants to Cercospora
nicotianae infection. In: Plant Molecular Biology 16, 1991, s. 141-151.

Adresa autorov:

Ing. Jana Moravéikova PhD., Ing.Jana Libantova CSc., Mgr. Ildiko Matusikova, PhD., RNDr. Jan Salaj CSc., Ustav genetiky
a biotechnologii rastlin SAV, Akademicka 2, P.O.Box 39A, 95007 Nitra, e-mail: nrgrmora@savba.sk

Ing. Jan Heldak PhD. Vyskumny ustav zemiakarsky, 059 50 Velka Lomnica

Ing. Zelmira Greganova, RNDr. Zdenka Gélova, CSc., Slovenska poI'nohospodarska univerzita, Tr. A. Hlinku 2, SK-949 76 Nitra

122



Nové poznatky z genetiky a slachtenia polnohospodarskych rastlin.
Zbornik z 12. odborného semindra, Piestany : VURV, 2005

MOLEKULARNO-BIOCHEMICKE ANALYZY TRANSGENNYCH RASTLIN
TABAKU OBSAHUJUCICH CRE/LOX REKOMBINACNY SYSTEM
MOLECULAR-BIOCHEMICAL ANALYSES OF THE TRANSGENIC TOBACCO
PLANTS CONTAINING CRE/LOX RECOMBINATION SYSTEM

Eva VACULKOVA - Jana LIBANTOVA - Jana MORAVCIKOVA - I1dik6
MATUSIKOVA - Miroslav BAUER - Cudmila MLYNAROVA

The Cre/lox recombination system is one of the widely used systems for precise deletion of selectable marker genes from
transgenic plant chromosomes. This system increases the potential of plant biotechnology for commercial applications
and basic research. In an autoexcision strategy the cre gene is a part of the same T-DNA as the selectable marker gene
and both are flanked by a single pair of loxP sites in relative direct orientation. A CRE-mediated intramolecular
recombination between loxP sites will results in the excision of the intervening DNA (cre gene and selectable gene).
When the expression of the cre gene is controlled by tissue-specific promoter the autoexcision will occur at fixed stage in
plant development.

Keywords: Cre/lox system, tobacco, Southern hybridisation

Uvod

Cre/lox rekombinacny systém predstavuje slubny prinos do technoldgie pripravy transgénnych rastlin.
Tento systém pozostava z cre rekombinazového génu a 34 pb lox sekvencii. Enzym CRE rekombinaza
katalyzuje rekombinaciu medzi dvoma Jox miestami. V pripade vyskytu tychto lox sekvencii v DNA ako
priamych repeticii dochadza k rekombinacii, vysledkom ktorej je vystrihnutie sekvencie vyskytujicej sa
medzi danymi Jox miestami. Pri pouziti semeno-Specifického promotora sa expresia rekombinazy cre sptsta
vo vyvijajucom sa semene a nasledne dochadza k rekombinacii. Ak sa na jednej T-DNA binarneho vektora
medzi /lox sekvencie umiestni gén rezistencie k antibiotiku a zaroven gén kodujiuci CRE rekombinazu pod
kontrolou semeno-$pecifického promoétora, dojde v semene ucinkom enzymu CRE k vystiepeniu génu
rezistencie ako aj samotného génu pre rekombinazu.

Material a metody

Listové explantaty tabaku (Nicotiana tabacum cv. Petit Havana SR1) boli transformované pomocou
Agrobacterium tumefaciens LBA 4404 nesiceho binarny vektor pEV2 metédou podla HORSCH a kol.
(1985). Rastlinny transformaény vektor pEV2 obsahuje medzi hranicami T-DNA B-glukuronidazovy (gus)
gén pod kontrolou dvojittho CaMV 35S promotora a samovystrihujicu sa kazetu ohrani¢enu loxP
sekvenciami a obsahujucu selekény neomycinfosfotransferazovy (nptll) gén riadeny nos prométorom a cre
gén flzovany za semeno-$pecifickym kruciferinovym promotorom. Hladinu expresie gus génu sme
kvantifikovali fluorimetricky podla MLYNAROVA akol. (1994). Genémovii DNA sme izolovali z
tabakovych rastlinnych pletiv metédou podla CHEN a kol. (1992). Pritomnost’ a pocet kopii gus a nptll
génov sme detekovali metédou Southern hybridizacie pomocou radioaktivne (’P) znagenej proby (2 kb
fragment gus génu a 1,46 kb fragment nptil génu).

Vysledky a diskusia

Genetickt transformaciu tabaku sme uskutoénili pomocou A. tumefaciens LBA 4404, ktory niesol
rastlinny binarny vektor pEV2 (schéma 1). Celkovo sme regeneraciou ziskali 97 transformantov, priCom
pri 74 rastlinach sme potvrdili pritomnost’ gus génu a pri 34 z nich sme detekovali pritomnost’ aj npt/l génu.
Pomocou Southern hybridizacie sme potvrdili integraciu oboch transgénov v gendéme analyzovanych rastlin
a urcili pocet integrovanych T-DNA kopii. Pocet kopii gus génu sa pohyboval od 1 po 5, pricom 14 rastlin
obsahovalo 1 képiu gus génu. V pripade nptll génu sa pocet kopii pohyboval od 1 po 6, pricom 12 rastlin
malo integrovanu 1 kopiu nmptll génu. Variabilita v po¢te T-DNA kopii bola pozorovand aj inymi
(POTRYKUS a kol., 1985; MLYNAROVA akol., 1994; MORAVCIKOVA akol., 2003). Transgénne
rastliny, pri ktorych sme detekovali pritomnost’ nptll génu sme preniesli z in vitro podmienok do in vivo za
ucelom ziskania ich semenného materidlu a dokoncenia analyz parentalnej a jej F1 generacie. Kvantitativne
sme stanovili GUS aktivitu transgénnych rastlin rastacich v in vivo podmienkach a porovnali s hodnotami
GUS aktivity transgénnych rastlin v in vitro podmienkach. Korela¢ny koeficient (0,88) ukazal vel'mi dobrti
korelaciu medzi GUS aktivitami in vitro a in vivo. Southern hybridizaciou s nptIl probou sme opatovne
potvrdili pritomnost’ a pocet kopii mpfl génu v gendéme rastlin rasticich v podmienkach in vivo.
Z porovnania vysledkov Southern hybridizacie s radioaktivne oznadenymi fragmentmi gus a nptll génu
vyplynulo, Ze 11 zo 17 transgénnych rastlin, ktoré boli testované na pritomnost nptll génu pomocou
Southern hybridizacie, malo 1 kompletni T-DNA integraciu (RB=LB) a teda tieto rastliny obsahovali 1
integrovanu kopiu gus génu a 1 kopiu nptll génu. Semena tychto 11 transgénnych rastlin buda pouzité na
test klicivosti v pritomnosti antibiotika kanamycinu.
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RB CaMV35S/GUS loxP cru/CRE  nos/NPTII loxP LB

Schéma 1: T-DNA rastlinného transformaéného vektora

Zaver

Genetickou transformaciou sme ziskali sadu transgénnych rastlin s inkorporovanym Cre/lox systémom.

Tieto rastliny sme podrobili viacerym molekularno-biochemickym analyzam. Vybrané transgénne rastliny
s jednou kompletne integrovanou T-DNA kdpiou sme preniesli do in vivo podmienok za ucelom ziskania
semenného materialu a nasledne vyhodnotenia funk¢nosti Cre/lox systému. V stcéasnosti uskutoiiujeme
prvé testy klicivosti semien vybranych transgénnych rastlin.
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MIKROROZMNOZOVANIE RODU HIBISCUS
MICROPROPAGATION OF HIBISCUS GENUS

Helena LICHTNEROVA - Marta DRAGUNOVA - Tibor DOKUPIL - Anna
JAKABOVA

In our work we had focused to find of efficient regeneration and reproduction of selected cultivars Hibiscus moscheutos
in vitro. We can state that the suitable medium for initiation of meristems regeneration and shoots proliferation is
modified MS medium with BAP and NAA. After the shoot multiplication they have been transplated to MS medium,
where they successfully took roots. After the plants became rooted they were acclimated in vivo.

Key words :micropropagation, in vitro, meristem, Hibiscus moscheutos, in vivo.

Uvod

V stcasnosti sa metodam explantatovych kultar venuje velkd pozornost, pretoze tieto metddy
rozmnozovania v porovnani s tradiénymi spdsobmi umoznuji zlepSenie mnohych kvalitativnych
a kvantitativnych ukazovatel'ov v produkcii okrasnych rastlin (ako su napr. aj ibisteky).

NajdolezitejSie ukazovatele:
= dopestovanie zdravého materidlu zbaveného virusov, hubovych ochoreni a patogénnych
mikroorganizmov,
= rychle rozmnoZovanie jednotlivych druhov,
= Setrenie priestorov — na malej ploche je mozné dopestovat’ velky pocet regenerantov,
= rozmnozovanie tazko mnoziteInych druhov (napr. Hibiscus schizopetalus Hook.),
= zvySenie koeficientu rozmnoZovania.

Ibistek patriaci do celade Malvaceae, zahriiuje byliny aj dreviny s priblizne 300 druhmi, ktoré
predstavuji v okrasnom zahradnictve vyznamné postavenie. V sucasnosti sa dostavaju na zahradnicky trh
druhy, ktoré s u nds menej zname, avSak vel'mi atraktivne, s obtiaznej$im rozmnozovanim. Ide o Hibiscus
schizopetalus Hook., Hibiscus moscheutos L., Hibiscus rosa-sinensis L.

V naSej praci sme sa zamerali na IbiStek bahenny (Hibiscus moscheutos L.). Je to trvalka, dorastajuca
do vysky 1 m s vajcovitymi na rube plstnatymi listami. Hybridné formy kvitnu bielymi, ruzovymi kvetmi
velkosti az 25 cm.

Material a metéda
Rastlinny material:
Vzorky na kultivaciu v podmienkach in vitro boli odoberané z materskych rastlin ibisteka bahenného.
Priprava a zaloZenie explantatovej kultury:
L. etapa — organova kultira (MURASHIGE, 1974): primarnym explantdtom boli apikéalne a axilarne puciky
aktivne rastucich vyhonkov ibisteka. Odobraté casti boli sterilizované v 20 % roztoku dezinfekéného
pripravku Savo s detergent Tween 20 (0,03-0,05 %), nasledne 3-krat premyté v sterilnej destilovanej vode
arozdelené na 5 mm dlhé segmenty, ktoré boli ulozené na zakladné¢ médium podla MURASHIGE —
SKOOG (1962).
II. etapa — multiplikacia vyhonkov: stimulovali sme tvorbu axilarnych vyhonkov z nddusov stoniek ibisteka,
ktoré boli odobraté zo sterilnej kultury.
II1. etapa — rizogenéza: sledovali sme stimulaciu tvorby korefiov z nddusovych explantatov po multiplikacii
axilarnych vyhonkov.
Kultiva¢né médium:
Vo vsetkych troch etapach mikropropagéacie boli pouzité kultivacné média podl'a autorov MURASHIGE
— SKOOG (1962), ktoré sa od seba lisili v mnozstve cytokininov a auxinov. Kulturu tvoriacu axilarne
vyhonky sme pestovali na multiplikacnom médiu obohatenom o cytokinin 6-benzylaminopurin (BAP)
Vkorllcentréciéch 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 mg,.l'1 a o auxinoid kyselinu naftyl octova (NAA) v koncentracii 0,1
mg.l.
V médiu pre podporu tvorby korefiov sme znizili davku makroelementov na poloviénti davku a obohatili
sme ho o stimulaé¢ni latku NAA v koncentracii 0,1 mg.l'1 a 0 0,3% aktivneho uhlia.
Podmienky kultivacie:
Kultivaéné nadoby s explantatmi boli umiestnené v kultivacnej miestnosti s nasledovnymi regulovatelnymi
parametrami:
= teplota 21°C,
=  hustota oZiarenia pri tvorbe axilarnych vyhonkov 35 — 40 pmol.m™.s™ so 16 hod. fotoperiodou,
biele svetlo,
=  hustota oZiarenia pri stimulacii rizogenézy 15 — 30 pmol.m™.s" so 16 hod. fotoperiodou,
= relativna vlhkost’ vzduchu 20 — 98 %.
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Vysledky

Vysledky poukazuji na vyznamny G¢inok testovanych koncentracii regulatorov rastu na pocet axilarnych
vyhonkov.

Najlepsie vysledky sa dosiahli aplikaciou 2,0 mg.I"' BAP, kedy sme zaznamenali najvy$siu multiplikaciu
vyhonkov.

Posobenie vyssich koncentracii cytokininov spdsobilo tvorbu kalusu na baze vyhonkov, miernu chlorézu
listov a zmeny v habituse listov.

Oddelené vyhonky, dlhé 1 — 2 cm, boli prelozené na Zivné médium MS s 0,1 mg.lI' NAA a03 %
aktivneho uhlia, kde pocas 10 — 14 —tich dni zakorenili.

Zaver

Vysledky dokazuju, ze rozmnozovanie pomocou organovych kultir mozno povazovat za velmi
vyhodné, nielen zhladiska genetickej stability, ale aj zabezpeCenia dostatocne vysokého koeficientu
rozmnozovanych vyhonkov.
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VYSKYT, PRENOS A DETEKCE GENETIKY MODIFIKOVANE REPKY OLEJNE
(BRASSICA NAPUS L. VAR. NAPUS)
APPEARANCE, TRANSFERENCE AND DETECTION GENETICALLY
MODIFIED RAPE (BRASSICA NAPUS L. VAR. NAPUS)

Petra HAJKOVA — Jan HRUBY - Vladislav CURN - Jana ZALUDOVA

The registration tests of genetically modified rape realized by the Aventis company (currently Bayer Crop Science) were
proceeding by the year 2001. The occurence of GM rape plants growed from shedding and the presence of transgene in the
related species of Brassicaceae on the tested localities were examined in the next years. The Research institute for fodder
plants and breeding in Troubsko proceeded similar research of six selected localities in the year 2005. The presence of
transgene (bar gene) was detected by PCR method. The bar transgene was found in 26,2 % from total 221 samples of rape
plants. The transgene was not detected in the rape related species.

Key words: monitoring, genetically modified rape, weed species of Brassicaceae, transgene bar, PCR analysis, crossing

Uvod

Do roku 2001 probihaly v CR piedregistraéni a registraéni zkousky geneticky modifikované fepky olejky
(Brassica napus L. var. napus) zajistované firmou Aventis (nyni Bayer Crop Science). Jednalo se o fepku
olejnou ozimou, hybridni, s toleranci k herbicidu fosfinotricinu (glufosinatu ammonnému, obchodni nazev
Liberty), s geny pro samci sterilitu a obnoveni plodnosti - insert MS8RF3 a s genem pro samdi sterilitu - insert
MSS. V naslednych letech byl na pokusnych lokalitach provadén monitoring vyskytu geneticky modifikované
fepky ( transgen bar), ktery byl rovnéz sledovan u vybranych plevelnych druhii celedi Brassicaceae.

Nutnost monitoringu danych lokalit vyplynula z potencionalniho pfedpokladu moznosti hybridizace fepky
(Brassica napus L. var. napus) 1 sblizce piibuznymi plevelnymi druhy (Brassica rapa L., Raphanus
raphanistrum L., Sinapis arvensis L.). V této studii byl zjistovan vyskyt transgenti v fepce olejce a ji blizce
ptibuznych plevelnych druhii Celedi Brassicaceae. Vlastni monitoring byl provadén nejen na dané lokalité, ale
1v jeji tésné blizkosti (do cca 50 m) od hranic pokusnych pozemkd.

KUCERA (2005) uvadi, Ze nezaznamenal vyskyt spontannich hybridii fepky s planymi plevelnymi druhy,
které by mohly umoznit vyhodnoceni horizontalniho prenosu genti. AvSak skutecnost, ze nebyly zaznamenany
ptipady hybridl, nelze chapat jako absolutni potvrzeni nemoznosti horizontalniho ptenosu gent z B. napus do
ptibuznych planych druhd.

Material a metody

Monitoring zahrnoval sbér vzorkd na vybranych lokalitach a analyzy vzorkd rostlinného materidlu na
pritomnost genu bar a vyhodnoceni analyz. Monitoring byl realizovan v roce 2005 a navazuje na analogicky
realizovany monitoring ploch v letech 2002 az 2004.
Monitorovany byly nasledujici lokality:

a) ZkuSebni stanice Domaninek

b) Agritec Sumperk - katastr Bludov

¢) Agritec Sumperk - katastr Vikyfovice — lokalita2000/2001 (2x)

d) Agritec Sumperk - katastr Vikytovice — lokalital999/2000 (2x)

e) Zkusebni stanice Trutnov

Pracovi§té AF CZU Cerveny Ujezd

Na konkrétni lokalité¢ byly vyhledany rostliny fepky olejky a planych ptibuznych druhti ¢eledi Brassicaceae.
Do alobalu byly ulozeny odebrané celé rostliny (ve velikosti semenacku) nebo tfi nejmladsi listy, vzorky byly
oznaceny a uskladnény do suchého ledu v chladicim boxu.
Pritomnost transgenu (bar) byla zjistovana na molekularni Grovni prostfednictvim PCR reakce.
DNA z listi byla izolovana metodou CTAB podle WILLIAMS a kol. (1992)
Protokol PCR detekce transgenu: PCR reakce byla provadéna ve 20 pl reakéni smési, ktera obsahovala reakéni
pufr (10 mM Tris-HC, 1,5 mM MgCl12, 50 mM KCI, pH 8,3), 200 uM kazdého DTP, 0,16 uM kazdého primeru
(BarHygl, HygPat4, SGT1 a SGT2), 1U Taq polymerazy (Top-Bio, s.r.0.) a pfiblizn¢ 50 ng templatové DNA.
Reakéni cyklus byl nasledujici: pocate¢ni denaturace 94 °C 3 min., (denaturace 94 °C — 45s, annealing 60 °C —
30 s, elongace 72 °C — 1 min.) x 35 cykld, dokonceni elongace pii 72 °C po dobu 10 min.

Vysledky a diskuse

Z vysledkti PCR analyz vyplyva, Ze pozitivni rostliny fepky nesouci sledovany transgen bar byly nalezeny
na 3 lokalitich (Domaninek, Vikytovice 1999/2000 (2x) a Vikytovice 2000/2001). Z celkového poctu 221
rostlin fepky olejky neslo transgen bar 58 rostlin, coz odpovida 26,2 % . Tento vysledek koresponduje
s vysledkem monitoringu z r. 2004 (BRIZA et al. 2004), kdy z celkového poétu 281 testovanych fepek, byl
transgen detekovan u 74 rostlin, coz znamena, ze 27% rostlin fepky olejky neslo transgen bar.

Na zéklad¢ ziskanych vysledkii molekularnich analyz limitovanych souborl planych ptibuznych druht
tepky olejky (hoi€ice rolni, penizek rolni, kokoska pastusi tobolka, barborka obecna, husenicek rolni) rostoucich
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piimo na lokalitach nebo v jejich té€sné blizkosti, nebyly nalezeny zadné rostliny nesouci sledovany transgen, coz
znamend, ze nedoslo k ptipadnému cizospraseni geneticky modifikované fepky olejky s témito planymi druhy
z Celedi Brassicaceae. Potvrdilo se, Ze k hybridizaci planych plevelnych druht s fepkou olejkou miize piimo
v porostu dochézet jen velmi ziidka, a to pfedev§im zdivodu piekryvani doby kveteni fepky olejky a ji
ptibuznych druhd.

Tabulka 1: % vyskytu transgenu bar z celkového po¢tu rostlin konkrétnich rostlinnych druhi

Rostlinny druh Celkem Celkem % vyskyt transgenu bar
odebrano | GMO rostlin
Repka olejka (Brassica napus L.) 221 58 26,2

Hoft¢ice rolni (Sinapis arvensis L.) 22 0 0

Penizek rolni (Thlaspi arvense L.) 15 0 0

Kokoska pastusi tobolka (Capsela bursa 7 0 0

pastoris L.)

Barborka obecna (Barbarea vulgaris R. 11 0 0
Br.)

Husenicek rolni (Arabidopsis thaliana 1 0 0
L.

Zavér

Vysledky molekularnich analyz limitovanych souborl planych piibuznych druht fepky olejky (hoicice
rolni, penizek rolni, kokoska pastusi tobolka, barborka obecnd, husenicek rolni) rostoucich piimo na lokalitach
nebo v jejich tésné blizkosti potvrdily, ze zadné rostliny blizce piibuznych druhti nenesly transgen bar. Lze tedy
konstatovat, ze nedoslo k ptipadnému cizospraseni geneticky modifikované ftepky olejky s témito planymi
druhy z ¢eledi Brassicaceae. ). Z celkového poctu 221 rostlin fepky olejky neslo transgen bar 58 rostlin, coz
odpovida 26,2 % .

Vhodné zvolenymi agrotechnickymi postupy (osevni postup, zpracovani pudy, chemickd ochrana proti
plevelim) 1ze nezadouci vyskyt rostlin vzeslych pfedevsim z vydrolu geneticky modifikované fepky olejky
v maximalni mife eliminovat. Potvrdilo se, Ze cilena, precizni agrotechnika je schopna postupné snizit
nezadouci vyskyt semen z vydrolu v pudni zasobé na minimum.
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VPLYV 2,4-D NA MORFOGENNU REAKCIU ROZNYCH CASTI
HYPOKOTYLU L ANU IN VITRO
EFFECT OF 2,4-D ON MORPHOGENIC RESPONSE OF FLAX
HYPOCOTYL SEGMENTS CULTIVATED IN VITRO

Zuzana KOVACOVA - Bohus OBERT - Anna PRETOVA

Morphogenic response (shoot regeneration, root regeneration and callus induction) of two flax cultivars PRFGL 62 and
Super were tested with 0,1 mg.I"' NAA + 0,1 mg.I" BAP and hormone-free MS and MO media. We applied 2,4-D
pretreatment in 4 concentrations (I mg.I'2,4-D, 2 mg.I'2,4-D, 5 mg.l'2,4-D and 10 mg.I'2,4-D) on hypocotyl
segments of flax. Orientation of hypocotyl segments was maintained to recognise different responses of apical, root or
central regions of hypocotyl. Differences have been found in morphogenic response among different media, different
concentrations of 2,4-D, different parts of the hypocotyl and different flax genotypes.

Key words: flax, morphogenic response, regions of hypokotyl, 2,4-D

Uvod

LCan patri do ¢elade Linacea s viac ako 200 druhmi, pricom praktické vyuzitie ma iba jeden z nich -
Linum usitatissimum L. (PRETOVA et al., 2000). Can ako ddlezita ekonomicka a perspektivna plodina sa
vyuziva na produkciu vlakna a oleja. Tento rastlinny druh je Siroko vyuzivany pri mnohych
biotechnologickych vyskumoch. Je pristupny regeneracii in vitro ato nam dava moznost porozumiet
zakladnym vyvinovym a biochemickym procesom v rastlinach (MILLAM et al., 2005).

Material a metody

V nasich pokusoch sme pouzili dva kultivary Panu (Linum usitatissimum L.) Super (priadny typ)
a PRFGL 62 (novoslachtenec). Semena l'anu boli ponorené na 5 min. do 96 %-ného etanolu, povrchovo
sterilizované v 25%-nom roztoku Sava (2.36 g. I-1 NaClO) a premyté 3-krat sterilnou vodou. Semena sme
pestovali v kultivac¢nej komore pri teplote 19°C na médiu 2 MS s 2%-nym pridavkom sacharézy a 0,8%-
nym pridavkom agaru. Pred autoklavovanim bolo upravené pH média na hodnotu 5,8. Hypokotyly 7-
diiovych lanovych klicencov sme narezali na 2 mm segmenty a kultivovali na MS a MO médiach
s pridavkom 0,1mg.I" NAA + 0,1 mg.l' BAP a bez pridavku rastovych regulatorov, pricom sme na ne
predposobili 24 a 72 hodin $tyrmi koncentraciami 2,4-D.

Vysledky a diskusia

Najvacsi pocet vyhonkov bol regenerovany z hypokotylovych segmentov na MS a MO médiach s 0,1
mg.I" NAA + 0,1 mg.I"' BAP po 24 hodinovom predpdsobeni 5 mg.1" 2,4-D a 10 mg.1"' 2,4-D pri genotype
PRFGL 62 (100 %). Regeneracia vyhonkov v pripade genotypu PRFGL 62 bola vysSia pri pouziti MS a MO
médii s 0,1 mgl' NAA + 0,1 mg.l"' BAP ako pri pouziti médii bez rastovych regulatorov, ato po
predposobeni vsetkych pouzitych koncentracii 2,4-D pocas 24 a 72 hodin. Ked porovname média MS
a MO: celkovo sa viac vyhonkov vytvorilo na MS médiu bez ohl'adu na pouzité koncentracie rastovych
regulatorov pridanych do média. Najvyssia regeneracia korenov bola pri genotype PRFGL 62 po 24 hod.
predposobeni 10 mg.l" 2.4-D na hypokotylové segmenty Panu pri pouziti MS média bez rastovych
regulatorov a po 24 hod. predosetreni 2 mg.I"' 2,4-D pri pouziti MO média s 0,1 mg.I" NAA + 0,1 mg.I"!
BAP. Po 72 hodinovom predpdsobeni 2,4-D na hypokotylové segmenty genotypu PRFGL 62 sa pri vsetkych
koncentraciach 2,4-D vytvorilo viac koreiov na médiu MS. V pripade genotypu Super bola vysoka
regeneracia vyhonkov po 72 hod. predpdsobeni 1 mgl”', 5 mgl' a10 mgl' 2,4-D na hypokotylové
segmenty 'anu na MO médiu s 0,1 mg.I" NAA + 0,1 mg.I" BAP. NiZzsia pritomnost’ vyhonkov a korefiov
bola na hypokotylovych segmentoch pri pouziti MS média bez rastovych regulatorov po 72 hod.
predosetreni 1 mg.I" 2,4-D a najvy$sia na MS médiu s 0,1 mg.l' NAA + 0,1 mg.l' BAP. Regenericia
korefiov bola pri genotype Super najvyssia na MS médiu s 0,1 mg.I”" NAA + 0,1 mg.I" BAP (50 %) po 24
hod. predpdsobeni 10 mg.I" 2,4-D na hypokotylové segmenty Panu. Po 72 hod. predpdsobeni 2 mg.I" a5
mg.I" 2,4-D na hypokotylové segmenty Panu bola regeneracia korefiov nizsia pri pouziti MO média bez
rastovych regulatorov. Morfogénna odpoved hypokotylovych segmentov z hladiska ich umiestnenia na
hypokotyle od korefia po vrchol sa 1isi. Pri genotype PRFGL 62 po 24 hod. predpdsobeni 1 mg.I"', 5 mg.I"!
a 10 mg.I" 2,4-D na hypokotylové segmenty anu bez ohl'adu na rastové regulatory pridané do média MS
vykazovali vicSie mnozstvo regenerovanych vyhonkov hypokotylové segmenty z vrcholovej casti
hypokotylu (graf &. 1). Naopak, pri pouziti koncentracie 2 mg.I" 2,4-D bolo najviac vyhonkov pritomnych
na korenovej Casti hypokotylu (graf ¢. 2) a najviac korenov sa pri tychto podmienkach vyvinulo zo stredne;j
&asti hypokotylu. V pripade pouzitia MO média po 24 hod. predpdsobeni 1 mg.I", 5 mg.1" a 10 mg.I"' 2,4-D
na hypokotylové segmenty bola pritomnost’ regenerovanych vyhonkov vyssia v strednej Casti hypokotylu
apo predosetreni 2 mg.l' 2.4-D vo vrcholovej Gasti hypokotylu. Po 72 hod. predpdsobeni vietkych
koncentrécii 2,4-D na hypokotylové segmenty Panu na MO médiu s 0,1 mg.I"' NAA + 0,1 mg.I" BAP a bez
rastovych regulatorov bolo najviac vyhonkov regenerovanych z vrcholovej casti hypokotylu. Najviac
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korefiov regenerovalo taktiez z vrcholovej &asti hypokotylu, ale iba po predposobeni 1 mg.l" 2,4-D na

hypokotylové segmenty Fanu. Pri genotype Super regenerovali vyhonky po predposobeni 1 mg.I", 2 mg.1”,

5 mgl' a10 mgl" 2,4-D na hypokotylové segmenty pri vietkych pouZitych médiach a koncentraciach

rastovych regulatorov prevazne z vrcholovej Casti hypokotylu, pri¢om korene naopak z korenovej Casti
hypokotylu.

M Vyhonky H Vyhonky

10

Pocet vyhonkov
(6]

Pocet vyhonkov
N

0 Vrchol Koren

Vrchol Koreii

Graf 1: Regenericia vyhonkov pri genotype PRFGL 62 po 24 hod. predoSetreni 5 mg.I'" 2,4-D na MS
médiu bez rastovych regulatorov

Graf 2: Regenericia vyhonkov pri genotype PRFGL 62 po 24 hod. predo$etreni 2 mg.I'" 2,4-D na MS
médiu s 0,1 mg.I" NAA + 0,1 mg.I"' BAP

Zaver

Z naSich pokusov vyplyva, ze morfogénna reakcia hypokotylovych segmentov l'anu na pdsobenie
rastovych regulatorov pridanych do MS a MO média je r6zna, je zavisla od pouzitého druhu média a lisi sa
pri jednotlivych genotypoch. Takisto sme pri nasich pokusoch zaznamenali rozdiel v morfogénnej odpovedi
vrcholovej, centralnej a korenovej oblasti hypokotylu 'anu na vplyv pouzitych koncentracii 2,4-D.
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PRODUKCE BEZVIROZNICH ROSTLIN REVY V CESKE REPUBLICE
THE PRODUCTION OF VIRUS-FREE PLANTS FROM GENUS VITIS L. IN
CZECH REPUBLIC

Bietislav KRIZAN - Eva ONDRUSIKOVA - Kamila TRCKOVA

The presented work deals with in vitro thermotherapy of woody indicators and varieties from genus Vitis L. Plants were
cultivated on MS media, and were treated with photoperiod 12/12 (light/ dark), during which time temperature 37° C
was used. This thermotherapy obtained 45 days. During therapy every plant in separate test tube was placed. The results
show high influence of genotype to grow ability during the therapy, and also to plant survival. Virus elimination also
depended of variety used for sanitation.

Keywords: virus elimination, grapevine, rootstocks, thermotherapy, ArMV, GFLV

Uvod

MnozZeni rozmnoZovaciho materidlu révy v Ceské republice vychazi z certifikaéniho schématu (EPPO,
1997) a podléha vyhlasce 147/2004 zakona 219/2003sb. V nasledujicich letech bude mnoZeni a udavani do
obéhu podléhat smérnici EU (smérnice Rady 68/193/EEC), z nichz plynou mimo jiné i pozadavky na
zdravotni stav mnoZeného materidlu. Odridy révy byly z tohoto diivodu v Ceské republice soustiedény do
technické izolace v Lednici pfi ZF MZLU, kde bylo umisténo ptes 120 odrid a klonti ¢eského udrzovaciho
Slechténi. Po tiiletém testovani bylo na zakladé negativnich testGi na 5-7 vird vybrano pouze 33
perspektivnich rostlin $estnicti odrid (HOLLEINOVA, KRIZAN, 2005). K vyieSeni této situace jsou
nasnadé¢ dvé mozné cesty, a to: hledani dalSich zdravych jedinci zrostlin udrzovaciho S$lechténi, ¢i
ozdravovani jiz na viry positivniho materialu. Rostliny udrzovaciho §lechténi jsou nyni testovany.

Ozdravovani rostlin probiha v laboratofi in vitro, ktera byla uvedena do provozu v roce 2003 za finan¢ni
podpory Ministerstva zemédé€lstvi a Jihomoravského kraje. Zde jsou jiz ozdravovany odridy merungk,
broskvoni a podnozi pro révu, a to v ramci grantového projektu Mze NAZV- 1B44051 - Vyzkum a vyvoj
standardnich metod ozdraveni pomoci termoterapie a in vitro kultur odrid ovocnych stromt a révy vinné od
vird, fytoplazem a karantennich patogend pro systém certifikace zdravotniho stavu vysadbového materialu.
Na tomto projektu spolupracuje MZLU s VURV Praha-Ruzyné a VSUO Holovousy. V letosnim roce je
snaha ozdravit alespon ¢ast odriid, u nichZ sklizei v CR piedstavuje vice nez 50 tis. kg hroznii za rok.

Material a metoda

K ozdravovani rostlin od virovych chorob v kultufe in vitro je na pracovisti vyuzivana metoda
spocivajici v kombinaci termoterapie s naslednym odbérem rustového vrcholu (East vétsi nez meristém,
¢imz lze eliminovat vznik somaklonalni variability). LEONHARDT et al. (1998) doporucuje po tepelném
osetfeni odebirat vrcholové cEasti velikosti 5 mm a tim se vyhnout moznému vyskytu somaklonalni
variability. Pfi odbéru ¢asti mensi nez lmm, popfipadé izolaci meristému se riziko vyskytu variability
zvysuje.

Metoda vyuziva efektu klesajici koncentrace viri smérem k vegetacnimu vrcholu a inhibice reprodukce a
Sifeni viru v dusledku zvysenych teplot (VALERO et al., 2003). Pfi ozdravovani révy je pouzivana
fotoperioda 12/12 (svétlo/tma), pfi stalé teploté 37° C, po dobu 45 dni (EPPO, 1997).

Do pokusu byly zahrnuty rostliny révy (dfevinné indikatory) a to: Gamay (Vitis vinifera L.), St. George
(Vitis rupestris Scheele) a LN 33 (Couderc 1613 x Vitis berlandieri Planch.). Odriidy Gamay a LN 33 byly
positivni na ArMV a rostliny odriidy St. George byly positivni na GFLV pri testovani metodou ELISA. Déle
byly podrobeny termoterapii tfi odrudy révy vinné: Cabernet Sauvignon, Sauvignon a Pola. Rostliny odrady
Cabernet Sauvignon byly positivni na ArMV, rostliny odridy Pola byly positivni na ArMV, GFLV a
GLRaV-3 a odrtida Sauvignon (kontrolni) byla negativni pfi testovani metodou ELISA. Analyzovany byly
vzorky listd.

Z rostlin byly odebrany nodalni segmenty velikosti cca 25 mm, které byly sterilizovany (HgCl,) a
kultivovany na médiu MS (MURASHIGE SKOOG, 1962) s 0,7 mg.I" BA a 0,1 mg.I"' TAA. Vzdy po mésici
byly rostliny pfeneseny na Cerstvé médium. Doba kultivace na médiu byla 12 mésicti u indikatord a 5
m¢ésicl u odrid. Nasledné byly rostliny velikosti 3 cm podrobeny terapii. Relativni vzdusna vlhkost nebyla
upravovana. Z rostlin byly po termoterapii odebrany vrcholové ¢asti o velikosti 2-3 mm a kultivovany na
médiu v celistvé rostliny, které byly po zakofenéni pfevedeny do nesterilnich podminek. Testovani na
pfitomnost vird bylo provedeno metodou ELISA po 4 mésicich od prevodu rostlin. Rostlin LN 33 bylo
ozdraveno 32% (ArMV), Gamay 24% (ArMV) a St. George 84% (GFLV).

Vysledky a diskuse

Z rostlin drevinnych indikatort bylo dosazeno procenta zdravych rostlin: LN 33 32% (ArMV), Gamay
24% (ArMV) a St. George 84% (GFLV). U rostlin odriid Cabernet Sauvignon a Pola nebyly detekovany
diive ptitomné viry (graf ¢.1)
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Rostliny dfevinnych indikatord St. George a LN 33 mély vétsi pfirastky béhem termoterapie nez odridy
pochazejici z Vitis vinifera L. (graf €. 3). Procento pfeziti rostlin po termoterapii ¢inilo 97 % (St. George a
LN 33) a pramérné 56 % u odrid pochézejicich z Vitis vinifera L viz graf ¢. 2.

O procesu termoterapie in vitro je dosud malo informaci. Uplného ozdraveni termoterapii dosahli autofi
VALERO et al. (2003) u klonu 39-32 odridy Napoleon (GFLV a GLRaV-3). V nasi praci rovnéz odruda
Pola byla téchto vir@ zbavena (negativni testy 6 mésici po prevodu). Rovnéz zajimavy je vliv pouzitého
rostlinného materidlu na ozdraveni, nebot’ rizné odridy positivni na stejny vir vykazuji odliSné procento
ozdraveni. K podobnym zavérim dospéli také autofi LEONHARDT et al. (1998). Na pouzitém genotypu
pravdépodobné také zalezi, zdali procento ozdraveni je ve vztahu s mnozstvim pfitomnych virt (u odridy
Pola: ArMV, GFLV a GLRaV-3). Testovani rostlin po termoterapii bylo provedeno metodou ELISA a je
nutné povazovat vysledky za orientacni. Testovani metodou RT — PCR bude provedeno, stejné jako
pietestovani rostlin po dvou letech od pfevodu do nesterilnich podminek.

Graf €. 1: Ozdraveni jednotlivych odriid 6 mésict Graf ¢. 2: Preziti rostlin, honoceno po 45 dnech
po termoterapii (testy ELISA) termoterapie
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Graf €. 3: Vyska rostlin po 45 dnech termoterapie
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Podékovani
Tyto vysledky jsou soucasti grantového projektu financovaného NAZV ¢. 1B44051- Vyzkum a vyvoj
standardnich metod ozdraveni pomoci termoterapie a in vitro kultur odriid ovocnych stromt a révy vinné od
virt, fytoplazem a karanténnich patogent pro systém certifikace zdravotniho stavu vysadbového materialu.
Za mnozstvi provedenych ELISA test patii zvlastni podékovani Ing. Holleinové.
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PERSPEKTiVY PEECNICOVEJ KULTURY DANU SIATEHO
FLAX ANTHER CULTURE PROSPECTS

Zuzana BARTOSOVA - Anna PRETOVA

Anther culture is the most successful way for doubled haploid production in flax. There is available a lot of information
about the androgenesis, but the efficiency of its induction in flax is low. However a lot of effort and the work have been
done in this field, apart from some questions which are still not solved, concerning the cultivation of released
microspores in vitro and defining the sporophytic development in flax anther culture.

Key words: flax, anther culture

Uvod

Otazka produkcie (di)haploidného materialu anu cestou pelnicovej a mikrosporovej kultiry je stale
velmi aktudlna kvoli aplikdciam pre polnohospodarske a Slachtitel'ské ciele a taktiez pre Stidium
molekularnych markerov. Lan je zaujimavy objekt vyskumu z hl'adiska jeho vyuzitia pre zdkladny vyskum v
prospech l'udstva (MILLAM et al., 2005). Zakladnym predpokladom pre pelnicovu kultaru lanu je zdravy
material pestovany v polnych, alebo v kontrolovanych (rastova komora) podmienkach.

Material a metody

V nasich experimentoch sme rastliny olejného genotypu AC Emerson pestovali v pol'nych podmienkach
na experimentalnom poli¢ku Ustavu genetiky a biotechnolégii rastlin SAV v Nitre. Pelnicové kultary a
regeneraciu rastlin z kalusov sme realizovali ako uviedli BARTOSOVA a PRETOVA (2003), OBERT et al.
(2004), BARTOSOVA et al. (2005). Presmerovanie gametofytického vyvinu na sporofyticky pri
mikrosporach sme pozorovali pomocou rychlych roztlakovych preparatov. Indukované pelnice s kalusmi
sme analyzovali histologicky, ako aj regenerujuce kalusy (BARTOSOVA et al., 2005).

Vysledky a diskusia

Kalusy sa tvorili na 2,6% kultivovanych pelnic. Delenie jadra indukovanych mikrospér bolo v
niektorych pripadoch symetrické ako vidiet na materiali zafarbenom acetokarminom (obr. 1). V
responzivnych pelniciach sa tvoril kalus z viacerych mikrospor, pletivo stien pravdepodobne odumieralo
(obr. 2). Kalusy na regeneracnom médiu mali farbu svetlo zelent, ale pri d’al$ich prenosoch sa farba menila
na tmavo zelent. Ich povrch bol granularny. Po 6 mesiacoch subkultivacii sme pozozovali diferenciaciu
organogénnych vyhonkov (obr. 4) s frekvenciou 27,3%. Okrem vyhonkov sme na kalusoch identifikovali
Struktary v srdcovitom Stadiu (obr. 3), ktoré v§ak nereagovali na podmienky regeneracie.

Obr. 1: Symetrické delenie jadra
indukovanej mikrospory

Yol : L
Fal ; hys

Obr. 3: Srdcovité Stadium na Obr. 4: Regeneracia vyhonkov na kaluse
regenerujicom kaluse odvodeného z mikrospor
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Zaver

Pelnicova kultara je technicky ovel'a jednoduchsia a ¢asto preferovanejsia ako mikrospdrova kultara. Z

viacerych pozorovani sme zistili, ze frekvencia indukcie androgénneho potencialu v pelnicovej kultare nie
je vysoka, ale pri indukcii pravepodobne viac mikrospor v pelnici reaguje na stresové podmienky a deli sa.
Je teda mozné kultivovat’ mikrospory samotné v kultire. Hoci v tomto smere vysledky nasich experimentov
neboli uspesné, ich pocet nebol taky, aby sme boli dost’ objektivni. Pri kultivacii mikrospor je treba dbat’ o
presné zlozenie indukéného média, o jeho hodnotu pH, zvolené osmotické Ccinidlo, rozpustené
aminokyseliny. Mozno prave na urovni mikrospér mdézeme pochopit nizku responzivnost pelnicovej

kultary.
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POTENTIAL ROLE OF TOLERANT PLUMS IN THE SPREAD OF PLUM POX
VIRUS IN SLOVAKIA
POTENCIALNA ULOHA TOLERANTNYCH SLIVIEK PRI ROZSIROVANI
VIRUSU SARKY SLIVKY NA SLOVENSKU

Miroslav GLASA - Sofia PITTNEROVA - Otakar KUDELA

Plum pox virus (PPV) is the causal agent of sharka, the most detrimental disease of stone-fruit trees world-wide. Since
late 1980's, a new generation of plum cultivars (so-called tolerant cvs.) dominated in commercial plum orchards in
Slovakia. During our study, frequent infection of orchards, planted with tolerant cvs., could be noted. More sensitive
molecular-based diagnosis revealed also asymptomatic PPV infection. We conclude that the high incidence of PPV in
stone-fruit orchards in Slovakia could be involved through uncontrolled biological material propagated in the past,
when health regulations were not enforced as strictly due to an absence of available detection techniques. Moreover,
based on our research, tolerant plums could be an initial source of spread of recombinant PPV isolates, assigned
recently to the new subgroup PPV-Rec.

Key words: detection, epidemiology, PPV, Prunus, isolate

Introduction

The Sharka disease poses an important threat to stone-fruit cultivation worldwide. Plum pox virus (PPV),
the causal agent of the disease, is a member of the genus Potyvirus within the Potyviridae family,
transmitted by aphids in the non-persistent manner. PPV has a single-stranded plus-sense RNA genome.

The main strategy to control the disease is either (a) quarantine measures for unaffected areas or (b) a
mix of prophylactic approaches in regions where the disease is present but under control. These include the
use of virus-free propagation material (rootstock, budwood), the eradication of infected plants and, if
required, the control of aphid populations. Such a mixed strategy has been shown to slow virus progress but
complete eradication is notoriously difficult to achieve. In regions where the spread of the disease is no
longer under control (central and southeastern Europe), the cultivation of less susceptible or tolerant
varieties is used to allow the continuation of production. This practice, however, further contributes to viral
spread.

Material and Methods

Natural field PPV isolates were collected from different plum orchards in Slovakia. DAS-ELISA using
commercial antisera (Loewe) and RT-PCR targeting the CP gene were performed as described previously
(GLASA et al., 2002a). An improved typing strategy, based on the comparison of RT-PCR/RFLP typing
results obtained from three genomic regions, i.e. CP, CI and P3-6K1, of each PPV isolate were used
(GLASA et al., 2002b, 2004).

Results and Discussion

Survey of PPV infection in different orchards of tolerant plums (Krajné, Podkylava, Dvory nad Zitavou,
Dolné Plachtince, Lozorno) showed a high virus incidence. All tested cultivars (i.e. Ca¢anska rodna, C.
lepotica, C. rana, C. najbolea, Stanley) were infected.

In a special test, 19 trees of tolerant plums from 3 distinct orchards were simultaneously tested by DAS-
ELISA and RT-PCR. The PPV presence was detected in 12 trees by DAS-ELISA. More sensitive RT-PCR
test revealed the presence of PPV additionally also in three symptomless trees (Table 1), confirming the
higher sensitivity of RT-PCR in comparison with ELISA, and also the possibility of symptomless reaction of
infected trees (due to the early stage of infection or specific host response).

Until recently, the vast majority of the currently identified PPV isolates was assigned to either one of two
major subgroups, PPV-M and PPV-D (CANDRESSE et al., 1998). Recently, a third major subgroup of PPV
isolates has been identified and named PPV-Rec (GLASA et al., 2004). It corresponds to an ensemble of
closely related isolates characterised by a homologous ancestral recombination event between PPV-M and
PPV-D. Close molecular relationships of Slovak recombinant isolates support the hypothesis that these
could have a common ancestor and unique dissemination focus. From the epidemiological point of view, a
clear linkage of PPV recombinants to plum orchards planted with sharka-tolerant plum cultivars bred in
Serbia (the former Yugoslavia) could be established and might indicate a possible initial source of PPV
recombinants in Slovakia. As any compulsory eradication programme of diseased trees exists in Slovakia,
consequently, infected trees of tolerant plums remain in the field. PPV could accumulate in tolerant Prunus
cultivars in comparable level as in susceptible cultivars. Hence, trees of tolerant cultivars may provide an
important reservoir from which PPV could emerge to other Prunus hosts.
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Table 1: Comparison of sensitivity of DAS-ELISA and RT-PCR when testing the tree of tolerant plums from the
localities Krajné, Dvory nad Zitavou and Dolné Plachtince

no. tree’ leaf DAS-ELISA RT-PCR
(cultivar/number)  symptoms’
Agps results
1 NAQG/I 0 0.003 - -
2 NAG3) 0 0.013 - -
3 LE(3/10) 3 0.964 ++ +
4 RO@M4) 3 0.460 ++ +
5 RO (3/5) 3 0.019 - +
6 RO (3/7) 2 0.491 ++ +
7 RO(3/9) 3 0.172 + +
8 RA (14/6) 2 1.629 ++ + Legend:
9 RA (14/7) 3 0.652 ++ + ' Cacanska najbolea (NA), C.
10 RA (14/9) 2 0.451 ++ + lepotica (LE), C. rodna (RO), C.
11 RA (14/10) 2 0.320 ++ + rand (RA), Stanley (ST)
12 ST (3/3) 0 0.012 - - 20 - symptomless, 1 - symptoms
13 ST (3/6) 0 0.014 - + on less than 30 % of leaf area, 2 -
14 LE (6/4) 2 1.429 + + symptoms on 30 - 60 % of leaf
15 LE (6/5) 2 1.423 ++ + area, 3 - symptoms on more than
16 LE (6/6) 3 0.001 - + 60 % of leaf arca
17 NA (1) 2 0.222 ++ + ELISA, RT-PCR: - negative, +
18 RA (2) 2 0.389 ++ + positive
19 ST (3) 0 0.009 - +
20  healthy control 0 0.018 - -
Conclusion

The rapid detection of viruses and accurate identification of their specific isolate groups and the

determination of their genetic variability are the first steps in designing effective disease control strategies.
Eradication of PPV infected trees of tolerant plum cultivars has been neglected for a long time due to the
fact that their yields were only slightly affected and/or the infection could remain asymptomatic. This fact,
however, contributed largerly to the effective PPV spread in Slovakia.
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VIRUSOVE OCHORENIA OBILNIN
VIRAL DISEASES OF CEREAL CROPS

Otakar KUDELA - Viera VAJCIKOVA - Sofia PITTNEROVA - Miroslav GLASA

Using ELISA and PCR techniques the incidence of economically important viral species infecting wheat, barley, triticale
and oat was investigated. In the samples of winter barley and wheat the BYDV-PAV, BYDV-MAV, CYDV-RPV, and
WDV were identified. The occurence of BYDV-RMV, SBCMV, BaMMYV, BSMV, BaYMV, WSSMV and WSMV was not
demonstrated. In the oat and triticale samples no WDV infection was detected.

Key words: viruses, cereal crops, ELISA, PCR

Uvod

V sucasnosti je zndmych viac ako 30 virusovych druhov, kmenov aizolatov infikujucich obilniny.
Z epidemiologického hladiska su najvyznamnejSie virus zltej zakrpatenosti jacmena-barley yellow dwarf
virus (BYDV) a virus zakrpatenosti pSenice-wheat dwarf virus (WDV). Na zéklade vektorovej Specificity,
ucinnosti prenosu voskami, serologickych a molekularno-biologickych vlastnosti sa identifikovalo sedem
BYDV kmenov. BYDV-PAV a MAV reprezentuji rod Luteovirus, CYDV-RPV (cereal yellow dwarf virus)
rod Polerovirus a BYDV-RMV, SGV a GPV su sucastou ¢elade Luteoviridae bez rodovej prislusnosti.
Nedavno sa od kmeiiov BYDV-PAV odc¢lenil BYDV-PAS (1). Tiez u WDV izolatov sa identifikovali na
zaklade hostitel'ského spektra a sekvencénych odlisnosti dve formy — pSeni¢na a jaémenna (2).

Na tizemi SR sa v minulosti vyskyt vysSie uvedenych virusov sledoval len sporadicky (3). BYDV
aWDV je od roku 2001 monitorovany imunochemicky v diagnostickych laboratoriach UKSUPu.
Pritomnost’ d’alSich virusovych druhov sa nesledovala.

Material a metédy
Zber vzoriek.
Vzorky listov ozimnej pSenice, ozimného jacmena, tritikale a ovsa boli zozbierané z ré6znych oblasti SR
(prevazne z tizemia zapadného Slovenska) v rokoch 2003 — 2005 a po roztriedeni uchovavané pri  -20°C
(kratkodobo) a —80°C.
Imunochemicka analyza.
Vzorky obilnin sa testovali komerénymi (Loewe, Neogen, Agdia) protilatkami v usporiadani DAS a TAS
ELISA na nasledujtce virusy:

- BYDV-PAV,BYDV-PAV/MAV, CYDV-RPV, BYDV-RMV

- WDV

- BSMV - virus prizkovej mozaiky jaémena

- BaMMYV - virus l'ahkej mozaiky ja¢mena

- BaYMV - virus Zltej mozaiky jaCmena

- WSSMYV - virus vretenovito ¢iarkovitej mozaiky pSenice

- WSMV - virus ¢iarkovitej mozaiky pSenice

- SBMV - virus pédou prenosnej mozaiky obilnin
Izolacia nukleovych kyselin a priprava cDNA.
Nukleové kyseliny sa véac¢Sinou izolovali Standardnou fenol-chloroformovou technikou. V menSom rozsahu
sa pouzili komer¢né supravy Promega a Qiagen. cDNA sa syntetizovala pouzitim Specifickych reverznych
primerov (1) a AMV (Promega) reverznej transkriptazy.
PCR
Vybrané vzorky pSenice, jaémena a ovsa sa testovali v PCR, resp. RT-PCR na pritomnost’ BYDV-PAV
aMAV, WDV aOMYV (virus mozaiky ovsa) podl'a publikovanych postupov (1,2,4). PCR produkty sa
analyzovali v agar6zovych géloch.

Vysledky a diskusia

ELISA technikami sa celkovo vySetrilo 108 vzoriek réznych odrdd ozimnej pSenice, 63 vzoriek
ozimného ja¢mena, 4 vzorky tritikale a 5 vzoriek ovsa. Vo vzorkach pSenice sa identifikoval WDV (10
vzoriek), BYDV-PAV/MAYV (3 vzorky), CYDV-RPV (1 vzorka) a BYDV-PAV (12 pozitivnych vzoriek). 8
vzoriek jacmena bolo pozitivnych na WDV, 6 na BYDV-PAV/MAV a 16 na BYDV-PAV. BYDV-PAV bol
zisteny na jednej vzorke tritikale. ELISA testy na ovse boli negativne. Iné virusové druhy sa nezistili.
Vyskyt identifikovanych virusov nebol epidemicky a mal lokélny charakter.
Cast’ vzoriek so silnym aslabym ELISA signalom sa vysetrila v PCR, resp. RT/PCR. Testami sa
identifikoval WDV, BYDV-PAV a BYDV-MAV. Pozitivita PCR testov korespondovala so silnym ELISA
signalom. Pritomnost OMV sa vo vzorkdch ovsa nedokazala. PCR testy sa esSte nerealizovali na
reprezentativnom pocte vzoriek, ale predbezné vysledky naznaCuju vysSiu diagnostickl citlivost
a Specificitu PCR a vyskyt oboch foriem WDV.

137



Nové poznatky z genetiky a slachtenia polnohospodarskych rastlin.
Zbornik z 12. odborného semindra, Piestany : VURV, 2005

Zaver

ELISA a PCR technikami sa vySetrili vzorky ozimnej pSenice, ozimného jaémena, tritikale a ovsa na
pritomnost’ viacerych virusovych druhov akmenov infikujucich obilniny. Vo vzorkach sa identifikoval,
BYDV-PAV (ELISA aRT-PCR), BYDV-PAV/MAV (ELISA), BYDV-MAV (RT-PCR), CYDV-RPV
(ELISA) a WDV (ELISA, PCR).
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STANOVENI KORELACE MEZI RELATIVNI KONCENTRACI VIRU PLUM
POX VIRUS A TEPLOTOU ZA VEGETACE
DETERMINATION OF CORRELATION BETWEEN RELATIVE
CONCETRATION OF PLUM POX VIRUS AND TEMPERATURE IN THE
GROWING SEASON

Michal ADAM

At four Apricot trees with positive tests by DAS-ELISA with symptoms Plum pox virus on the leaves and fruits were made
in the period from April to October 14 samplings (in the year 2003) and 15 samplings (in the year 2004). The relative
concentration of virus dilution of samples has been assigned in the rate from 1:20 to 1:320. Rated concentrations were
correlated to the temperature. The year was segmented into several successive time periods in accordance to the
average ten-day temperature. The first period in the beginning of growing season involves all measurements when
average temperature did not exceed 15.0°C in the two successive measurements. The second period of the growing
season includes days with average temperature oscillating between 15.1 — 21 °C. The average temperature above
21.1°C determines the third period and the last one includes average temperatures below 21°C in the end of growing
season. In every tested correlation samples the value of significant level reached 99%, except calculated value for the
temperature and concentration of virus in samples from the tree No. 89 in the period between IV April and 30™ May
2004. In that case the calculated number corresponds to critical values of significant level 98%. As a critical period,
when the virus presence is reduced, might be considered the period from second decade of August with average ten-day
temperature higher then 18°C.

Key words: Plum pox virus, DAS-ELISA, koncentrace, teplota, korelace, concentration, temperature, correlation

Uvod

Rozlozeni viru Plum pox virus (PPV) neni v rostliné rozmistén rovnomérné, rovnéz koncentrace
virovych ¢astic se méni v pribéhu roku. Pro spravnou detekcei viru, je tieba vybrat optimalni termin odbéru
vzorkd. V pokusech bylo stanoveno obdobi, kdy je mozné spolehlivé detekovat virus PPV v rostliné
v korelaci s teplotou.

Stanoveni relativni koncentrace viru v rostliné je zastupnou metodou, za pfesné stanoveni koncentrace
virovych ¢astic pomoci elektronového mikroskopu, kdy je pfesné pocitan pocet virovych ¢astic ve vzorku
(CORBETT, 1974). Ke stejnému tcelu l1ze pouzit real-time PCR, kdy je mozné porovnanim poctu cykl,
potiebnych pro dosazeni urcité trovné fluorescence u neznamého vzoru a vzorku se znamym poctem
virovych ¢astic, stanovit koncentraci viru (SCHNEIDER et al., 2004).

Pfi stanoveni relativni koncentrace fedénim vzorku pro testovani metodou DAS-ELISA nedochazi
k presnému stanoveni koncentrace virovych castic v rostling, ale vychazi se z predpokladu, Ze citlivost
standardniho ELISA testu je asi 10 — 50 ng viru v 1 ml roztoku (HILGERT et al., 1993). Pokud dochazi i po
zfedéni vzorku k pozitivni reakci musi byt koncentrace virovych ¢astic vyssi nez je citlivost testu. Postupuje
li se viedéni az je dosazeno negativniho vysledku, pak je mozné stanovit relativni koncentrace viru
(MARCO, COHEN, 1979; KOMINEK, 1999).

Je znamo, ze koncentrace viru je snizovana vysokymi letnimi teplotami a také nizkymi teplotami. Nebylo
tedy mozné korelovat spolu teplotu a koncentraci béhem celého roku, ale bylo nutné rok rozdélit do nékolika
vhodnych ¢asti.

Material a metodika

Byli vybrani ¢tyfi jedinci (Armeniaca vulgaris L.) s pozitivnim testem na PPV z piedchozich let a ti byli
v prubchu roku 2003 a 2004 testovani metodou DAS-ELISA (CLARK, ADAMS, 1977) na pfitomnost viru
PPV a byla u nich stanovena relativni koncentrace viru. Vzorky byly pfipraveny z listd, kvéta s pfiznaky,
rostouci ve stiedni ¢asti vyhond, bylo odebirano 10 — 15 listd, kvétd podle velikosti rostliny. Odebrané casti
rostlin byly uklddany do jednorazovych igelitovych sacku. V laboratoii se z odebranych casti pfipravil
smésny vzorek o hmotnosti 0,25 g (KARESOVA, 1993).

Byl odebiran 1 ml homogenatu, ktery se fedil v pfedem pfipravené zkumavce obsahujici 1 ml
extrakéniho pufru, roztok se dikladné promichal. Z prvniho fedéni bylo odebrano 1 ml roztoku a ten byl dan
do dalsi zkumavky opét s jednim mililitrem extrakéniho pufru. Zakladnim fedénim pro ELISA test je 1:20,
tento extrakt se dale fedil pufrem, vZdy dvojnasobné. Dostala se tedy fedici fada 1:20; 1:40; 1:80; 1:160;
1:320 (KOMINEK, 1999). Maximalni fedéni, které bylo testovano, bylo 1:320. Korelace byla vypo¢itana
programem Excel, ¢asti analytické nastroje, funkci korelace.

V roce 2003 byl prvni odbér proveden 16. dubna, vzorky byly pfipraveny z plné rozkvetlych kvéta
v po¢tu 8 — 10 kustd. Dalsi vzorky od 30. dubna do 15. fijna byly pfipraveny z listi s pfiznaky, rostouci ve
stfedni ¢asti vyhontl. Z natrhanych listi se pfipravovaly navazky 0,25 g pro prvotni fedéni 1:20. V roce 2004
byly provedeny dva testy kvétd, a to 9. a 14. dubna, od 29. dubna do 21. fijna bylo odebrano dalsich 13
vzorki.

Celkem bylo provedeno 14, respektive 15 odbéri vzorki ze Ctyt stromti merunék.
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Vysledky diskuze
Stanoveni relativni koncentrace viru v pletivech stanovenim titru v DAS — ELISA bylo provadéno
postupnym fedénim §tavy zkoumaného jedince pro stanoveni posledniho zfedéni, kdy jesté byla reakce

pozitivni.

Tabulka 1: Zjisténé hodnoty koncentrace viru PPV v roce 2003

datum | 1604 | 3004 | 1405 | 2805 | 0606 | 1906 | 0807 | 2207 | 0508 | 1908 | 0309 | 1709 | 0110 | 1510
Strom 17| 320 | 20 80 80 | 320 | 160 | 320 | 40 | 320 | 160 | 160 | 320 | 320 | 20
Strom 21| 160 0 40 80 | 320 | 320 | 160 | 20 | 320 | 80 160 | 320 | 320 | 20
Strom 40| 160 | 20 80 | 320 | 80 160 | 40 0 20 0 80 | 320 | 320 0
Strom 89| 80 0 320 | 320 | 160 | 320 | 80 20 160 | 20 160 | 320 | 160 0

prumér | 180 10 130 | 200 | 220 | 240 | 150 | 20 | 205 | 65 140 | 320 | 280 10

Prvni stanovovani relativni koncentrace z kvétl v roce 2003 ukazalo hodnoty od 1:80 do 1:320, dalsi
méfeni jiz z mladych listd o 14 dni pozdé€ji davalo ¢astecné koncentrace pod prahem citlivosti a ¢astecné
v zékladni koncentraci. Zhruba od poloviny kvétna do poloviny srpna se koncentrace drZzela na trovni od
1:40 do 1:320. Ve druhé poloviné Cervence se projevil vliv letnich teplot s naslednou snizenou koncentraci
virovych ¢astic v rostlinnych pletivech. Ochlazeni v prubé¢hu zafi pfineslo zvyseni relativni koncentrace viru.
Na zavér dochazi opét k poklesu koncentrace vlivem nizkych teplot a rannich mrazikda.

Tabulka 2: Zjisténé hodnoty koncentrace viru PPV v roce 2004

datum | 0904 | 1404 | 2904 | 1205 | 2605 | 0806 | 2406 | 0807 | 2907 | 1808 | 3108 | 1009 | 2109 | 0610 | 2110
Strom 17 | 320 | 320 | 20 | 320 | 320 | 320 | 320 | 320 | 80 | 40 | 160 | 320 | 20 | 40 | 320
Strom 21 | 320 | 320 | 40 | 320 | 320 | 320 | 320 | 320 | 320 | 20 20 40 20 0 320
Strom 40 | 320 | 320 0 320 | 320 | 320 | 320 | 40 | 320 0 80 | 320 | 20 0 320
Strom89 | 0 320 0 40 | 160 | 320 | 320 | 320 | 160 0 0 40 0 0 80

prumér | 240 | 320 | 15 | 250 | 280 | 320 | 320 | 250 | 220 | 15 65 | 180 | 15 10 | 260

V roce 2004 zacalo testovani o tyden diive, tak jako v roce 2003 byly prvni testy provedeny na vzorcich
pripravenych z kvétd, pro zajimavost byl o pét dni pozdéji proveden druhy odbér z vice nakvetlych (téméf
opadanych) kvéti a znovu stanovena relativni koncentrace viru. U tfech ze ¢tyf vzorkd byla koncentrace
stejna, ¢tvrty vzorek (89) oproti predchozimu testu ukazal koncentraci 320 krat vyssi. Dalsi vzorek ukazal
prudky pokles koncentrace u dvou vzorkd az pod hladinu citlivosti testu, tento vzorek byl pfipraven z velmi
mladych list. Poté nasleduje vzestup koncentrace viru v pletivech spolu s rostouci teplotou zhruba do
zacatku cervence, kdy jiz primémé denni teploty dosahuji 18°C a koncentrace viru zac¢ind klesat az do
konce srpna. Kdy byl detekovan kratkodoby nardst koncentrace, ktery vSak ukoncilo n€kolikadenni
chladngjsi obdobi a nezvykle ¢asné mraziky. Na zavér méfeni tésné€ pred opadem listu dosahla koncentrace
viru jesté jednou maximalni zjistované hodnoty.

Graf 1: Pramérné koncentrace viru PPV a primérné teploty
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V prubehu celého roku byl vzdy alespon jeden vzorek pozitivne detekovan na pfitomnost viru PPV.
Uskalim pro testovani se zdaji byt tii obdobi. Prvni je zhruba koncem dubna, kdy jsou jiz kvéty odkvetlé a
listy pfili§ mladé. Druhym problematickym obdobim jsou druha polovina ¢ervence az prvni polovina srpna,
kdy v navaznosti na vysoké letni teploty dochazi k poklesu koncentrace viru v pletivech. Tretim rizikovym
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obdobim se ukazuje konec zafi a zacatek fijna, kdy vlivem nizkych no¢nich teplot dochazi k poklesu
koncentrace viru.

Rok byl rozdélen podle prubéhu teplot na Ctyfi obdobi: prvni ¢ast, kdy primémé teploty za deset dni
neptesahnou hodnotu 15,1°C ve dvou po sobé jdoucich sledovanich, druhé obdobi, kdy se teploty pohybuji
vrozmezi 15,1 — 21°C, treti obdobi - teploty jsou vyssi nez 21,1°C, a posledni obdobi, kdy jsou teploty
nizsi nez 21°C. Rok 2003 byl rozdélen podle danych teplotnich kritérii na obdobi od 1.4. do 21.5., od 22.5.
do 30.8. a posledni obdobi od 1.9. do 30.10. Rok 2004 byl rozdélen na obdobi od 1.4. do 30.5., od 1.6. do
21.7.,0d 22.7. do 31.8. a 1.9. az 30.10.

Byly spocitany korelac¢ni koeficienty pro dana obdobi z pohledu vztahu mezi primérnou denni teplotou a
hodnotami ztfedéni.

Tabulka 3: Zjisténé korela¢ni koeficienty pro rok 2003

teplota 1.4.- 21.5. teplota 22.5.- 30.8. teplota 1.9. - 30.10.
strom 17 -1 0,0551 0,9767
strom 21 -1 0,3539 0,9767
strom 40 -1 -0,193 0,9206
strom 89 -1 0,0376 0,9231

Vypoctené korelacéni koeficienty ukazaly pevnou zavislost koncentrace viru na teploté v prvnim a
poslednim sledovaném obdobi. V prvnim obdobi jde o negativni zavislost, kdy s rostouci teplotou klesa
koncentrace. V poslednim obdobi jde o pozitivni zavislost, kdy s klesajici teplotou koncentrace rovnéz klesa.
Druhé obdobi od 22.5. do 30.8. tak, jak bylo vyty¢eno jen s pfihlédnutim na primérné denni teploty, se
ukazalo jako nedokonalé. Rozdélili jsme proto toto obdobi na téi mensi: od 22.5. do 30.6., 0d 1.7. do 31.7. a

1.8. az 31.8.

Tabulka 4: Zjisténé korela¢ni koeficienty pro rok 2003 - upravené rozdéleni

teplota 22.5 - 30.6. teplota 1.7.- 31.7. teplota 1.8. - 31.8.
strom 17 0,9778 -1 1
strom 21 0,6021 -1 1
strom 40 -0,83 -1 1
strom 89 -0,993 -1 1

Pfi tomto upraveném rozdé€leni byly ziskany v prvnim obdobi hodnoty charakteristické pro velmi
vysokou té€snost zavislosti, pro velkou a vyzna¢nou tésnost zavislosti. Zajimavé vsak je, Ze se u dvou
zkoumanych jedinct jedna o negativni a u dvou o pozitivni zavislost - tyto rozdily lze jiz snad vysvétlit jen
jako vliv odridy. V obdobi od 1.7. do 31.7. je pevna negativni zavislost koncentrace na teploté: s rostouci
teplotou klesa koncentrace. Hodnoty pro teti obdobi 1.8.- 31.8. jsou charakteristické pro pevnou pozitivni
zavislost.

Kromé hodnoceni stupnii volnosti byly pro vypoctend ¢isla stanoveny kritické hodnoty vybérového
korela¢niho koeficientu.

U vsech zkoumanych korelaci dosahly hodnoty hladiny vyznamnosti 99%.

Tabulka 5: Zjisténé korelac¢ni koeficienty pro rok 2004

teplota 1.4 - 30.5. teplota 1.6.- 21.7. | teplota 22.7. - 31.8. | teplota 1.9. - 30.10
strom 17 -0,768 0,9917 -1 -0,99
strom 21 -0,768 0,9917 -1 -0,749
strom 40 -0,768 -0,992 -1 -0,988
strom 89 -0,29 0,9917 -1 -0,955

V roce 2004 bylo rozdéleni na Ctyii obdobi podle primérnych teplot dostacujici, co se pribéhu teplot

tyCe, lze ho oznacit za normalné;jsi nez nadprumérné teply rok 2003. V prvnim sledovaném obdobi dosahly
vypoctené hodnoty ve tiech pfipadech na hodnoty velké tésnosti negativni zavislosti, v jednom ptipadé na
interval nizké tésnosti zavislosti. V druhém obdobi dosahly vypoctené korelaéni koeficienty hodnot pro
velmi vysokou té€snost zavislost, ale ve tfech pripadech pozitivni, v jednom negativni. Tteti obdobi lze
charakterizovat pevnou negativni zavislosti teploty na koncentraci viru.

Vypoétené hodnoty v poslednim sledovaném obdobi se nachazeji v intervalu pro velmi vysokou tésnost
zavislosti ve tfech pfipadech a v jednom pfipadé v intervalu velké tésnosti zavislosti.
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U vsech zkoumanych korelaci dosahly hodnoty hladiny vyznamnosti 99%, kromé vypoctené hodnoty pro
teplotu a koncentraci viru ve vzorcich z jedince oznaceného ¢islem 89 v obdobi od 1.4. do 30.5. 2004, kdy
vypoctené ¢islo odpovida kritickym hodnotdm hladiny vyznamnosti 98%.

V tomto pokusu bylo cilem stanovit obecnéjsi kritéria pro odbér vzorkt pro detekci viru PPV obvykle je
stanovena nevhodna doba pro odbér vzorkl kategorickym vyctem mésict, tedy termin od do. V naSich
pokusech bylo stanoveno toto obdobi pomoci jiného kritéria, a to primérné teploty za poslednich deset dni,
coz je hodnota, ktera je k dispozici na meteorologickych stanicich. Pouzitim desetidennich praméra byly do
jisté miry otupeny ostré hrany extrémnich teplot.

V praci LEBEURIER, HIRTL (1966) se uvadi, Ze pii teploté¢ 24°C roste koncentrace viru a pii 28°C jiz
mnozstvi viru klesd, k obdobnému vysledku dosel GLASA et al. (2003), ktefi zkouseli inkubaci
inokulovanych rostlin pfi teploté 17, 30 a 32°C - pfi 32°C se neobjevovaly symptomy a naméfené hodnoty
absorbance byly 17 krat nizsi nez pii teploté 17°C. Podobné hodnoty uvadi i SUZKIW (2004) - podle ného:
kdyz teplota roste od 84 °F (28,8°C) do 90°F (32,2°C), pak vyrazn¢ klesa virova koncentrace. Z toho jasné
vyplyva zavislost viru na teploté. Z naSich vysledkt vyplyvaji podobné zavéry. Relativni koncentrace viru
je zavisla na teploté, ale jak je vidét z grafu 1., virova koncentrace ma uréitou ,,pufrovaci® schopnost a je
mozné detekovat relativni virovou koncentraci na urovni 1:320 i po ur€ité, byt kratké, dob&é pusobeni
pramérnych dennich teplot nad 20°C.

Zavér

Pro termin testovani rostlinného materialu z polnich podminek je obtizné stanovit obecnéjsi pravidla
z dvouletych pokust. Za kritické obdobi, kdy je pfitomnost viru redukovana, mizeme povazovat obdobi od
druhé dekady srpna, kdy zaroven primérné desetidenni teploty piekrocily hodnotu 18°C.
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KVANTITATIVNA ANALYZA PATOGENOV OBILNIN POMOCOU REAL-
TIME PCR
QUANTITATIVE ANALYSIS OF PATHOGEN OF CEREALS BY REAL-TIME
PCR

Jozef GUBIS - Martina HUDCOVICOVA - Viera CERVENA - Katarina BOJNANSKA -
Martin PASTIRCAK

The objective of this paper was quantification of chosen pathogen cereals in plant material. A real-time quantitative
PCR technique has been used as arapid and sensitive seed health test for P. teres, R. secalis and S. tritici from
artificially and field infected seeds. Using the fluorescent reporter dye SYBR Green I for real-time detection of PCR
amplification, pathogen DNA extracted from infected seeds can be quantified to the picogram level. In these experiments
pathogen-specific primers for R. secalis and S. tritici were developed too. Specific primer set for R. secalis (RS17F
and RS17R) was derived from ITS regions of rDNA of this pathogen and primer set for S. tritici (STRTIF and STRTIR)
was derived from [-tubuline gene of this pathogen. It has been proved that primers specific to P. teres, R. secalis and
S. tritici can reliably diagnose pathogen DNA as well as its presence in the mixture with barley or wheat DNA.

Key words: real-time PCR, molecular detection, plant pathogens

Uvod

Na detekciu patogénov je okrem klasickych fytopatologickych testov mozné vyuzit' PCR techniky. PCR
metody st oproti klasickym testom vel'mi vysoko citlivé a Specifické, rychle a interpretacia vysledkov je
jednoznacna. Pri obilnindch sa techniky PCR vyuzili pri detekcii viacerych patogénov: Pyrenophora
graminea (THOMAS a kol., 1998), Pyrenophora teres (STEVENS a kol., 1998), Rhynchosporium secalis
(LEE akol., 2001), Ustilago hordei (WILLITS a SHERWOOD, 1999), Septoria tritici a Stagonospora
nodorum (FRAAIJE a kol., 2001), ale aj d’al§ich patogénov pSenice (McCARTNEY a kol., 2003). Zavedenie
novej techniky real-time PCR (RT-PCR) zlepsilo a zjednodusilo metddy kvantifikacie patogénnej DNA.
Kvantifikacia DNA patogéna méze byt uskutoénena 2 sposobmi, a to pomocou SYBR Green I systému
alebo pomocou TagMan ™ sondy. Systémom SYBR Green I boli diagnostikované P. graminea (THOMAS
akol., 1998) aP. teres (STEVENS akol., 1998). Cielom nasej prace bola kvantifikicia vybranych
patogénov obilnin v rastlinnom materiale.

Material a metody

Kultara P. teres bola uchovavana na Czapex-Doxovom agare a kultiry R. secalis a S. tritici na zemiako-
gluk6zovom agare pri 20 °C. Semena odrody pSenice Brea boli umelo inukolované kultarou patogéna S.
tritici a semena odrody ja¢mena Dukos kultirami P. teres a R. secalis samostatne (blokmi agaru o velkosti
0,5x0,5 cm prerastenymi patogénmi).

Celkova genomicka DNA S. tritici a R. secalis bola extrahovand z 8-tyzdiiovych jednosporovych kultar
aP. teres z 3-tyzdiovych jednospdérovych kultir patogéna rastucich na agarovych podach. Mycélium
patogénov bolo zosSkriabané z agarovych platni a DNA bola extrahovand podla DELLAPORTA a kol.
(1983). Celkova DNA z 1 g miky semien zomletych na ultracentrifugacnom mlyne ZM 100 (Germany) bola
extrahovana pouzitim Adgen DNA extrakéného systému (Adgen Ltd.) a Wizard DNA Clen-Up systému
(Promega). Umelo infikovand muka semien obsahovala 1, 2, 5, 10 a 20 % infekciu s patogénmi infikovanou
mukou.

PCR analyzy pre diagnostiku P. feres Specifickych DNA sekvencii boli pouzité Specifické primery
podla BATES akol. (2001) a pre patogény S. tritici a R. secalis boli navrhnuté Specifické primery. Real-
time PCR kvantifikicia patogénov prebichala na pristroji ABI PRISM® 7000 (Applied Biosystems)
pomocou ,,SYBR® Green* farbicky (SYBR™ Green I Master Mix). Amplifikaéné podmienky reakcie boli
nastavené podl'a inStrukcii vyrobcu (Applied Biosystems). Elektroforeticka detekcia PCR produktov bola
uskutoénena v 1,4 % agarézovom géle farbenom etidium bromidom.

Vysledky a diskusia

Na kvantifikaciu P. teres boli pouzité ITSFF a ITSR primery podl'a BATES a kol. (2001) s vel'kostou
amplifikovaného produktu 94 bp. Na kvantifikdciu R. secalis boli navrhnuté a vytvorené patogén-Specifické
primery RS17F a RS17R s velkostou amplifikovaného produktu 67 bp, ktoré boli odvodené z ITS oblasti
rDNA R. secalis. Podobne aj na kvantifikaciu S. #ritici boli navrhnuté primery STRTI1F a STRTIR
s velkostou amplifikovaného produktu 51 bp odvodenych z B-tubulinového génu. Specifickost’ primerov
pre dany patogén bola overena pouzitim DNA rdznych patogénov (R. secalis, P. teres f. teres, P. teres f.
maculata, P. graminea, Drechslera tritici-repentis, S. nodorum, S. tritici, F. culmorum, F. graminearum, F.
poe a F. avenaceum) v PCR reakcii.

Na kvantifikacii P. teres bola pouzita koncentracia primeru 1000 nM, R. secalis 500 nM a pri S. tritici
primeru 250 nM na reakciu. Koncentracie primerov boli skuSané na kalibracnej krivke pri pouziti
rozdielneho mnozstva vstupnej DNA patogéna (2,5; 25; 250; 2500 a 25000 pg). Pri vSetkych patogénoch bol
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dosiahnuty vysoky determinaény koeficient (P. teres R*= 0,99, R. secalis R*= 0,98 a S. tritici R*= 0,99).
Amplifikacia r6zneho mnozstva vstupnej patogénnej DNA bola kontrolovana v polyakrylamidovom resp.
agar6zovom géle. Na kvantifikaciu nezndmych vzoriek boli pouzité vzorky, ktoré boli prirodzene napadnuté
patogénom, ale aj vzorky po umelej infekcii. Pri sledovanych patogénoch boli opdt’ dosiahnuté vysoké
korelaéné koeficienty kalibraénych kriviek (P. teres R*= 0,97, R. secalis a S. tritici R*= 0,99), pri¢om takmer
pri vsetkych testovanych vzorkach bola dokazana pritomnost’ patogénov. Koncentracia patogénnej DNA
v testovanych vzorkach sa pohybovala vo velkom rozmedzi, a to pri P. feres 1,58-251 pg/ul, R. secalis
13,65-85,28 pg/ul a §. tritici 39-3608,17 pg/ul.

Real-time kvantitativna PCR, ktorej zakladom detekcie je fluorescencény signal produkovany tmerne
pocas amplifikdcie PCR produktu, poskytuje rychlu a presni metédu pre determinaciu Specifickych DNA
a RNA sekvencii (ZHANG a kol. 1999; TAYLOR a kol. 2001). Hoci je tato technoldgia relativne nakladna,
v blizkej buducnosti by mala poskytovat’ lepsiu alternativu pre rutinné testovanie zdravotného stavu semien
a rastlin.

Zaver

Real-time PCR kvantifikaciou patogénov na pristroji ABI PRISM® 7000 pouzitim primerov ITSFF-
ITSR, RS17F-RS17R a STRT1F-STRTIR bola spolahlivo detegovana pritomnost’ P. teres, R. secalis a S.
tritici v extraktoch z jamennych a pSeni¢nych semien. V experimente boli navrhnuté a vyvinuté patogén-
Specifické primery pre R. secalis a S. tritici, ktorych Specifickost’ bola overena a potvrdend na viacerych
druhoch patogénov v agaré6zovom géle.
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TESTOVANIE MEDZIDRUHOVYCH HYBRIDOV JACMENA NA
REZISTENCIU PROTI B. GRAMINIS A P.TERES V F; A BC; GENERACII
THE TESTING OF INTERSPECIFIC HYBRIDS ON RESISTANCE TO B.

GRAMINIS AND P.TERES IN F, AND BC; GENERATION

Kvetoslava MASAROVA - Viera CERVENA - Jozef GUBIS - Stefan MASAR

Resistance of interspecific hybrids to Blumeria graminis and Pyrenophora teres in F, and BC; was evaluated. The spring
barley SK-5451, SK-5526, Sk-5104, SK-5184, variety Ezer (SK-4970) and the wild barley Hordeum vulgare ssp.
agriocrithon (Aberg.) were employed for hybridisation. 10 fragments of leaves from each spring barley and of the hybrid
combination for testing against B. graminis and P. teres were used. The leaves were inoculated with three cultures of B.
graminis (total virulent against all specific genes of resistance) and with P. teres mixture isolates from various
geographical regions in the Slovak Republic. The reaction to different cultures of B. graminis was evaluated by
percentage of attacked leaf area. In the F, and BC; generation of hybrids, the different level of resistance was detected.
Higher resistance against B. graminis than maternal genotypes in of 3 hybrid combinations F, and BC; generation was
determined. The reaction to mixture isolates P. teres by pointwise scale 1-4 (I- high resistance, 4- susceptible) was
evaluated. The hybrids they had lower percentage of attack leaf area against P. teres than the maternal genotypes.

Key words: interspecific hybridisation, wild barley, spring barley, Blumeria graminis, Pyrenophora teres, resistance

Uvod

Rozsahom skodlivosti a pravidelnost'ou vyskytu patri micnatka travova na jaCmeni (Blumeria graminis
f. sp. hordei) a hneda Skvrnitost’ jaémena (Pyrenophora teres Drechs.) medzi vyznamné patogény na
jaémeni siatom jarnom. Redukuju urodu a sladovnicku kvalitu jacmena, preto je opodstatnené zamerné
Slachtenie rezistentnych odrdd. Tvorbu rezistentného materidlu stazuje vysokad genetickd variabilita
patogéna a nedostatok efektivnych zdrojov rezistencie v rameci kulturneho ja¢mena. Vyuzivaji sa nové
zdroje odolnosti Uplne ucinné k eurdpskej populacii mucnatky travovej pochadzajice z divorastiicich
druhov ja¢mena (MASTEBROEK et al., 1988; SATO a TAKEDA, 1997). Je efektivne kombinovat’
rezistenciu proti viacerym chorobdm do jednej odrody, ¢o sa aj v niektorych pripadoch podarilo s dobrym
vysledkom (DREISEITL a STEFFENSON , 2000).

V praci boli testované medzidruhové hybridy ja¢mena pozostavajice z novoslachtenia jarného jacmena
a divorastuceho jacmena H. agriocrithon na rezistenciu proti mucnatke travovej a hnedej Skvrnitosti
jac¢mena v F, a BC, generécii.

Material a metody

Novoslachtenie jarného jaémena z Hordeum s.r.o. Sladkovicovo: SK-5526, Sk-5104, SK-5184, odroda
Ezer (SK-4970) a ich hybridy s divorasticim ja¢meniom H. vulgare ssp. agriocrithon v F, a BC| generacii
boli testované na rezistenciu proti micnatke travovej na jaémeni (Blumeria graminis f. sp. hordei) a hnedej
Skvrnitosti jaCmena (Pyrenophora teres Drechs.). Na testovanie rezistencie proti obom patogénom bolo
pouzitych 10 listovych segmentov /genotyp. Listové segmenty boli inokulované 3 patotypmi mucnatky
travovej na jaCmeni, ktoré st virulentné proti takmer vsetkym Specifickym génom rezistencie. Po 7-8 dnoch
kultivécie bola vyhodnotena reakcia na jednotlivé patotypy v % napadnutia listovej plochy. Listova plocha
bola hodnotend kvantitativne v % pokrytia patogénom v porovnani s ndchylnou odrodou Diamant (100%).

Na hodnotenie rezistencie proti hnedej Skvrnitosti jaémena boli listové segmenty inokulované zmesou
izolatov zo 6 lokalit Slovenska (Borovce, Levice, Luéenec, Rimavska Sobota, Kogice, Maly Sari$). Reakcia
rastlin bola hodnotena po 4-5 diioch kultivacie 4-bodovou stupnicou podla AFANASENKO et al. (1995),
pri¢om za rezistentnu sa povazuje reakcia 1-2.

Vysledky a diskusia

Medzidruhové hybridy vyselektované na Uplnd polnti rezistenciu proti mucnatke travovej (bez
priznakov napadnutia), boli nasledne testované patotypmi mucnatky travovej a izolatmi hnedej Skvrnitosti
ja¢mena. Reakcia na patotypy mucnatky travovej pri troch kombinaciach krizenia s genotypmi Sk 5451, Sk
5526 a Sk 5104 v generaciach F, a BC, bola podstatne nizSia ako pri materskych genotypoch (graf 1). Pri
ostatnych kombinaciach bolo napadnutie vysSie pri hybridoch ako pri materskych genotypoch. Pri vSetkych
5 kombinaciach bolo % napadnutia nizsie v F, generacii. V generacii prvého spétného krizenia pri vsetkych
piatich kombinaciach krizenia % pokrytia listovych segmentov patogénom bolo podstatne vyssie ako pri
generacii F, a tak sa z0zil vyber rezistentnych rastlin. V grafe st uvedené priemerné hodnoty napadnutia
z niekol’kych rastlin. V skutoCnosti pri jednotlivych rastlindich sa % pokrytia listového segmentu
pohybovalo od 0-100%.

Vsetky hybridné kombindcie boli proti hnedej Skvrnitosti jaémena vysoko rezistentné (stupen 1) az
relativne rezistentné (stupen 2), pritom materské genotypy boli relativne rezistentné az nachylné.
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Divorastici jacmen H. vulgare ssp. agriocrithon bol v polnych podmienkach aj po testovani proti obom
patogénom vysoko rezistentny s 0% pokrytia listovej plochy muénatkou travovou. Do d’al$ej prace boli
vybrané rastliny s rezistenciou proti obom patogénom.

Zaver

Vysledky testovania medzidruhovych hybridov jaémena (H. vulgare x H. agriocrithon) ukazali zna¢né
rozdiely v rezistencii hlavne proti mucnatke travovej v jednotlivych kombinaciach krizenia a F, a BC,
generaciach. Z piatich hybridnych kombinacii pri troch kombinaciach a oboch generaciach bola
rezistencia proti mucnatke trdvovej podstatne vysSia v porovnani s materskymi genotypmi. Spétnym
krizenim sa rezistencia hlavne proti miic¢natke travovej znizovala oproti generacii F,. VSetky hybridné
kombinacie v oboch generaciach sa vyznacovali vysokou rezistenciou az relativnou rezistenciou proti
hnedej skvrnitosti jaémena. Pritom materské genotypy boli relativne rezistentné aZ nachylné.
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Graf 1: Porovnanie reakcie materskych genotypov a medzidruhovych hybridov ja¢mena proti
patotypom B. graminis a izolatom P. teres v generacii F, a BC,
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ODOLNOST NOVOSEZACHTENCOV PSENICE LETNEJ VOCI MUCNATKE
TRAVOVEJ NA PSENICI
NEW GENOTYPES OF WHEAT RESISTANT TO POWDERY MILDEW

Katarina BOINANSKA

Resistance of 158 new genotypes of wheat to powdery mildew was observed in 2005. In each genotype the range of the
attack by powdery mildew was observed in five characteristics. No genotypes were found that were statistically
significant more resistant in all evaluated characteristics in comparison with the controls. However, in individual
characteristics were found statistically significant more resistant genotypes at least to one control. In a few isolated
cases genotypes more susceptible than the control cultivars were found. Resistance of new genotypes to powdery mildew
is on the same level as that of the control cultivars, which are nowadays commercially registered cultivars.

Key words: wheat, powdery mildew, Blumeria graminis, resistance

Uvod

Mucnatka travova na pSenici letnej Blumeria graminis (DC) Speer f. sp. tritici Marchal patri medzi
obligatne parazity, ktoré pri epidemickom rozsireni dokazu redukovat’ nie len kvantitu ale aj kvalitu zfn
pSenice. Ma schopnost’ velmi rychlo sa prisposobovat’ hostitelovi a v kratkom case prekonavat nové
rezistentné odrody, hlavne tie, ktorych rezistencia je zabezpeCovana Specifickymi génmi rezistencie. Preto
kontinualny proces vyhl'adavania a tvorby novych genotypov odolnych vo¢i micnatke by mal predstavovat
jednu zo sucasti rastlinnej vyroby.

Material a metody

V roku 2005 bolo sledovanych v zdhrade VURV v Piestanoch 158 genotypov zaradenych do SOS a
novoslachtencov. U kazdého genotypu bolo sledované napadnutie mic¢natkou travovou v piatich znakoch: v
ontogenetickych fazach steblovanie (DC 32 —36), zaciatok kvitnutia (DC 61-63), d’alej bolo sledované
celkové AUDPC (plocha pod krivkou rozvoja choroby), AUDPC vlajkového listu a AUDPC klasu.
Hodnotenie bolo v bodoch podl'a BABAJANCA (1988), pripadne v % (napadnutie vlajkového listu a klasu),
nasledne zo ziskanych hodnét boli vygenerované AUDPC hodnoty. Percentualne hodnoty (steblovanie
a kvitnutie) a hodnoty AUDPC boli $tatisticky vyhodnotené a porovnané s kontrolnymi odrodami Astella,
Brea, Ilona a Torysa.

Vysledky a diskusia

V stibore SOS bolo zaradenych 30 genotypov. Hodnoty AUDPC celkového sa pohybovali v rozhrani
85— 1863, AUDPC vlajkového listu 18 — 158, klasu 0 — 97. Percentualne napadnutie vo faze steblovania
bolo 0—11 %, kvitnutia 7—56 %. Aj ked v jednotlivych znakoch boli medzi genotypmi Statisticky
preukazné rozdiely v porovnani s kontrolami bol subor SOS velmi vyrovnany aneboli medzi nimi
Statisticky preukazné rozdiely, len v znaku AUDPC klasu boli s$tyri genotypy nachylnejsie ako kontroly a
takmer vSetky genotypy boli odolnejsie ako kontrolna odroda Astella.

Statisticky preukazné rozdiely v porovnani s kontrolami neboli zistené ani medzi novoslachtencami (70
genotypov) z VSS Maly Sari§. Medzi najodolnejsie novoslachtence vo vietkych sledovanych znakoch patria
PY 11-98-34-76 (celkové AUDPC=268) , K 1582-53 (celkové AUDPC=38), K 1600-91 ((AUDPC=279),
K 1554-13 (AUDPC=273) a K 1756-28 (AUDPC=164) s K 1750-184 (AUDPC=249), ktoré¢ v jednom zo
sledovanych znakov nepatrili medzi najodolnejsie. Hodnoty AUDPC celkového sa pohybovali v rozhrani
38 — 1725, AUDPC vlajkového listu 0 — 149, klasu 0 — 106. Percentualne napadnutic vo faze steblovania
bolo 0 — 12 %, kvitnutia 3 — 53 %.

Medzi novoslachtencami z VSS Vigla§ — Pstrusa (43 genotypov) boli statisticky preukazné rozdiely
zistené len v dvoch znakoch: AUDPC vlajkového listu a v percentudlnom napadnuti vo faze steblovania.
V porovnani s kontrolami boli rozdiely len v percentudlnom napadnuti vo faze steblovania. Hodnoty
AUDPC celkového sa pohybovali v rozhrani 6 — 1225, AUDPC vlajkového listu 0— 97, klasu 0—70.
Percentualne napadnutie vo faze steblovania bolo 0 — 10 %, kvitnutia 7 — 33 %.Genotypy V2-28, V2-29, V2-
33, V2-40 a V2-41 (0 % napadnutej plochy rastliny) boli odolnejsie voci vSetkym kontrolam. Najnizsie
hodnoty celkového AUDPC mali novoslachtence V2-40 (AUDPC=6), V2-29 (AUDPC=92) a V2-41
(AUDPC=177) aaj vo vsetkych sledovanych znakoch boli zistené najnizsie hodnoty napadnutia. Vel'mi
nizke hodnoty v sledovanych znakoch mali este genotypy: V2-5, V2-28, V2-5 a V2-12.

V subore novoslachtencov (14 genotypov) so spoloc¢nosti Hordeum Sladkovi¢ovo s. r. o. neboli
preukdzané Statisticky vyznamné rozdiely len v znaku AUDPC vlajkového listu. V znakoch celkové
AUDPC, v percentudlnom napadnuti vo faze steblovania aj kvitnutia boli najdené genotypy preukazne
odolnejSie v porovnani s kontrolami. Hodnoty AUDPC celkového sa pohybovali v rozhrani 231 — 1057,
AUDPC vlajkového listu 0 — 65, klasu 0 — 108. Percentudlne napadnutie vo faze steblovania bolo 0 — 8 %,
kvitnutia 5—30 %. Preukazne najodolnej$i vo vSetkych znakoch sa javil genotyp SK 14 (celkové
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AUDPC=231). vel'mi nizke hodnoty vo vsetkych znakoch mali aj genotypy SK 6 (AUDPC=263), SK 12
(AUDPC=248) a SK 10 (AUDPC=297).

Zaver

V ramci hodnotenych genotypov neboli najdené genotypy, ktoré by boli preukazne odolnejsie
v porovnani so vsetkymi kontrolami vo vsetkych znakoch. V jednotlivych znakoch vSak boli najdené
preukazne odolnejSie genotypy aspoil voci jednej kontrole. Velmi ojedinele sa prejavili genotypy
nachylnejSie ako kontrolné odrody a to hlavne v znaku AUDPC klasu v subore genotypov zaradenych do
SOS. Odolnost’ vo¢i muénatke travovej nového §lachtitel'ského materiél je na Grovni kontrolnych odrod, ¢o
su v sucasnosti bezné komercne pestované registrované odrody.
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KTORE GENY REZISTENCIE JACMENA DOKAZU ZABEZPECIT OCHRANU
PRED MUCNATKOU TRAVOVOU NA JACMENI?
WHICH RESISTANCE GENES OF BARLEY CAN PROVIDE PROTECTION
AGAINST BARLEY POWDERY MILDEW?

Viera CERVENA

For the study of the level of virulence against resistance genes of barley, that are common in the varieties grown in
Slovakia 96 barley powdery mildew isolates were trapped using a mobile jet spore trap in the year 2004. The virulence
against most of the resistance genes tested is increasing when compared with the situation in recent years.
Simultaneously, the virulence genes complexicity in each mildew isolate is rising, on the present the average number of
virulence genes is 9 per isolate. The genes Mla6, Mla7, Mlal2, Mlg and MILa are on the present overcome by almost
100 % of the powdery mildew population. Out of the remaining genes tested the virulence level is low against the genes
mlo, Mla3 and Mlal.

Key words: virulence frequency, resistance genes, powdery mildew, barley

Uvod

Medzi moznosti ochrany rastlin vo¢i patogénom patri aj pestovanie rezistentnych odrod. Tato forma
ochrany prinasa ekologické aj ekonomické vyhody. Najvyznamnej$im patogénom ja¢mena je mucnatka
travova na jacmeni (Blumeria graminis (DC.) Golovin ex Speer f. sp. hordei Em. Marchal). Snahy
§lachtitelov tvorit' odrody ja¢mena odolné voci mucénatke neustale stroskotdvaju v dosledku vysokej
flexibility gendému mucnatky, vd’aka ktorej je patogén schopny rychlo sa prispdsobovat novym génom
rezistencie. Nové virulentné patotypy sa nasledne rychlo rozsiria vdaka pestovaniu odrdd s novymi génmi
rezistencie na velkych plochach. Studium arovne virulencie voé&i aktualnym génom rezistencie jaémetia
v populécii mucnatky je preto dolezitou spatnou vézbou pre $lachtitel'ov, ktora im umozni spravne reagovat’
pri vybere génov rezistencie pri tvorbe novych odrod jacmena, ako aj pre pestovatelov, ktorym poskytuje
aktualne informéacie o G¢innych génoch rezistencie.

Material a metédy

Izolaty mucnatky sa zachytavali v maji roku 2004 na uzemi zapadného Slovenska pomocou mobilného
lapaca konidii podla SCHWARZBACHa (1979) na listové segmenty nachylnej odrody Diamant.
Zachytenymi izolatmi sa inokuloval 12-¢lenny testovaci sortiment pozostavajuci z izogénnych linii odrody
Pallas (KOLSTER et al., 1986). Na inokulaciu bolo pouzité Cerstvé §-dilové inokulum izolatov mucnatky,
inokulovali sa vzdy 3 listové segmenty kazdej linie poloZené na agarovej pdde (3 g.I"') s obsahom
benzimidazolu (40 mg.I"), AgNO; (1 mg.I") akvapalného hnojiva Wuxal-Super® (50 pll"). Hustota
inokulacie bola priblizne 300 spor na cm”. Reakcie jednotlivych izolatov sa vyhodnotili po 8. ditoch
inkubdcie pri kontinualnom osvetleni a teplote 18+0,5 °C pomocou stupnice podl'a LIMPERT (1985):
0 - ziadna reakcia, pri géne mlo mdze dochadzat’ k tvorbe ojedinelych kolonii, ¢o sa oznacuje ako typ O(IV),
I - tvorba nekrotickych Skvin,
II - tvorba nekrotickych $kvin s vel'mi slabou sporulaciou,
III - nekrotické skvrny so silnou sporuléciou,
IV - silna sporulacia bez tvorby nekrotickych skvin;
pricom za dokaz pritomnosti génu virulencie sa povazovala reakcia oznacena ako infekény typ Il a IV
s hustotou koloénii najmenej 50 % v porovnani s kontrolou.

Vysledky a diskusia

V roku 2004 sa zachytilo na izemi zdpadného Slovenska 96 izoldtov mucnatky. Po zhodnoteni ich
virulencie voci v sucasnosti najcasteSie vyuzivanym génom rezistencie jaémena voci micnatke boli ziskané
vysledky, ktoré su uvedené v grafe. Takmer 100 % analyzovanych izolatov bolo virulentnych voc¢i génom
Mla6, Mla7, Mlal2, Mlg a MlLa. Vysoké percento virulentnych izolatov (60 - 86 %) sa zistilo aj pri
testovani reakcie izolatov na gény rezistencie Mla9, Mlal3, Mlk a Mlat. Z tychto vysledkov je zrejmé, ze
populdcia miénatky je vel'mi dobre prispdsobena k viésine génov vyuzivanych v odrodach pestovanych v
naich podmienkach. Ciasto&ny ochranny ué¢inok poskytuju gény rezistencie Mla3 a Mlal, vo¢i ktorym bolo
virulentnych 30,2 % resp. 44 % testovanych izolatov. Za jediny plne G¢inny gén rezistencie vo¢i mucnatke
travovej na jaémeni mdzeme v sucasnosti povazovat’ gén mlo, voci ktorému nebola zistena virulencia. Na
presni analyzu virulencie voci génu mlo vSak nie je vhodna klasickd virulencénd analyza, ale
komplikovanej§i postup, ktorého metodiku uvidza CERVENA (2004). V rokoch 2003 a 2004 bola
v laboratérnych podmienkach najvyssia zistena parcialna mlo-virulencia izolatov pochadzajucich z izemia
zépadného Slovenska 13,8 % (CERVENA, 2005). Podl'a SCHWARZBACHa (2005) aroveii mlo-virulencie
niektorych polnych patotypov zozbieranych v Eurdpe dosiahla 15 %, ak sa testovalo na samostatnych
primarnych listovych segmentoch na agare. mlo-virulencia tychto izolatov na neskorsich listoch a v pol'nych
podmienkach je ovela nizSia. V pol'nych podmienkach ma teda gén mlo uplny ochranny tc¢inok. Ziskané
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vysledky zaroven prinasaji aktualne informacie o komplexicite génov virulencie v izolatoch. Testované
izolaty mali v priemere 9 génov virulencie na izoldt. SYKORA a kol. pri podobnej §tadii z roku 1993 zistili,
ze izolaty zachytené v rokoch 1989 - 1992 mali v priemere 4 az 5 génov virulencie, teda v porovani
s minulymi rokmi komplexicita génov virulencie rastie. Az 21 % izolatov bolo virulentnych voci 10 z 12
testovanych génov rezistencie, 4 izolaty dokonca voéi vSetkym testovanym génom rezistencie, s vynimkou
génu mlo.

Zaver

Efektivita vacSiny v sucasnosti bezne vyuzivanych génov rezistencie jaCmena voci micnatke klesa a
stiCasne sa zvySuje pocet génov virulencie v jednotlivych izolatoch mic¢natky. Ochranu porastov jaCmena
vo¢i minatke v sucasnoti zabezpeCuju z 12 testovanych génov rezistencie len 3 gény: mlo, Mla3 a Mlal,
pri¢om gén mlo je z testovanych génov jediny, ktory zabezpedi plnii odolnost’ jacmena vo¢i miacénatke.
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ZHODNOTENIE REAKCIE REGISTROVANYCH ODROD PSENICE LETNEJ
FORMY OZIMNEJ NA INFEKCIU HUBOU STAGONOSPORA NODORUM
BERK. V ROKOCH 2001 - 2004
EVALUATION OF WINTER WHEAT REGISTERED CULTIVARS
REACTION FOR INFECTION STAGONOSPORA NODORUM BERK. IN 2001 -
2004

Bernard VANCO

In experiment years 2001 — 2004 on infection land of RIPP Piestany was inoculated 26 registered winter wheat
cultivars fungi Stagonospora nodorum Berk. There were found statistically highly significant differences in percentage
of infection among cultivars, years and parts of plant (two leafs, head). There was found also statistically highhly
significant interaction cultivar x year. Influence of precipitation and temperature in period from inuculation to last
evaluation of cultivars infecion S. nodorum was not found.

Key words: winter wheat, cultivars, resistence

Uvod

Integrovana ochrana rastlin proti Skodlivym biotickym Cinitelom vytvara spétny tlak na rozpracovanie
vsetkych jej zloziek. Medzi nimi vyznamné miesto zaujala odroda, jej uroven rezistencie proti patogénom
a s tym suvisiace dosahovanie vysokych urod , vratane ich stability a vysokej kvality. PSenica ozimna patri
unds medzi najvyznamnejSie obilniny, preto sa musia neustdle vytvarat optimalne podmienky pre
rozpracovanie rezistentného $lachtenia v takej miere ako si to vyzaduje pestovatel'skd prax. Septoridza
plevova sa v sicasnej dobe zarad’uje medzi vyznamné choroby pSenice ozimnej (FRIED, 1989), preto si
zasluhuje primerand pozornost aj unas (VANCO, 2004). Povodcom choroby je huba Stagonospora
nodorum Berk., ktora vytvara na listoch i klasoch nekroticka 8kvrnitost (BARTOS, STUCHLIKOVA, 1990)
apo preniknuti do zin (AGRAWAL et al., 1986) znizuje jeho kvalitu. V tejto stvislosti je prvoradym
zamerom prispevku posudit’ potencial rezistencie na Slovensku pestovanych odrod pSenice ozimnej proti S.
nodorum z ohl'adom na jeho ro¢nikovu stabilitu.

Material a metody

Pocas rokov 2001 — 2004 bolo hodnotenych 26 registrovanych odréd psSenice ozimnej na napadnutie
hubou Stagonospora nodorum Berk. Parcelu tvorilo 5 riadkov, dlhych 1,0 m, so 150 mm vzdialenostou
medzi parcelami. Patogén bol vyizolovany z pliev klasov ziskanych v rdéznych pestovatel'skych podmienok
pSenice ozimnej. Pre izolaciu Cistej kultiry patogéna sa pouzilo zivné médium podla MANANDHARA,
CUNFERA (1991) apre ziskanie dostato¢ného mnozstva inokula sa pouzilo organické médium podla
TVARUZEKA (1991). Odrody sa inokulovali v rastovej fize 61 (Zadoks) spoérovou suspenziou pri
koncentracii 1,2 . 10° spor v 1 ml inokula a davkou 25 ml/25 klasov. Hodnotilo sa napadnutie klasu, prvého
a druhého listu pod klasom podla subjektivnej stupnice od 0 % do 100 % (BABAJANC et al., 1988).
Zaznamenavala sa tieZ vegetaéna doba a merala diZka rastlin. Pre $tatistické spracovanie primarnych tudajov
sa pouzivala analyza rozptylu jednoduchého triedenia a jednoducha linearna korelécia.

Vysledky a diskusia

Pocas pokusnych rokov 2001 az 2004 sa kazdorocne hodnotilo 26 u nas pestovanych odrdd psenice
ozimnej na rezistenciu proti hube Stagonospora nodorum Berk. Ako vyplynulo zo $tatistického zhodnotenia
(analyza rozptylu) percenta napadnutia odrod na celkovom vysledku analyzy rozptylu sa podiel’ali najviac
roky (20,28 %), potom nasledovali odrody (14,12 %), Cast’ rastliny (12,68 %) a interakcia odrdd s rokmi
(10,18 %).

Ako je zname z literarnych poznatkov (FEDOROVA, 1994) zrazky s vyznamné pre rozvoj septoriozy
plevovej na pSenice. Pri porovnavani priemernych dennych zrazok za obdobie vyvoja choroby (inokulacia —
posledné hodnotenie) s priemernym percentom napadnutia za sledované roky sa ukazalo, ze najvysSie
napadnutia bolo zistené pri enormne vysokych dennych zrazkach (4,0 mm). Z vysledkov je tiez zrejmé, ze
prili§ nizka dennd teplota po¢as rozvoja septoridzy (2001 — 14,2 °C) spomalila vyvoj patogéna na listoch
i klasoch v roku 2001.

Zo sledovanych 26 odrdd v priemere Styroch rokov sa podla Grovne Statistickej vyznamnosti medzi
najrezistentnejsie zaradilo 7 odrod (Alana, Alka, Estica, Hana, Sana, Solida , Viginta), medzi nachylné tiez
sedem odrod (Blava, Brea, Bruta, Kosttka, Livia, Rada, Vlada) a ostatné patria k stredne rezistentnym
odrodam. Zaujimava je tu interakcia odrod s rokmi. Z tohto hladiska sa v rdmci 26 hodnotenych odrod
vytvorili 4 skupiny odrod s rozdielnou ro¢nikovou (4 roky) reakciou na infekciu S. nodorum. V prvej
skupine bolo 8 odrdd, ktoré reagovali opacnou Uroviiou Statistickej vyznamnosti k priemernému percentu
napadnutia v jednom roku, 9 odréd v dvoch rokoch, 2 odrody v troch rokoch a7 odrdd sa v reakcii
v pokusnych rokoch nelisilo.
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Registrované odrody pSenice ozimnej sa ligia v dizke rastliny a vo vegetaénej dobe . Pritom ich vplyv sa
neprejavil na napadnuti odrdd v sledovanych rokoch (r=- 0,03 az 0,23 ar =- 0,20 az 0,14). Pri hodnoteni
vplyvu dennych zrazok a teplot sa zistil Statisticky vyznamny vplyv len pri diel¢om hodnoteni percenta
napadnutia medzi prvym a druhym terminom v roku 2001 (r = 0,42%*) a pri teplote v roku 2002 (r = 0,47%).
Avsak priemerné denné zrazky ateplota za celé obdobie rozvoja choroby od inokuldcie sa na urovni
napadnutia odrdd neprejavili ani v jednom roku.

Tabul’ka 1: Priemerné hodnoty napadnutia pSenice ozimnej hubou Stagonospora nodorum
a povetrnostné podmienky pocas rozvoja choroby po umelej inokulacie

Znak | 2001 | 2002 | 2003 | 2004 | Priemer

Napadnutie pSenice ozimnej (26 odrdd)

Priemerné percento 19,0 9,8 27,5 32,7 22,2

Percento napadnutia - klas 13,0 7,7 25,0 21,6 16,8
- 1. list pod klasom 13,4 8,0 21,3 28,1 17,7
- 2. list pod klasom 32,9 14,3 36,9 49,9 33,5

Povetrnostné podmienky pocas rozvoja choroby

Zrazky mm/den 1,5 4,0 1,3 1,9 2,1

Teplota v ° C/den 14,2 19,0 22,6 18,6 18,6

Zaver

V experimentalnych rokoch 2001 — 2004 na poli VURV v Pieitanoch sa inokulovalo 26 unas
pestovanych odrod pSenice ozimnej hubou Stagonospora nodorum Berk. Zistili sa $tatisticky vysoko
vyznamné rozdiely medzi priemernym napadnutim odréd, tiez medzi rokmi a castami rastlin (klas, dva
listy pod klasom) a vysoko vyznamna bola i interakcia odrdd s rokmi. Nezistil sa vplyv zrazok a teploty za
obdobie rozvoja choroby na troven napadnutia odrdéd v sledovanych rokoch.
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VPLYV ODRODY PSENICE OZIMNEJ NA PRODUKCIU PYKNIDIOSPOR
HUBY STAGONOSPORA NODORUM BERK.
INFLUENCE OF WINTER WHEAT CULTIVARS FOR PRODUCTION OF
STAGONOSPORA NODORUM PYKNIDIOSPORE

Bernard VANCO

In field provocate experiment 35 cultivars were evaluated for attack S. nodorum and level of production spores in 2004
and 2005. There were found statistically highly significant differences among cultivars in both features. There was found
also positive but lover corelation between attack of S. nodorum and level of spores production of evaluated cultivars.
Key words: winter wheat, cultivars, Stagonospora nodorum, partial resistance

Uvod

Septorézu plevovu na psenici ozimnej zapri¢ifiuje ascomycétova huba asexudlneho $tadia Stagonospora
nodorum (Berk.) Cast. & Germ. a sexualneho $tadia Phaeosphaeria nodorum (Mueller) Hedja. Choroba
sposobuje na pSenici Skvrnitost’ na listoch a klasoch a jej ekonomicky vyznam sa prejavuje vo zvySeni strat
na Grode zma ajej kvalite. SPachtenie pSenice ozimnej na rezistenciu proti hube Stagonospora nodorum
Berk. je zlozitejsie, pretoze neexistuju ziadne gény pre uplnu rezistenciu, resp. imunitu. Vo svete existuju
pocetné zdroje rezistencie, ktoré sa prejavuji v rozdieloch sily symptémoch a urodovej redukcii. ViacSina
z nich je povazovana za parcidlnu rezistenciu (PR), ktord mozno charakterizovat’ tak, Ze r6znym sposobom
zdrzuje rast a vyvoj patogéna (BROENNIMANN, 1982). Predpoklada sa, Ze parcidlna rezistencia proti S.
nodorum je rozdelend do niekolkych nezévislych komponentov akazdy znich mdze zdrzovat vyvoj
a redukovat’ negativny vplyv patogéna. Jeden z vyznamnych komponentov PR je produkcia spér, ktora
skamali viaceri autori (NELSON, MARSHALL, 1990; BRUNE, NELSON, 1990) a s tispechom ju vyuzivali
i na rozliSenie potomstiev. Dalsie komponenty parcidlnej rezistencie boli predmetom skiimania aj d’alsich
autorov (CUNFER, B.M. et al., 1988; DU et al., 1999, ai.).

Cielom prispevku je zhodnotit’ jeden z vyznamnych komponentov parcialnej rezistencie registrovanych
odrdd psenice ozimnej proti Stagonospora nodorum a jeho vzt'ah k inym sledovanym znakom.

Material a metody

V rokoch 2004 a 2005 boli na vyskumnom poli v Piestanoch zakladané infekéné skolky s 35
registrovanymi odrodami psenice ozimnej, s rozmermi parcely 1, 0 m x 1,0 m pri vzdialenosti riadkov 150
mm. K inokulécii 25 stebiel postupne vo faze zaciatku kvitnutia sledovanych odrdd sa pouzivala zmes troch
izolatov S. nodorum, pri koncentracii 1,2 x 10° spor v 1 ml inokula a davke 25 ml na 25 klasov. Metoda
inokulacie bola aplikovana podla TVARUZEKA (1991). Hodnotilo sa napadnutie prvého a druhého listu
pod klasom, pripadne d’al§ie znaky a pre zhodnotenie produkcie spor na listovych Skvrnach sa pod
mikroskopom pocitali spory (Burker) osobitne z kazdej 9 dvojic ndhodne vybranych napadnutych listov
(druhy list pod klasom). Pri Statistickom hodnoteni dosiahnutych primarnych vysledkov sa pouzila
jednoducha analyza rozptylu a jednoducha linedrna korelacia.

Vysledky a diskusia

Pokusné roky v Piestanoch 2004 a 2005 sa vyznacovali rozdielnymi poveternostnymi podmienkami,
najmd pocas vyvoja choroby septoriézy plevovej po umelej inokulacii S. nodorum na registrovanych
odrodach psenice ozimnej. Zatial’ ¢o v roku 2004 priemerné denné zrazky ¢inili 2,0 mm, v roku 2005 boli
polovi¢né (0,9 mm/den). Tomu zodpoveda aj priemerna produkcia spor v oboch rokoch (2004 — 1012,7
a 2005 — 495,5), ¢o suhlasi aj s literarnymi poznatkami (LEATH et al., 1993) o pozitivnom vplyve zrazok na
vyskyt choroby septoridzy plevovej na pSenici ozimnej. V infekénych experimentoch boli zaradené
registrované odrody, ktoré sa podstatne 1idili v dizke vegetaénej doby. I napriek tomu, nezistila sa nijaka
suvislost’ napadnutia odroéd chorobou, ani produkcie spér so zrdzkami alebo s teplotou., pretoze rozdiely
v thrne zrazok a priemernej teploty medzi odrodami boli zanedbatel'né. AvSak pri subore odrdd so SirSou
variabilitou v dizke vegetaéného obdobia a tym i vicsich rozdielov v zraZkach a teplotich sa moZe prejavit
i vplyv odrody (SHAW, 1999).

Ako vyplyva z analyzy rozptylu (Tab. 1) na celkovom vysledku sa podiel'ali odrody a listy vysoko
vyznamne v percente napadnutia i produkcii spor, tak v roku 2004 ako aj roku 2005. Druhy list pod klasom
bol viac napadnuty ako list vlajkovy, co odpoveda i literarnym poznatkom (WAINSHILBAUM, LIPPS,
1991) o vyssej citlivosti starsich listov, pricom vplyv interakcie odrody x listy nebol Statisticky vyznamny.
I napriek tomu, Ze rozdiely medzi odrodami v percente napadnutia listov, i rozdiely v produkcii spor boli
podstatné, zistil sa sice kladny, ale Statisticky nevyznamny korelacny vztah medzi napadnutim listov
a produkciou spor. Zrejme tu budi posobit’ dalSie faktory resp. i d’alSie komponenty PR, ktoré budu
predmetom sktimania v d’alSom obdobi. Ukazuje sa, ze triedenie rezistencie genotypov pSenice ozimnej proti
S. nodorum len podla percenta pokryvnosti listov Skvrnami patogéna nemusi byt najpresvedcivejsie
a vhodné bude ho doplnit’ i o produkciu spoér. Rozdielne vlhkostné pomery v sledovanych rokoch mohli
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ovplyvnit’ i réznu reakciu odrod v produkeii spor. Poukazuji na to i vysledky na niektorych odrodach, ktoré
v oboch rokoch (2004 a 2005 ) sa zaradili bud’ do rovnakej skupiny odrdd s nizkou produkciou spor (Ilona,
Regia, Solida) alebo s vysokou produkciou spor (Arida, Armelis, Bety, Rada). S vyrazne opacnou reakciou
v oboch rokoch v produkcii spoér sa vyznacovali odrody Boka a Velta. Pritom podl'a irovne napadnutia sa
radia medzi stredne rezistentné alebo nachylné.

Tabul’ka 1: Analyza rozptylu komponentov rezistencie (PR) registrovanych odrod pSenice ozimnej
proti Stagonospora nodorum Berk. v pol'nych podmienkach pri umelej infekcii

Zdroj 2004 2005

premen- PPSL?) PS/0,1 mm’") PPSL %) PS/0,Imm’ °)
livosti St.v. | Pr.§tvorce | Stv. Pr. $tvorce St.v. | Pr.§tvorce | Stv. Pr.$tvorce
Odrody (O) 34 451 ** 34 2925220%* 34 10000%** 34 636751**
Listy (L) 1 8171+ 1 1| 58001%*

OxL 34 1587 34 34 159

Rezidual 140 18015 140 178547 140 478 280 39014

%) Percento pokryvnosti listov §kvrnami S. nodorum, °) Po&et spor/ 0,1 mm®

Zaver

V polnych infekénych experimentoch pri umelej inokulacii hubou Stagonospora nodorum v rokoch
2004 a 2005 sa zhodnotilo percento pokryvnosti listov Skvrnami septoridozy plevovej a v laboratornych
podmienkach sa hodnotila Groven produkcie spor pri 35 registrovanych odrodach psenice ozimnej. V oboch
znakoch sa zistili Statisticky vysoko vyznamné rozdiely medzi odrodami. Medzi percentualnou
pokryvnostou listov skvrnami patogéna a produkciou spor sledovanych odrdd zistil sa kladny, ale slaby
korelacny vztah, co poukazuje na to, Ze oba znaky su nezavislé.
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VYUZITi METODY MIKROSATELITU (SSRs) PRO STUDIUM REZISTENCE
KUKURICE (ZEA MAYS L.) K VIRU MOZAIKY CUKROVE TRTINY (SCMYV)
THE USING OF MICROSATELLITE METHOD (SSRs) FOR STUDYING OF
MAIZE RESISTANCE TO SUGARCANE MOSAIC VIRUS (SCMV)

Zuzana PIAKOVA - Petra HAJKOVA - Marie PORUBOVA

The marker assisted selection is important tool of breeding process. The aim of this study is to determine and
characterize the mechanism of maize resistance to Sugarcane mosaic virus (SCMV). We studied the genetic base of
maize resistance to SCMV by means of virological testing and molecular analysis using PCR method. The plants at the
stage of 2.-3. leaves were mechanically inoculated with Czech isolate of SCMV Tr-190. The number of plants with
symptoms was appointed in F; generations and in maternal lines TR 42 (resistant) and TR 56 (sensitive) in week periods
after inoculation and the resistance index was calculated according to the rate of symptoms appearing .The maternal
lines of F3 generation (designated 153 and 159) were tested by means of 98 SSR primers. The primers for analysis of
individuals of F; generation were selected in accordance with the detected polymorphism of maternal lines TR 42, TR
61 (resistant) and TR 56, TR 65 (sensitive). In conformity with this screening 15 SSR primers for analysis of Fj
generation (designated 153) and 20 SSR primers for analysis of F'; generation (designated 159) were selected. After the
complementation of analysis results the data will be evaluated through the MapManager software and will be estimated
QTLs locuses resistance of maize to SCMV.

Key words: breeding resistence, PCR, microsatellites, SSR primers, maize, sugarcane mosaic virus, index of resistance,
Zea mays L.

Uvod

Kukufice je napadana celou fadou chorob a sktidcti. Vyznamnym patogenem zpasobujici vazné ztraty na
vynosu zelené hmoty i zrna je virus mozaiky cukrové titiny (Sugarcane mosaic virus - SCMV). K omezeni
vyskytu virovych chorob neexistuje dosud Zadnd dostupna piima metoda ochrany, a proto je jednim z
dilezitych opatfeni k omezeni poskozeni porostli virovymi patogeny §lechténi odolnych odriid. Vyznamnym
prostfedkem ve Slechténi na rezistenci je v soucasné dobé¢ markery asistovana selekce, ktera spociva
v identifikaci markertl v t€sné vazbé s genem a jejich vyuziti pfi urychleni Slechtitelské prace. Pfi vybéru
rostlin odolnych vii¢i riznym patogentim je v procesu selekce pomoci markerti jednim z pouzivanych typi
DNA marker SSR (WANG et al., 2002).

Cilem prace je vyuziti metody detekce mikrosateliti (SSR) pro studium rezistence kukufice k viru
SCMV. Na zaklad¢ virologického testovani a molekularni analyzy pomoci DNA markert, je studovan
geneticky zaklad rezistence kukufice (Zea mays. L.) k SCMV.

Material a metody
Rostlinny material a hodnoceni rezistence

Na zakladé predchoziho testovani (HAJKOVA et al., 2003) byla pro dali studium a hodnoceni stupné
rezistence vybrana F; generace (oznaceni 153), jejiz vychozi rodicovské linie jsou TR 42 (rezistentni) a TR
56 (nachylnd) a F5 generace (oznaceni 159), jejiz vychozi rodicovské linie jsou TR 61 (rezistentni), TR 65
(n&chylnd). Pro testovani rezistence kukufice k SCMV ve sklenikovych podminkéach byl vybran cesky izolat
Tr — 190 (POKORNY, PORUBOVA, 2000). Rostlinny material F; generace (oznaéeni 153) byl inokulovan
ve stadiu 2. — 3. listu (1 g zelené hmoty / 7 ml pufru), ve dvou casovych opakovanich. V tydennich
intervalech po inokulaci byl u jednotlivych materialti F; generace (oznaceni 153) a rodicovskych linii (TR
42, TR 56) stanoven pocet rostlin s ptiznaky infekce 8. — 63. den po inokulaci (DAI — day after inoculation)
a na zakladé¢ rychlosti objevovani pfiznakt byl u jednotlivych materiali vypocitan index rezistence (IR).

Pii zjistovani kandidatt SSR markerd byly pro izolace DNA pouzity neinokulované vychozi linie
péstované ve sklenikovych podminkach (TR 42, TR 56, TR 65, TR 61). Byl odebiran smésny vzorek z 5 — 7
rostlin, ktery byl homogenizovan v prostiedi tekutého dusiku a zamrazen na — 80 °C. Pfi této teploté byl
materidl také dale uchovavan. Pro naslednou analyzu byl odebran rostlinny material individualni rostlin z II.
opakovani po hodnoceni rezistence z inokulovanych rostlin a rostlinny material bulki neinokulovanych
rostlin. Odebrany material byl ihned zamrazen v tekutém dusiku a dale uchovavan do doby izolace DNA pfi
— 80 °C.. U téchto materiald probihala homogenizace tésn¢ pred extrakci DNA.

I1zolace DNA a SSR analyza

DNA byla izolovana komerénim soupravou Kit Gen Elute™ Plant Genomic DNA Miniprep Kit od firmy
Sigma dle metodiky uvedené v protokolu dodaném vyrobcem.

Screening vychozich linii TR 42,TR 56,TR 65,TR 61 mapovaci F; generace byl proveden s 98 SSR primery.
Tyto primery byly ziskany z databaze www.maize.gdb.org a syntetizovany firmou East-port. PCR reak¢ni
protokol byl v nasi laboratoti optimalizovan (HAJKOVA et al., 2004).

Produkty byly separovany elektroforeticky na 3 % Metaphor agarézovém gelu a barveny ethidium
bromidem. Detekce DNA byla provedena v UV svétle, fotodokumentace byla pofizena fotoaparatem Canon
prostiednictvim fotodokumentacniho systému Ultra-Lum UC4100. Polymorfismus byl vyhodnocen vizualni
detekei.

155


http://www.maize.gdb.org/

Nové poznatky z genetiky a slachtenia polnohospodarskych rastlin.

Zbornik z 12. odborného semindra, Piestany : VURV, 2005

Po tomto screeningu byly vybrany SSR primery davajici polymorfismus u vychozich linii TR 42,TR

56,TR 65, TR 61 mapovaci F3 generace (oznaceni 153 a 159). Polymorfismus byl determinovan jako rtizné
pozice (velikosti fragmentu) v gelu.

Vysledky a diskuse

Vychozi matetské linie byly testovany s 98 SSR primery. Tyto primery byly selektovany na3 a 6
chromozomu na zaklade¢ literarnich poznatkti o lokusech rezistence. Chromozomy 3,6 jsou saturovany AFLP
a SSR markery v oblasti Scmvl a Scmv2 odpovédnych za rezistenci kukutice k SCMV (DUSSLE et al.,
2003). Na zakladé detekovaného polymorfismu u vychozich linii TR 42, TR 61 (rezistentni) a TR 56, TR 65
(nachylnd) byly selektovany primery pro analyzu individui F; generace. Prostiednictvim tohoto screeningu
bylo vybrano 15 SSR primert pro analyzu F; generace (oznaceni 153) a 20 SSR primert pro analyzu F;
generace (oznaceni 159). YUAN et al. (2003) mapoval oblasti na chromozomech 3 a 6 obsahujici QTLs
prostiednictvim 24 SSR markeri. ZHANG et al. (2003) detekoval na chromozomech 3,5,6,10 QTLs
rezistence k SCMV v zavislosti na fazich vyvoje rostliny. Po kompletaci vysledkti z analyz budou data
hodnocena pomoci mapovaciho softwaru MapManager a budou stanoveny QTLs lokusy rezistence kukufice
k SCMV.

Zavér

Z testovanych 98 primer( je po screeningu na zaklad¢ detekovaného polymorfismu vyuzitelnych 15 SSR
primert pro analyzu F; generace (oznaceni 153), coz odpovida 14,7% polymorfnich markerd a 20 SSR
primert pro analyzu F; generace (oznaceni 159), coz odpovida 19,6% polymorfnich markert. V soucasné
dobé probiha analyza celého souboru individui a bulkil s vybranymi primery u F3 generace (oznaceni 153).
Po kompletaci ziskanych dat na zakladé molekuldrni analyzy bude soubor dat hodnocen prostfednictvim
mapovaciho softwaru MapManager a budou stanoveny QTLs lokusy rezistence kukufice k SCMV.
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ZMENY VO VYSKYTE RAS V POPULACII PLESNE ZEMIAKOVEJ NA
SLOVENSKU V ROKOCH 1996 - 2005
CHANGES IN OCCURRENCE OF RACES OF LATE BLIGHT POPULATION IN
SLOVAKIA DURING 1996 - 2005 YEARS

Kvetoslava FORISEKOVA - Jan HELDAK

The Slovak P. infestans population has been monitored since 1996, with primary focus to physiological race
determination, metalaxyl resistance and mating types. Virulence characteristics have been monitored in order to identify
races for use in breeding potatoes resistant to P. infestans. Changes in late blight population were confirmed. The
occurrence of isolates with R2, R5, R9 and R11 virulence factors was noted neither in 1996 nor in 1997, and tested
isolates had maximum six virulence genes. Since 1999, the occurrence of isolates with seven, eight and even ten R-genes
has been recorded. Evident tendency in moving up to more complex races can be seen. It is likely that problems concerning
more aggressive new pathogen may appear also in our potato-growing area.

Key words: potato, late blight, race, R-gene,

Uvod

Az do 80-tych rokov minulého storo¢ia dominovali v porastoch zemiakov klonové linie plesne
zemiakovej Phytophthora infestans (Mont.) de Bary, ktoré sa mnozili len vegetativne. Klonova reprodukcia
mala za nasledok uchovavanie vlastnosti a populdcie plesne zemiakovej boli viac menej stabilizované.
Prvym ndznakom zmeny bola pritomnost’ izolatov plesne zemiakovej rezistentnych na metalaxyl. Pévodne
sa predpokladalo, Ze rezistencia sa vyvinula v domacich populacidch plesne v Eurdpe. Nasledne bolo
dokazané, ze tato odliSna populacia bola do Eurépy dovezena sadivom z Juznej Ameriky. Dékazom bolo
potvrdenie vyskytu A, kopula¢ného typu, ktory umoznil zaciatok generativneho rozmnoZovania sa plesne
zemiakovej v Europe. Generativna reprodukcia patogéna tak umoznila vznik novych genotypov a tym
vytvorila predpoklad zvySenie agresivnosti v novovzniknutych genotypoch plesne zemiakovej. Zmeny
v populacidch plesne zemiakovej potvrdzuju: véasnejsi zaCiatok epidémie, vyskyt oospér, objavenie sa
stonkovych infekcii, zvySenie patogenity a agresivnosti, vy$si pocet primarnych ohnisk infekcie, rezistencia
k fenylamidom, vel'mi silna infekcia hliz. Okrem vyskytu oospdr na poli, boli vSetky ostatné faktory
pozorované aj na Slovensku (FORISEKOVA, 2005).

Material a metoda

Izolaty plesne zemiakovej sme ziskavali z poli v lokalitich Poprad a Kezmarok — hlavnej sadivovej
oblasti Slovenska. Fyziologické rasy izolatov sa urCovali podla reakcie na sérii genotypov zemiaka
obsahujtcich jednotlivé R - gény (R1 az R11 a r) (DRENTH, 1994). Po infikovani inokulom neznémej rasy
sa hodnotil vyvoj sporulujticich 1ézii na jednotlivych testeroch. Listy sa inokuluju kvapkou suspenzie o
koncentracii 10* spor . ml™ a inkubuju 6 dni pri 18 °C a 16 hod. osvetleni. Izolat je pokladany za virulentny,
ak najmenej na troch listoch zo Styroch bola pozorovana kompatibilna reakcia (rast mycélia a sporulécia).

Vysledky a diskusia

Vyvoj komplexnosti ras plesne zemiakovej sa vo VSUZ Vel'ka Lomnica za¢al hodnotit’ v laboratornych
podmienkach uz v roku 1996. V prvom roku okrem jednoduchych kombindcii génov virulencie ako R1,R4
(8%) alebo R1,R3,R4 (19%) k najcastejSie sa vyskytujicim patrili R1, R3, R4, R7, R10 (28%) a R1, R3, R4,
R7, R8, R10 (tiez 28% z testovanej populécie izolatov). Az do roku 1999 nebol potvrdeny vyskyt R2, RS,
ani R11 izolatov plesne. V tychto rokoch mali testované izolaty najviac Sest génov virulencie.
Komplexnejsie izolaty sa objavili az po roku 1999, ked’ sa detekovali izolaty s smimi, deviatimi i desiatimi
génmi virulencie. V roku 2003 bol naj¢astejsie zaznamenany vyskyt komplexu génov virulencie R1, 2, 3, 4,
7, 8, 10, 11 — 42,3%. Percentualne rozdelenie podl'a poctu génov virulencie 5 R-génov 3,7%, 6 R-génov
11,1%, 7 R-génov 18,5%, 8 R-génov 48,2%, 9 R-génov 11,1% a 10 R-génov len 3,7%. V roku 2004 bol pri
testovani virulencie zisteny vyskyt od troch po 10 génov virulencie. NajcastejSie sa vyskytovala kombinécia
R1,3,4,7,8,10,11 — 20% a R1,3,4,7,10,11 — 16,6% z testovanych izolatov. Percentudlne rozdelenie podla
poétu génov virulencie: menej ako 5 génov virulencie 32%, 6 — 18%, 7 —29%, 8 — 8%, 9 — 8% a 10 — 4%.
V roku 2005 bol pri testovani virulencie prekvapivy: v priebehu sezoény sa vyskytovala len uniformna
kombinacia R1,3,4,7,8,10,11 — 96% ztestovanych alen ku koncu sezony sa objavila kombinacia
R1,2,3,4,6,7,8,10,11 - 2% aR1,3,4,6,7,8,10,11 — 2 % z testovanych izolatov. Ani v jednom pripade nebol
potvrdeny vyskyt R9 a vyskyt R5 bol zaznamenany len ojedinele, ¢o je v sulade s poznatkami ziskanymi aj
v okolitych krajinach.

Napr. V Nemecku robili savisly vyskum plesne od roku 1950 (SCHOBER-BUTIN et al., 1996). Este
v roku 1970 sa vyskytovali aj rasy len s jednym R-génom virulencie samostatne a to iba R1 a R4 a potom
len kombinacie s dvomi R1,4, tromi R1,3,4 a maximalne $tyrmi génmi virulencie R1, 2, 3, 4. V roku 1990 sa
uz vyskytovali iba komplexné izolaty s piatimi az deviatimi R-génmi .
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V nasledujucom grafe (Graf 1) st znazornené zmeny v populécii plesne zemiakovej na Slovensku od roku
1996. Stipec kazdého roku je rozdeleny na useky podla percentualneho vyskytu izolatov plesne zemiakovej
s danym poctom R-génov virulencie. Mézeme teda porovnat, ako sa v jednotlivych rokoch tento pomer
menil. Kym v rokoch 1996 a 1997 bol najvyssi poCet R-génov virulencie 6, z grafu vidime, Ze v roku 1999
doslo k vyraznej zmene v pocte génov virulencie. Prudko vzrastol pocet izolatov so 7 (20%), 8 (23%) a 9
(23%) génmi virulencie a dokonca bol zisteny aj vyskyt izolatov s desiatimi R-génmi virulencie (7%).
Z toho sa da predpokladat’, ze prave v tomto roku sa dovozmi sadiva na Gzemie Slovenska dostala tzv. nova
agresivnejSia populacia plesne zemiakovej, ktorej vyskyt bol predtym zaznamenany v zapadnej Europe.
Kym v roku 2000 bol vyskyt izolatov s 8 génmi virulencie na trovni 29%, v roku 2002 to uz bolo 37%
avroku 2003 az 50%. V roku 2003 uz nebol zisteny ani jeden izolat s menej ako 5 génmi virulencie.
Z grafu teda jednoznacne vidiet tendenciu posunu k vyskytu izolatov s vy$§im poctom génov virulencie.

Graf 1: Vyskyt izolatov plesne zemiakovej podl’a poctu génov virulencie
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Zaver

Efektivny manazment ochrany proti plesni zemiakovej musi byt zalozeny na dokonalom poznani
patogéna. Na Slovensku je populacia plesne zemiakovej monitorovana z tohto hladiska od roku 1996.
V priebehu sledovania boli potvrdené zmeny v populaciach plesne zemiakovej na naSom izemi. V rokoch
1996 izolaty mali maximalne Sest’ génov virulencie. Od roku 1999 sa zacali vyskytovat’ izolaty so siedmimi,
osmimi, dokonca az desiatimi R-génmi. Mozno teda skonStatovat, Ze dochadza k posunu a k vyskytu
komplexnejsSich a agresivnejSich izolatov plesne zemiakovej. Problémy stivisiace s novymi agresivnej$imi
populdciami plesne zemiakovej sa prejavuju uz aj v nasej oblasti (prelomenie rezistencie odolnej odrody
Alva).
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SUCASNY POTENCIAL GENETICKYCH ZDROJOV OVOCNYCH DRUHOV
VYUZITELNY V SCACHTENI
ACTUAL POTENTIAL OF FRUIT GENETIC RESOURCES AVAILABLE IN
BREEDING

Daniela BENEDIKOVA

National program registrated 26 742 plant genetic resources, from that fruit species to create 4 320 genotypes it is 16.20
%. Vegetative multiplied species are conservated in field collection or in repositories. We to preserve 29.96 ha collection
of fruit species and 40.58 ha repositories. The List of registrated varieties Slovak Republic to register 280 varieties and 57
rootstocks from 26 species. The breeding perspective for home producer conditions is only for limited numbers of species
like are small fruits or temperate stone fruits. Contemporary breeding level is endangered by reason of no funding from
state.

Key words: National program, genetic resources, fruits, breeding

Uvod

Genetické zdroje pol'nohospodarskych rastlin maji pre l'udstvo nevy¢islitelnt hodnotu ¢i uz st vyuzivané
v tradiénom pol'nohospodarstve, alebo v konvenénom ¢i modernom §l'achteni alebo génovom inzinierstve. Su
zdrojom unikatnych a nenahraditelnych génov a génovych komplexov pre dalSie genetické zlepSovanie
biologického a hospodarskeho potencidlu produkénych organizmov v pol'nohospodarstve. St predpokladom
pre rozsirovanie genetickej zakladne sti€asnych odrdd a zvySovanie agrobiodiverzity, maju vyznam pre rozvoj
ekologickych systémov pol'nohospodarstva a zabezpecuju jeho trvalo udrzatel'ny rozvo;j.

Material a metédy

Niarodny program ako suhrn organizacnych, pravnych a ekonomickych opatreni na zabezpecovanie
komplexnej a ststavnej ochrany genetickych zdrojov rastlin je zékladny dokument v oblasti ochrany
genetickych zdrojov rastlin. Inovacia tohto dokumentu bola schvalena v roku 2005 a uverejnena vo Vestniku
MP SR ¢. 8 vmarci 2005 anadviazala na doterajSie aktivity v praci s genetickymi zdrojmi, aktualizuje
pouzivané metody a ciele a uvadza ich do suladu s platnou narodnou legislativou a prijatymi medzinarodnymi
dokumentmi (BENEDIKOVA a kol., 2004; Vestnik MP SR, 2005, Zbierka, 1996) .

Zakladnymi prioritami ¢innosti na obdobie 2005 — 2009 je:

e chranit’ kultirne dedi¢stvo a v sucasnosti vytvorené hodnoty vyjadrené v genetickych zdrojoch rastlin pre
vyzivu a pol'nohospodarstvo v prospech sucasnej a buducich generacii,

e prispievat k narodnému rozvoju, potravinovej bezpe¢nosti, trvalo udrZatelnému polnohospodarstvu a
spravovaniu agrobiodiverzity prostrednictvom uchovavania a vyuzitia genetickych zdrojov rastlin pre
vyzivu a pol'nohospodarstvo.

V stlade s vyvojom vo svete amedzinarodnymi prioritami sa uchovavanie a vyuzivanie genetickych
zdrojov  stava trvalou sucastou vyskumnej a $lachtitel'skej néplne rieSitel'skych pracovisk Narodného
programu SR. Ulohy Narodného programu plnia riesitel'ské pracoviska zriadované zmluvne v zmysle § 8 a 9
zakona 215/2001 Z.z. o ochrane genetickych zdrojov.

Sucasny potencial kolekcii genetickych zdrojov ovocnych druhov ktoré su k dispozicii pre $l'achtitel'ské
Gigely sa nachadzaju na VUOOD, a.s. Bojnice, VSS Veselé, s.r.o.. Okrem toho st kolekcie starych odrod
ovocnych druhov potencionalne vyuzitelné pre $lachtenie. Nachadzaju sa v zbierkach Botanickej zahrady
SPU Nitra a v repozitoriach v Bosaci, Sabinove, Krupine, Reviicej a Sebechleboch.

Podla Nariadenia vlady SR ¢. 164 z3. marca 2004 ktorym sa vykonava registracia odrod
pol'nohospodarskych plodin doslo k zmenadm a Gpravam, ktoré ovplyvnili hlavne ovocné druhy. Tieto ako
samostatna skupina neboli zahrnuté do skupiny plodin, pri ktorych sa vykondva povinna registracia odrod.
Tento tkon dobrovol'nej registracie silne ovplyviluje urovein slachtenia ovocnych druhov vSeobecne.

Vysledky

Srachtenie novych vykonnych a miestnym podmienkam dobre prispdsobenych odrod ovocnych druhov je
najrealnejSou iked nie najkratSou cestou pre rieSenie daného problému. DoterajSie vysledky domace
i zahrani¢né tito skutocnost’ len potvrdzuju. V sucasnosti si kazdé slachtitel'ské pracovisko vypracovava svoj
vlastny metodicky material, vzhl'adom k tomu, Ze nie je vramci rezortu pddohospodarstva ziaden subjekt
povereny koordinaciou $lachtitel'skych prac. Dobrovolna registracia ovocnych druhov podl'a Nariadenia vlady
SR €. 164 / 2004 nepriaznivo ovplyviiuje uroven §l'achtenia ovocnych druhov vSeobecne. LRO eviduje pre 26
druhov ovocnych drevin 280 odrdéd a 57 podpnikov (LRO 2004 ) .
VSS, s.r.o Veselé je pracovisko s dlhoroénou tradiciou v §lachteni najmi marhtl' a broskyii. Potencial
udrziavanych genetickych zdrojov je v 5 kolekciach (marhula obycajnd Prunus armeniaca L., broskyna
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obycajna Prunus persica L., mandl'a obycajna Prunus amygdalus L., myrobalan Prunus cerasifera L. a orech
kralovsky Juglans regia L. v celkovom pocte 646 genotypov na ploche 10 ha.

Nachadza sa tu d’alej i Slachtitel'sky material na pokusnej ploche 7,70 ha. Na pracovisku sa pokracuje
i v zhodnocovani hybridného materidlu broskyi zo §Pachtenia Gustava Cejku. Doterajsie vysledky
Slachtitel'skych aktivit boli vel'mi uspesné. Vysledkom je 10 registrovanych odrod marhul’, 2 mandle a 1
myrobalan. Prvymi registrovanymi odrodami boli marhule a podpniky pre myrobalan a mandl'u v roku 2001.
VUOOD, as. Bojnice je vyskumné pracovisko s dlhoro¢nou tradiciou v §lachteni ovocnych druhov
a s vysokym poctom registrovanych odrod najmé drobného ovocia ako su ribezle, egrese, maliny a jahody.

V sucasnosti sa tu uchovava 23 kolekcii s 2 049 polozkami ovocnych druhov najmé drobného ovocia na ploche
14,21 ha. Su to tieto druhy: jablone, hrusky, dula, slivkoviny, ereSne, vi$ne, jahody, ribezle, egrese, maliny,
ostruziny, zemolez, baza Cierna, driefi, ruza plodova, gastan jedly, rakytnik, arénia, jarabina, oskorusa, miSpul’a,
Cucoriedka, kl'ukva.

Botanicka zahrada SPU Nitra v demonstracnom sade na ploche 5,75 ha udrziava sortiment ovocnych drevin.
Sortiment je tvoreny svetovymi odrodami registrovanymi, starymi odrodami restringovanym z LRO, starymi
krajovymi odrodami ziskanymi z Gizemia Slovenskej a Ceskej republiky v minulosti. Starych krajovych odrod
domaceho i zahrani¢ného povodu je asi 70 genotypov. Ovocna vysadba bola zriadena ako demonstra¢na
vysadba pre cely Studentov SPU Nitra, v sucasnosti sluzi vsak i pre verejnost. Po zhodnoteni jednotlivych
genotypov je mozné potencionalne vyuzit najmé sortiment krajovych odrdd pri projektoch spojenych s
ozelenovanim krajiny, agroturistikou a podobne. Nepredpoklada sa s otvaranim $lachtitel'skych projektov.

Kolekcie st tvorené nasledovnymi druhmi: jablone 240 odrdd, hrusky 36, dule 3, miSpul’a 5, jarabina 4,
marhule 11, broskyne 15, slivky 13, CereSne 8, viSne 10, orech 2, mandl'a 3, lieska 5, gaStan 12, ribezle 12,
egrese 5, malina 3, Cernica 1, drieii 4, morusa 3, josta , vini¢ 75 odrdd, 7 podpnikov.

V sulade s celosvetovym trendom aj v Slovenskej republike sa uskutociiuje systematicka a cielavedoma
ochrana a vyuzivanie genofondu pestovanych rastlin. V ramci Narodného programu zmluvne zriadené
riesitel'ské pracoviska (13) a repozitoria (5) nepostacuju na to, aby sa zabezpecila zachrana zaujimavych starych
genotypov ovocnych druhov. Je este niekol’ko zaloZzenych repozitorii, ale v su¢asnosti nebola s nimi z réznych,
najmi vsak legislativnych a vlastnickych problémov uzatvorena zmluva o zriadeni rieSitel'ského pracoviska v
zmysle zdkona .

Velmi problematickd je iochrana starych historickych odréd, ktoré sa vyskytuju iako pamiatka na
vyznamné Sl'achtitel'ské ¢i kultirne osobnosti. Ako prvy krok sme zacali so zachranou historickej ,,Fandlyho
jablone® a ,,Geschwindovych ruzi®.

Jablonl sa nachddza v obci Naha¢, kde J. Fandly pdsobil. Strom je evidovany ako S$taitom chraneny strom
v zmysle zékona €. 543/2002 Z.z. o ochrane prirody a krajiny. Po dohode so spravcom fary bol odobraty
biologicky material na zachranu a rozmnozenie uvedenej jablone a jej opdtovné vysadenie v objekte starej
farskej zahrady. Tato jablon méze byt potencionalne vyuzita do vyskumnych projektov, alebo fyziologickych
stadii nakolko jej bionomia kvitnutia je vel'mi zaujimava (kvety bez korunnych lupienkov, partenokarpické
oplodnenie a i.).

Rudolf Geschwind pdsobil na tizemi Krupiny ako lesmajster v rokoch 1872 az 1906. Dosiahol vyznamné
vysledky nielen v hybridizacii lesnych drevin a zalesnovani ale preslavili ho najmd ruze, ktorych udajne
vyslachtil 707, ale zachovalo sa ich len 120. Vysledkom spoluprace s Botanickou zahradu pri SZaS
v Piest'anoch sme zacali so ziskavanim a premnozovanim uvedenych ruzi.

Zaver

Legislativne zmeny ku ktorym doslo najmd v zakone ktory sa zaobera registraciou odrdd, a kde sa uz
nehodnoti pri ovocnych druhoch ich hospodarska hodnota nepriaznivo ovplyvnili troven $lachtenia ovocnych
druhov na Slovensku. Prezivaju len ekonomicky silné firmy s dostatoéne rozpracovanym materialom
a dlhodobou tradiciou. Perspektiva Slachtenia pre domace pestovatel'ské podmienky je len pre obmedzeny
pocet druhov ako je drobné ovocie, teplomilné kostkoviny. Stcasna urovenn novoslachtenia je ohrozena i
z dovodu nepodporovania tejto ¢innosti zo strany $tatu. .
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VYUZITIE NIEKTORYCH MATEMATICKYCH METOD PRI STUDIU
FYZIKALNYCH VLASTNOSTI STEBIEL OBILNIN
USING OF SOME MATHEMATICAL METHODS FOR STUDY OF PHYSICAL
PROPERTIES OF CEREALS STEMS

Juraj DUNCA — Alena DUNCOVA — Ondrej SVEC

In this paper using of some matematical methods for study physical methods for study physical properties of cereals
stems.
Key words: physical properties, stems, wheat

Uvod

Medzi vyznamné fyzikalne vlastnosti stebiel obilnin patria: pruzné vlastnosti, vizkoplastické a pevnostné
vlastnosti. Fyzikalne vlastnosti stebiel obilnin maju doleziti ulohu pri rieSeni otazok odolnosti proti
poliehaniu [1,2,3,5].

Material a metody

Vzorky stebiel psenic vybranych odréd sme dostali z VURV Piestany. Pri meraniach vzorky stebiel
vykonavali priecne kmity. Na meranie fyzikalnych vlastnosti bola pouzitd rezonan¢na dynamicka metdda.
Pri prie¢nych kmitoch vzorky stebiel spifiali parcialnu diferencialnu rovnicu 4.radu [3,4] .

4 2
od'u 0°u
32 —4 + —2 =0 )
ox ot
EJ
kde a2 = —
pS
E - modul pruznosti,
J - modul zotrvaénosti,
p - hustota stebla,
S - plocha v prie¢nom priereze stebla.
Riesenim diferencialnej rovnice je funkcia [3]
u= (A cosmt + Bsin oot) X(x) )
Ak dosadime (2) do (1) a zavedieme oznacenie
o> 4
— = k
a
potom dostaneme charakteristickl rovnicu
k=0 3)
Riesenim charakteristickej rovnice (3) dostaneme nasledovné korene
rn=k; n=-k; n=ik; r;=-ik;
Funkcia X(x) potom nadobudne tvar [4]
X(x) = Ce® + Cre ™ 4+ el + O e )

Ak zamenime vyznam 'ubovol'nych konstant, potom funkciu X(x) prepisSeme do tvaru

X(x) =Cjcoskx + C, sinkx + C3 coshx + C4 sinh x (5)

Pouzitim hraniénych podmienok, potom pomocou (5) dostaneme frekvenénti rovnicu v tvare [3]
cosAicoshi =1 (6)
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Vyuzitim rovnice ohybovej Ciary [6]

M ;
V=g O]

kde

M- moment sily,

J - moment zotrvacnosti prierezu stebla,
E - modul pruznosti,

Y - ohyb stebla

a vzorca pre vypocet modulu pruznosti [3], potom dostaneme vzorec pre vypocet koeficienta pevnosti
v ohybe v tvare [2]

ky=-+ ®)

kde
f - rezonancna frekvencia,
S - plocha v prie¢nom reze internodia stebla,

(- dizka rastliny.

Vysledky a diskusia

V tab. 1 avtab. 2 st uvedené namerané a vypocitané hodnoty fyzikalnych veli¢in. V tab. 1 oznacenie
N znamena poradové Cislo meranej vzorky. Oznac¢enie U(mV) znamena maximalne napétie pri rezonancii.
Rezonanéna frekvencia je oznacena ,,f*. ,f; a £, su frekvencie, ked” amplitady kmitov poklesli na polovicu
maximalnej hodnoty. Oznacenie Af = f, — f| znamena §irku rezonancnej krivky a o je vnatorné tlmenie
stebiel ako charakteristika vdzkoplastickych vlastnosti.

V tab. 2 s uvedené namerané hodnoty rezonancnych frekvencii, vonkajsich priemerov d, [mm], hrubky

steny stebla Ar [mm], dizky rastliny ¢ r [mm] a vypocitané koeficienty pevnosti k.

O odolnosti proti polichaniu rozhoduje pevnost’ stebiel. Pevnost’ stebiel je funkciou nielen pruznych, ale
aj viazkoplastickych vlastnosti. Pri rovnakych pruznych vlastnostiach charakterizovanych rezonanénymi
frekvenciami a modulmi pruznosti vicSou pevnostou sa vyznacuju stebla, ktoré maju mensie vnttorné
tlmenie 9.

Zaver

Fyzikalne vlastnosti charakterizované rezonanénymi frekvenciami a modulmi pruznosti, vizkoplastické
vlastnosti charakterizované vnatornym tlmenim anajmd pevnostné vlastnosti stebiel pSenice
charakterizované koeficientom pevnosti v ohybe k, maju doleziti ulohu pri rieSeni otazok odolnosti proti
poliehaniu.
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Tabulka 1: Rezonancna frekvencia f [Hz], vniutorné tlmenie & [1], frekvencia f; [Hz] af, [Hz]
u pSenice odrody (FRA) NOUGAT

n U [mV] f [Hz] f; [Hz] f, [Hz] Af [Hz] o [1] K [Hz]
1 2,3 2454 241,7 250,6 8,9 0,06564 3738,57
2 2,7 246,9 242.4 250,1 7,7 0,05645 4377,66
3 2,4 2482 244.0 251,9 7,9 0,05761 4308,28
4 2,3 245.5 2378 250,8 13,0 0,09585 2561,29
5 2,9 246,3 241,8 2497 7,9 0,05806 4242,16
6 1,6 246,2 242.4 249.6 7,2 0,05293 4651,43
7 1,6 246,3 2434 251,1 7,7 0,05659 4352,36
8 1,8 246,6 242.4 251,2 8,8 0,06459 3817,93
9 2,4 246,9 239,7 252,1 12,4 0,09090 2716,17
10 2,4 2477 241,1 251,6 10,5 0,07673 3228,20
11 2,4 2473 243,6 252,0 8,4 0,06148 4022,45
12 34 247,6 2429 250,8 7,9 0,05775 4287,45
13 1,8 247,1 241,9 2499 8,0 0,05860 4216,72
14 1,9 2474 244.0 2523 8,3 0,06072 4074,44
15 1,75 247.9 243,0 252,5 9,5 0,06936 3574,11
16 2,5 2447 240,6 250,3 9,7 0,07175 3410,45
17 2,3 246,0 242.0 2499 7,9 0,05813 4231,89
18 1,5 248.3 2443 250,4 6,1 0,04447 5583,54
19 1,7 246,6 240,7 248.4 7,7 0,05652 4363,06
20 1,8 2453 2412 248,8 7,6 0,05608 4374,11
> 43,45 49342 4840,9 5014 173,1 1,27021 80132,27
; 2,2 246,71 242,04 250,70 8,66 0,06351 4006,614
Tabul’ka 2: Fyzikdlne vlastnosti stebiel pSenice odrody (DEU) RIMPAUS BRAUN

n f [Hz] d, [mm] Ar [mm] ¢ . [mm] Kk,

1 2342 3,81 0,30 1120 1,29-04

2 242.8 3,45 0,32 1160 1,18-04

3 236,8 4,78 0,40 1070 2,51-04

4 240,1 3,33 0,28 1080 1,22-04

5 2427 4,25 0,33 1160 1,53-04

6 240,7 3,83 0,25 990 1,67-04

7 237,1 3,97 0,38 1160 1,54-04

8 237,5 4,10 0,38 960 2,82-04

9 238,0 4,45 0,38 1070 2,24-04

10 2357 4,51 0,35 1075 2,04-04

11 2434 4,70 0,37 1190 1,76-04

12 241,3 4,40 0,40 1040 2,60-04

13 241,5 3,65 0,43 1100 1,90-04

14 237,77 4,34 0,46 1100 2,37-04

15 241,6 3,94 0,38 1210 1,39-04

16 2423 2,72 0,23 1040 0,93-04

17 2445 3,32 0,25 1180 0,87-04

18 242.0 4,49 0,42 1055 2,67-04

19 264,1 2,83 0,25 1120 1,00-04

20 271,3 3,45 0,29 1100 1,59-04

> 4855,3 78,32 6,85 21980 35,23-04

; 242,77 3,92 0,34 1099 1,76-04
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POSTUPY SMERUJUCE K ZiSKANIU UDAJOV PRE TVORBU CORE
KOLEKCIE CANU (Linum usitatissimum L.)
ADVANCEMENTS AIMING TO DATA ACQUISITION FOR CREATION OF
FLAX CORE COLLECTION (Linum usitatissimum L.)

Bohumila MATYSOVA - Martin PAVELEK - Petra VINKLARKOVA

The current collection of genus Linum is represented by 2046 items of which 50% are ancestral and current varieties
(X13), 26% are regional varieties (X12) and 24% are breeding materials (X11). The collection contains 53% of flax ,
39% of linseed and 8% of combined types assorted by agricultural type (Pavelek et al. 2001). A prototype core
collection based on detail analysis of structure of passport and describing descriptors will be created from this
collection. The collection will be reduced to approximately 20% of an original size. An identification of duplicities based
on accession name synonyms in the same agricultural type of flax will be used for the reduction of the collection, as
well as an identification of identical varieties obtained to the collection from various gene banks (varieties from country
of origin will be kept and the rest will be weeded out). An image analysis of morphological attributes will be used for the
reduction of the collection as well. Genotypes included in the prototype core collection should represent the widest
genetic variability of Linum genus in Europe. Selected morphological attributes will be studied according to the
Descriptor List of genus Linum (Faberova and Pavelek, in press), matching with an international descriptor system
UPOV (UPOV 1980,1994) and in association with IPGRI Multicrop Passport Descriptors (MCPDs) for flax, accredited
on the meeting of European gene banks curators (Maggioni et al. 2001). Biological characterizations, yield parameters,
content of qualitative traits and resistance against fungi disease Fusarium oxysporum f.sp.lini will be evaluated at the
same time.

Key words: core collection, Linum usitatissimum L., gene bank

Uvod

Az dosud vyuzivané metody charakterizace a popisu genetickych zdroji vychazely z pasportnich,
charakterizaénich a popisnych dat. Pasportni data, obecné platna pro vSechny druhy kulturnich rostlin jsou
v genofondovych kolekcich nejpropracovanéjsimi udaji o jednotlivych vzorcich, v souéasnosti
uchovavanymi v centralnim databazovém systému EVIdence GEnetickych Zdroji EVIGEZ, ktery byl
vytvoren na po¢atku 80. let minulého stoleti (FABEROVA, 1998).

Material a metody

Tvorba core kolekce rodu Linum je ve spoleCnosti Agritec Plant Research, s.r.o feSena v ramci
Vyzkumného zdméru MSM 2678424601 (2004 — 2010). Je analyzovano cca 50 % kolekce zahrnujici
polozky oznaéené X13 — star$i i soucasné komer¢ni odriidy pfadného i olejného Inu, celkem se jedna o cca
1010 polozek. Ro¢né je zhodnoceno 330 — 340 genotypd, které jsou vysety secim strojem HEGE na
parcelky o velikosti 0,6 m® v jednom opakovani. Kazdy genotyp je vysévan v priib&hu dvou let na riiznych
stanovistich z dlivodu stanoveni vlivu roc¢niku a lokality na projev jednotlivych znak a charakteristik. Podle
klasifikatoru Inu (PAVELEK, FABEROVA, v tisku) jsou sledovany nasledujici morfologické znaky:
celkova délka, technicka délka, velikost kvétu, velikost korunnich listkt, te¢kovani kalicha, barva korunnich
listkti, tvar koruny (horizontalni fez), tvar koruny (vertikalni fez), barva nehtu korunnich listkti, barva
prasnikil, barva nitek, barva ¢nélky na bazi, ofaseni sept tobolek, barva semene, tvar tobolky, uzavieni
tobolek.

Béhem vegetace jsou sledovany tyto biologické charakteristiky: datum seti, datum vzejiti, rychlost
pocatec¢niho rustu, drzeni vrcholu stonku v RR, datum kveteni, doba seti — kveteni, datum rané zluté zralosti,
doba seti — rané zluté zralosti, datum zluté zralosti, doba seti — Zluté zralosti , odolnost proti poléhani v dobé
kvétu, odolnost proti poléhani v dob€ zralosti. Z vynosovych charakteristik jsou hodnoceny: vynos
neroseného stonku z parcely (pfadny len), vynos maceného stonku z parcely (ptadny len), obsah vlakna ve
stonku (pfadny len), vynos vlakna z parcely (pfadny len), vynos semene z parcely (pfadny, olejny len).
Z obsahovych latek v semeni Inu je analyzovan obsah tuku, mastnych kyselin a antinutri¢nich latek (olejny
len).

Pro pfesnéjsi zhodnoceni kolekce pomoci specielnich popisnych deskriptort, zejména morfologickych
znakl, pouzivame metody obrazové analyzy, kterou pouzili ve svém projektu i slovensti vyzkumni
pracovnici (BRINDZA et al., 2001). Tato metoda umoznuje daleko detailn€j$i hodnoceni znaki a rozdila
mezi odridami a jednotlivymi polozkami genofondu na zékladé vyhodnoceni parametrii obrazové analyzy,
pfevedenych do matematickych algoritmt. Velmi dobrym rozliSovacim znakem u rodu Linum jsou korunni
listky a parametry obrazové analyzy: obvod (area), prodlouzeni (elongace), plocha (PAVELEK a kol.,
2004). Pomoci obrazové analyzy je mozno nejenom nékteré polozky genofondu odlisit, ale zaroven je
rozd¢lit do charakteriza¢nich skupin, ohodnocenych bodovou stupnici 9 — 1.

Pii tvorbé core kolekce se nejdiive analyzuji pasportni deskriptory, zejména ACCENUMB — ECN jako
jedinec¢ny ,,identifikator* genetického zdroje a dale pak ACCENAME — nazev genotypu a ORIGCTY — stat
puvodu, které jsou dilezit¢é pro detekci duplicit. Dale se analyzuji popisné deskriptory, predevsim
deskriptory pro morfologické znaky, biologické a vynosové charakteristiky.

164



Nové poznatky z genetiky a slachtenia polhohospoda'rsky'ch rastlin.

Zbornik z 12. odborného semindra, Piestany : VURV, 2005

U kazdého genotypu je pofizovana obrazova dokumentace zahrnujici vegetativni a generativni Casti

rostliny, ktera bude slouzit k odliSeni, respektive potvrzeni shodnosti duplicitnich a multiplicitnich

genotypu, zafazenych v puvodni databazi. Zaroven se u této databaze pocitda s moznosti vyhledavani
genotypu dle zadanych parametri morfologickych znakd ve shodé s klasifikatorem Inu.

Vysledky a diskuse

Vroce 2004 bylo programem UNISTAT zhodnoceno prvnich 340 genotypt star§ich i soucasnych
odrud (X13).

Analyzou pasportnich deskriptort ACCENAME a ORGCTY bylo identifikovano 5 duplika¢nich skupin.
Tyto duplikacni skupiny byly soucasné podrobeny obrazové analyze pro prokazani, respektive nepotvrzeni
shody u genotypt se shodnym nazvem a statem puvodu. U duplikaci, které prokazi shodu jak v pasportnich
deskriptorech, tak v parametrech obrazové analyzy budou aplikovany metody molekularni biologie, zejména
analyza DNA a teprve na zakladé tohoto komplexniho hodnoceni bude pfistoupeno k redukci poétu
genotyptl v piivodni kolekei a tvorbé prototypové core kolekce.

Na zakladé¢ hierarchické shlukové analyzy, Euklidovy metody a tabulky primérti byly genotypy
rozdéleny do 40 shlukti — kazdy shluk je jedineény, odliSny od ostatnich. Napf. mezi shluky s nejvétsi
cetnosti genotypi patfi shluk ¢. 7, ve kterém je zahrnuto 78 genotypul. Jsou to argentinské, uruguayské a
americké olejné Iny s dobrou odolnosti proti poléhani, velkym modrym kvétem s kruhovitym tvarem
koruny, modrymi prasniky, nitkami a ¢nélkou na bazi, s nepukavymi nebo stfedné pukavymi tobolkami.

Zavér

1.V praci jsou uvedeny postupné kroky ve sméru: analyza pasportnich deskriptorti — analyza popisnych
deskriptort — obrazova analyza — identifikace duplikaci — shlukova analyza , vedouci k ziskani
vstupnich dat pro redukci ptivodni kolekce rodu Linum a tvorby prototypové core kolekce.

2. Vroce 2004 bylo shlukovou analyzou zhodnoceno prvnich 340 polozek X13, které byly rozdéleny do

40 jedine¢nych shlukd.

Kazdy shluk je charakterizovan pomoci pasportnich a popisnych deskriptort.

Bylo identifikovano 5 duplika¢nich skupin.

5. Ke skutecné redukci kolekce bude pfistoupeno az po dal§i podrobné analyze dat, kterd ziskame
zhodnocenim vynosovych, biologickych charakteristik (rezistence k chorobam) a molekularni analyzy.
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STUDIUM A VYUZITIE DIVORASTUCICH PRIBUZNYCH DRUHOV
RASTLIN
STUDY AND EXPLOITATION OF CROP WILD RELATIVES

Jarmila DROBNA

Crop improvement through plant breeding critically depends on crop genetic resources. Pests, pathogens and climate
evolve and change, so that the need of diverse parental material continually grows. The screening programs aimed at
identifying new sources of resistance and tolerance should include a wide range of wild and improved genetic resources,
including related and unrelated species. Interest in the conservation and use of wild relatives of cultivated plants has
increased considerably in recent years and is recognised as one of the priority activities of the Leipzig Global Plan of
Action. Wild relatives have contributed to the improvement of most crop plants and are used mostly as sources of
desirable genes as well as in research relating to crop improvement.

Key words: crop wild relatives, conservation, exploitation

Uvod

Meniace sa podmienky prostredia a vyraznejsi tlak Skodlivych Ccinitelov, spdsobené klimatickymi
zmenami, si vyzaduju neustale zlepSovanie a §l'achtenie plodin zameranych hlavne na tvorbu odrdd s vyssou
toleranciou k biotickym a abiotickym faktorom. SMALE et al., (2001) uvadzaji, Ze nové odrody su
rezistentné k biologickym stresom v priemere 5 rokov, zatial’ co vyslachtenie novej odrody moze trvat’ 8-11
rokov. Skodcovia, patogény a klima sa vyvijaju a menia, ¢im vznika potreba ziskavat’ stale nové §lachtitel'ské
materidly a genetické zdroje so ziaducimi znakmi.

Vyznamnym zdrojom novych génov a vlastnosti si materidly uchovavané v génovych bankach. Tieto su
kategorizované na §lachtené odrody, krajové odrody, divorastice pribuzné druhy a §lachtitel'ské materialy.
Srachtené odrody sa vyuzivaju ako vychodiskovy material zv1ast pri tvorbe vysokourodnych odrod s lepsimi
kvalitativnymi vlastnostami. Krajové odrody, prisposobené nepriaznivym podmienkam prostredia
a divorastiice druhy su v §lachteni oznacované ako zdroj rezistencie k chorobam a Skodcom a tolerancie
k nepriaznivym abiotickym faktorom.

Pri vyuzivani divorastucich druhov konvencnym slachtenim vznikaji praktické problémy sposobené
bariérami medzi genetickym materidlom. VSeobecne je potrebné vynalozit' znacné usilie pri transformacii
vhodnych génov do finalnej odrody, vyzaduju sa cytologické expertizy a uchovavanie embryi. Pre priame
krizenie st vhodné len niektoré pribuzné druhy, patriace do primarneho genofondu.

Prieskum u uzivatel'ov kolekcie pSenice U.S. NPGS ukazal, ze krajové odrody a divorastice pribuzné
druhy predstavovali len malé percento materialov pouzitych do krizenia, pricom viac boli vyhl'adavané pre
znaky rezistencie ako pre trodovy potencial (SMALE et al., 2001). Naproti tomu KULESOV (cit. TAYLOR
a QUESENBERRY, 1996) uvadza na vzorke 54 ruskych odrod d’ateliny lucnej, ze az 68,5 % z nich vzniklo z
krajovych odrdd, 9,2 % z divorastacich populacii, 16,6 % zo starych ruskych odrod a 5,5 % bolo
vyslachtenych zo zahraniénych odrdd.

Zaujem o uchovavanie divorastacich pribuznych druhov pestovanych plodin v poslednych rokoch
vyznamne vzrastol. Pribuzné divorastice druhy prispeli k zlepSeniu viacerych plodin asu v §lachteni
a vyskume vyuzivané ako zdroj vhodnych génov. Vzhladom na rozSirujuce sa informacie o génoch
kontrolujucich prospesné znaky pri divorasticich druhoch, zdokonalené metoédy krizenia druhov z réznych
genofondov, pokroky v molekularnych metddach azvySujici sa pocet poloziek divorastucich druhov
v génovych bankidch sa ocakdva, ze vyuzivanie divorastucich pribuznych druhov v §lachtitel'skych
programoch sa bude neustéle zvySovat (HAJJAR, HODGKIN, 2005).

Na medzinarodnej konferencii venovanej uchovavaniu a vyuzivaniu divorastiicich pribuznych druhov
pestovanych plodin, ktora sa konala v septembri 2005 na Sicilii, bolo prezentovanych viacero prispevkov
s touto problematikou. SCHOLZ et al. (2005) vyuzili ako potencialny zdroj novych génov pre slachtenie
jaémena divorastuci druh Hordeum bulbosum L., ktory ma mnozstvo uzito¢nych vlastnosti vratane rezistencie
k biotickym a abiotickym stresom. Bariéry v krizeni medzi H. bulbosum a H. vulgare boli prekonané vyuzitim
embryonalnych technik. Do pestované¢ho ja¢mena boli transformované gény rezistencie k BYDV, hrdzi
a mic¢natke. Divorastiuca dvojzrnova psenica, Triticum turgidum ssp. dicoccoides a diploidné druhy Aegilops
su vyznamnym zdrojom rezistencie k roznym chorobam psenice. Prenos génov z tychto divorasticich obilnin
do pestovanej pSenice zavisi od ich pribuznosti k pSenici. Aegilops sharonensis je blizky pribuzny druh
pSenice a potencialny donor uzitocnych génov pre jej zlepSenie. Hodnotenim 60 populécii bola pri niektorych
zistena vysoka frekvencia rezistencie k hrdzi listovej a hrdzi plevovej (EZRATI et al., 2005). LINGA et al.,
(2005) zistili vysoku genetickd variabilitu medzi odrodami cicera a ich divorastacimi pribuznymi druhmi,
ktora moze byt efektivne vyuzitd pre genetické mapovanie krizencov medzi odrodami a divorastucimi
druhmi a na introgresiu rezistencie k chorobam a Skodcom do pestovanych genotypov.

Eurdpsky kontinent je bohaty na divorastuci genofond mnohych druhov rastlin vratane obilnin, strukovin,
ovocnych drevin, zeleniny, aromatickych a lieivych rastlin, krmovin atd. Floéra Eurdpy a oblasti
Stredozemného mora predstavuje zo 77 % divorastiice pribuzné druhy a iné vyuzivané druhy, to znamena ze
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tri §tvrtiny rastlinnych druhov v regidne ma pre ludstvo sucasné alebo potencidlne vyuzitie. Heywood
a Zohary zostavili Katalog divorasticich pribuznych druhov pestovanych plodin pochadzajucich z Eurépy,
ktory poskytuje prehlad divorastiicich genetickych zdrojov. V katalogu su spomenuté druhy a poddruhy
patriace ku skupinam pestovanych plodin, ktoré rastd v Eurdpe a maji na tomto kontinente divorastuce
pribuzné druhy. Celkovy pocet ekonomicky vyznamnych divorasticich pribuznych druhov uverejnenych
v katalogu predstavuje viac ako 200 taxénov (HEYWOOD, 1999).

Viaceré odrody trav a krmovin pochadzajii z povodnych divych foriem. Prikladom je i ¢eska odroda
ranostaja pestrého Eroza, ktora bola vy§lachtena vo VUP Troubsko z divej flory s naslednym vyberom.
CROCHEMORE a kol. (1998) uvadzaji, ze divé populacie Medicago sativa a M. falcata reprezentuju
obrovsky rezervoar variability pre buduce $lachtenie tychto druhov.

Taktiez rod Trifolium sa vyznacuje velkou druhovou variabilitou, ktora je dosial’ v §l'achtitel’'skej praci
velmi malo vyuzivana. Divorastuce dateliny sa vyznaCuju dlhSou trvacnostou ako kultirne a su
zimuvzdornejsie. ANIKEJENKO (cit. MUCHINA a STANKEVIC, 1993) zistil, Ze skoré divorastice formy
boli v porovnani so skorymi kultirnymi formami charakteristické vys$S§im obsahom suSiny, bielkovin,
vlakniny a vapnika. Pre medzidruhovi hybridizaciu s d’atelinou Ii¢nou by sa mohli vyuzit' z viacro¢nych
druhov Trifolium medium a Trifolium alpestre. Podla MERKERA (cit. CAPURIN, 1989) bol takouto
hybridizaciou ziskany vychodiskovy material, vyznacujuci sa vysokou zimuvzdornostou, trvacnostou
a stabilne vysokou trodou zelenej hmoty.

V ramci §tadia genetickych zdrojov krmovin boli v rokoch 2002-2005 na experimentalnej stanici VURV
Piestany hodnotené divorastice populacie d’ateliny lucnej (Trifolium pratense L.) a lucerny siatej (Medicago
sativa L.). Divorastice populdcie d’ateliny lucnej boli charakteristické rozlozitym tvarom trsu a ten$imi
plazivymi bylami, pricom tento habitus bol spojeny s vy$§im percentom prezivajucich rastlin v roku sejby
(DROBNA, 2005). Hodnotenim divorasticich populacii lucerny siatej sa ukazalo, Ze viaceré genotypy sa
vyznacovali dobrym trodovym potencidlom, ale najvyraznejSie rozdiely v porovnani s kontrolnymi odrodami
sa prejavili v celkovom zdravotnom stave a percente preZivajiicich rastlin (DROBNA, HAUPTVOGEL,
2005).

Zaver

Potreba uchovéavania a trvalého vyuzivania divorastucich pribuznych druhov pestovanych plodin je
zdoraznend Dohovorom o biologickej diverzite, Agendou 21, Globalnym planom akcii a inymi rozhodujucimi
medzindrodnymi dokumentmi. Medzinarodné aktivity a iniciativy v oblasti divorastucich pribuznych druhov
smeruji k propagacii vyznamu divorasticich druhov so spolocensko-ekonomickou hodnotou, k vytvoreniu
informacného systému a prehl'adu o uchovavanych druhoch, snahou je vybudovat’” monitoring ohrozenych
druhov. Délezitym cielom je zhodnotit a vytvorit' Standardné metddy pre in situ a ex situ uchovavanie
a posilnit’ vyuzivanie divorastiicich a menej vyuzivanych druhov rastlin.
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PODMIENKY POUZITIA ANALYZY ROZPTYLU V HODNOTENI
GENETICKYCH ZDROJOV JACMENA
EVALUATION OF CRITERIAS IN ANALYSIS OF VARIANCE OF THE BARLEY
GENETIC RESOURCES

Maria ZAKOVA - Michaela BENKOVA

Analysis variance is the most widespread method of evaluation in genetic resources. This paper should facilitate and help
the decision for the correct use of the analysis of variance and describes possibilities for its application for evaluation of
barley genetic resources. Analyses were obtained by Statgraphic and SPSS program. We analysed yield, plant height,
weigh of 1000 grains, vegetation period-sowing/full maturity, lodging, resistance of diseases (Pyrenophora teres and
Blumeria graminis).

Key words: analysis variance, covariance analysis, barley, genetic resources, Hordeum vulgare

Uvod

Analyza rozptylu (AR), definovand Fisherom sa povazuje za univerzdlnu metodu pre Statistické
hodnotenie a zobecnenie vysledkov polnych pokusov (1). AvSak zdanlivo jednoznacné rieSenie, ktoré
poskytuje Statisticky software, ako hovoria spomenuti autori, moze priniest’ aj isté rozpaky pri ziskani
spolahlivych vysledkov. Pri hodnoteni pokusov analyzou rozptylu je délezitym predpokladom okrem
normalneho rozdelenia aj homogenita rozptylov vo vybranych stboroch. Vlastnému vypoctu by preto malo
predchadzat’ testovanie tychto podmienok. Cielom prace bolo Statisticky zhodnotit’ a posudit’ podmienky
pouzitia AR pri hodnoteni genetickych zdrojov jaCmeiia.

Metoda

Sledovany stbor pozostaval zo 106 genetickych zdrojov jacmena slovenského a ¢eského povodu, ktoré boli
rozdelené do 6 obdobi (s réznym poétom odrdd) v zavislosti od vzniku odrody (1900-2002). Hodnotili sme
znaky uroda, vyska rastliny, vegetacna doba (VDOB), hmotnost’ 1000 zin (HTZ), odolnost’ vo¢i poliehaniu,
mucnatke travovej a hnedej $kvrnitosti jaémefia pocas rokov 2003-2005. Statistickt analyzu sme uskutoénili
Statgraphicom a SPSS.

Vysledky a diskusia

Na sledovanie homogenity rozptylov sme pouzili Bartlettov test. Podl'a vysledku testu nebola zamietnuta
nulova hypotéza H, o nepreukazne rozdielnych hodnotach rozptylov pri HTZ, VDOB a odolnosti voci
mucnatke travovej (B. graminis), tab.1, teda podmienka bezchybného podrobnejSicho vyhodnotenia analyzy
rozptylu je splnend pre hodnoty v jednotlivych obdobiach vo vyske, urode, polichani a odolnosti voci hnedej
Skvrnitosti jaémena (P. teres).

Tabul’ka 1: Vysledok Bartlettovho testu o rovnosti rozptylov v sledovanych znakoch pre jednotlivé
obdobia

znaky Bartlettov test A
HTZ 1,00023 0,9999
VDOB 1,02237 0.2329
vyska 1,0512 0,008
uroda 1,0723 0,0006
odolnost’ voci poliehaniu 1,10544 0,0000
odolnost’ voéi B.graminis 1,00837 0,7662
odolnost’ voéi P.teres 1,08568 0,0001

Testovanie normality ukdzalo, ze data odolnosti vo¢i polichaniu a P. teres nevykazuju normalne
rozdelenie a preto sa pouzitie analyzy variancie nedoporucuje. Vhodnou metédou je Kruskal-Wallisov test,
ktory potvrdil Statisticky preukazné rozdiely medzi jednotlivymi obdobiami v obidvoch znakoch. Na zaklade
vysledkov sme postupovali d’alej vo vypoctoch a AR aplikovali len na znaky troda a vyska rastliny.

Tabul’ka 2: Priemerné §tvorce , F hodnoty a stupne vol’nosti z analyzy rozptylu pre drodu a vySku

zdroj d.f. Uroda vyska
premenlivosti MS F test MS F test
rok 2 131.86942 155.127** 43941.06 10.661%*
obdobie 5 44.86942 51.971%* 321391.63 77.973%*
obdobie x rok 10 3.5156048 4.136%* 5619.0853 1.363
chyba 300 0.8500726 4121.8419

** Statisticky vyznamné, hladina vyznamnosti 0=0.01
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Z tabulky ¢.2. vidime, Ze v Grodach a vo vyske su vyznamné rozdiely v jednotlivych rokoch a obdobiach.
Dalej, ze hladina vyznamnosti interakcie roky a obdobia pre urodu je 0,0001 (mensie ako 0,05), takze mozeme
povedat’, Ze medzi tymito dvoma faktormi existuje uréita interakcia, obr. 1.
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Obr. 1: Interakcie premennej irody pre rok a obdobie

Mnohondsobné porovnanie priemerov obdobi v znakoch uroda a vyska

Pre podrobnejsie vyhodnotenie analyzy rozptylu, pre mnohonasobné porovnanie priemerov ndm Statgraphic
pontka nickol’ko metdd, ktoré sa vyznacuju rozdielnou tzv. ,silou testu®, to znamena rozdielnou hodnotou
vypoctu minimalnej preukaznej diferencie. V podstate zavisi na nas, pre ktord metéodu sa rozhodneme, ¢i
chceme dosiahnut’ vacsi pocet preukaznych rozdielov medzi priemermi alebo zvolime prisnej$iu metodu. Su to
LSD metoda, Tukeyova, Sheffeho a Bonferroniho metoda, tab.3. Z pontikanych moznosti sme si zvolili stredna
hodnotu diferencie, Tukeyov test, tab.4.

Tabul’ka 3: Hodnoty minimélnej preukaznej diferencie d pre irodu medzi priemermi I. a I'V. obdobia

metdda d hodnota pre 0=0,05 d hodnota pre 0=0,01
LSD 2,134 2,81155
Tukey 3,11025 3,6818
Bonferroni 3,20878 3,72881
Sheffe 3,63235 4,25399
Tabul’ka 4: Homogénne skupiny trod a vysky rastliny jednotlivych obdobi GZR ja¢meiia, Tukeyov test
Uroda vyska
obdobie priemer homogénne skupiny priemer homogénne skupiny
L. 4.8214286 X 891.76190 XX
11. 4.9000000 X 916.71795 X
1. 5.1810417 X 878.81250 XX
IV. 6.0716667 X 859.83333 X
V. 6.5735088 XX 790.91228 X
VL 6.7750926 X 735.36111 X

Vidime, ze pre jednotlivé obdobia su vyznamné rozdiely v urode odrdd, ako aj vo vyske rastlin, ze skupiny

z obdobi L-III. vykazuju men$iu Urodu ako odrody zo skupin IV.-VI. Medzi skupinami I.- III. nie su
Statisticky preukazné rozdiely v urode, tak ako aj medzi skupinami z obdobia IV.-V. a V.-VI. Skupiny
z obdobi L-III. maju vyssie rastliny ako odrody zo skupin IV.-VI. Skupina odrdd z obdobia IV. je akoby

medznikom medzi nimi, je Statisticky odli$na od odrdd starSicho (I.-I11.), ako aj novsieho (V.-VI.) obdobia.

Zaver

Pri spracovani genotypov jarného jacmena sme poukdzali na niektoré aspekty, ktoré si dolezité pri pouziti
analyzy rozptylu a hodnoteni vysledkov. Pre dalSie spracovanie tychto dat doporuCujeme viacrozmerné
Statistické metddy, ako napr. PCA analyzu, zhlukovi analyzu, pripadne faktorovi, kde moézeme zobrazit' aj
akési priestorové usporiadanie genotypov.
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CHARAKTERIZACIA GENOTYPOV JACMENA VIACROZMERNOU
ANALYZOU
MULTIVARIATION CHARACTERIZATION ON SPRING BARLEY
GENOTYPES

Michaela BENKOVA - Maria ZAKOVA — Jozef GUBIS

On experimental basis of RIPP in 2003-2005 a set of 106 spring barley genetic resources of Slovak origin and former
Czechoslovakia origin was tested for characterization variability. The tested trait (vegetation period, plant height, 1000
grains weight, yield in t. ha” and resistance to lodging, resistance to Blumeria graminis and Pyrenophora teres) were
evaluated using multivariate methods by variances and PCA analyses. Relations between the traits and characteristics
were expressed in correlation coefficients. The variance analysis showed on strong effect of the year and genotypes on
traits. PCA analysis with the selected morphological and agronomic data revealed the existence of genetic variability
among spring barley accessions. PCA analysis with five selected characters classified the accessions into two big groups
and one small group. Study of matrix interrelationship between different variables showed that 1000 grains weight is
greatly correlated to vegetation period and resistance to lodging to resistance to Blumeria graminis. Negative dependence
was also found between the yield and weight of 1000 grains and plant height.

Key words: Hordeum vulgare, spring barley, variance, correlation, PCA analysis

Uvod

Hodnotenie fenotypovej variability je prinosom pre stcasné moderné S$lachtenie jaCmena. Porovnanie
starSich a sGi¢asnych odrod jarného jaémena z pohladu vybranych agro-morfologickych znakov ndm moze
poskytniit’ obraz o trende vyvoja jarného jaémena na naSom Uzemi za urCité Casové obdobie. Analyza
variancie aa analyza hlavnych komponentov s vybranymi agro-morfologickymi znakmi poukazuje na
existenciu variability medzi genotypmi. Cielom prace bola charakterizacia vybranych agro-morfologickych
znakov stéasného a historického jarného ja¢mena ceskoslovenského, ceského a slovenského pdvodu
pouzitim viacrozmernych Statistickych analyz.

Material a metody

Pokusnym stanovistom hodnoteného genofondu jarného ja¢mena bolo v roku 2003 pokusné pole v areali
VURYV Piestany a v roku 2004 a 2005 lokalita Borovce. Zhromazdeny subor 106 genotypov jarného jaémena
sme rozdelili do ¢asovych obdobi vyvoja selekcie jaCmenia, ktoré boli ovplyvnené rozhodujucimi donormi
(LEKES, 1997): genotypy z rokov 1900-1926 (krajové hanicke populécie) s postom 14; genotypy z rokov
1933 - 38 (obdobie Valtického jacmena) — 13; genotypy z rokov 1946 - 1964 (odrody vzniknuté po roku 1946)
— 16; genotypy z rokov 1965 - 1971 (obdobie Diamantu) — 8; genotypy z rokov 1972 - 1985 (Diamantova rada)
— 19 a genotypy z rokov 1986 - doteraz (kratkosteblové odrody), s poctom 36. Stibor genotypov bol vysiaty
v rokoch 2003-2004 do maloparcelkovych pokusov, vtroch opakovaniach v znahodnenych blokoch na
parcelky velkosti 2,5 m’. Hodnotil sa zhladiska 7 agro-morfologickych znakov a vlastnosti podla
prislusného klasifikatora (IPGRI, 1994): vyska rastliny (mm), hmotnost’ 1000 zin (HTZ) v g, vegetacna doba
(VDOB)-dni, tiroda v t.ha™'a odolnost’ voéi poliehaniu (9-1 bod), odolnost’ vo&i mucénatke travovej (Blumeria
graminis) a odolnost voc€i hnedej Skvrnitosti (Pyrenophora teres).  Vysledky boli zhodnotené
viacrozmernymi Statistickymi analyzami, ktoré st stcastou Statistickych balikov SPSS a STATGRAPHIC.
Jednym z hlavnych cielov analyzy PCA je redukcia pdvodného viacrozmerného priestoru pozorovani do
priestorov hlavnych komponentov menSej dimenzie tak, aby nedoSlo k podstatnej strate informacie
o celkovom rozptyle premennych. Hlavné komponenty moézu slizit na podrobnejSiu analyzu Struktary
vzt'ahov medzi pozorovanymi premennymi.

Vysledky a diskusia

Variabilitu agro-morfologickych znakov a vlastnosti sme sledovali v celom stbore, ako aj v ramci
jednotlivych obdobi vzniku. Analyza rozptylu celého suboru ukazala vysokopreukazny vplyv genotypu a
ro¢nika na vietky sledované znaky (tab.1). Rok 2003 bol velmi suchy, ¢o sa prejavilo na prediZeni vegetaénej
doby a vel'mi nizkej urode vsetkych skusanych genotypov. Pokus musel byt zavlaZzovany, ¢o napomohlo
k ziskaniu dostato¢nej hmotnosti 1000 zin, ktora bola zo vsetkych hodnotenych rokov najvyssia. V roku 2004
boli v ¢ase vzchadzania vysoké zrazky, ktoré vystriedalo opét’ sucho. Tento stav trval az do zaciatku mliecnej
zrelosti, kedy zrazky a teploty zodpovedali normalu. Tento rok bol vhodnejsi pre pestovanie jaCmena, ¢o sa
prejavilo aj na vysSej Urode a lepsej odolnosti voc¢i chorobam. V roku 2005 vysoké zrazky v ¢ase vzchadzania
zabezpecili rychly rast listovej hmoty. Suché a teplé obdobie v mesiaci maj a jun spdsobilo urychlenie
kvitnutia a dozrievania, ¢oho nasledkom bolo skratenie vegetac¢nej doby pri vSetkych genotypoch.

Korela¢nou analyzou sme zistili priamu stredne silnti zavislost medzi znakmi HTZ a vegetacna doba,
odolnost” voci poliehaniu a odolnost’ vo¢i mucnatke. Nepriama stredne silna zavislost bola zistend medzi
znakmi uroda a HTZ, ako aj medzi urodou a vyskou rastliny (tab.2).
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Tabulka 1: Anal):rza variancie pre vybrané agro-morfologick Tabulka 2: Vybrané korela¢né koeficienty medzi hodnotenymi znakmi siboru
znaky a vlastnosti

F-test HTZ Veget. Vyska Uroda Polie Odol.

Znaky Genotyp Roky doba rastliny hanie vmoucél
Dizka vegetagnej doby (dni) 1,804** 211,24** (2) (dni) (mm) (tha-1) | (9-1b) (9-1b)
Vyska rastliny (mm) 6,505** 12,66** Veg. doba 0,38**

Vyska rastliny -0,02 0,16**

EES EES -

HTZ (g) 2,804 628,03 Uroda 0447 [-026% | 0.38%*
Uroda (t.ha™) 3,862%* 232,39** Poliehanie 0,41%* [ -0,15%* [-034** [-0,03
Polichanie (9-1 bod) 1,802 134,46%* Odolnost’ voci 0,51** 0,25%* -0,12% -0,06 0,29%*

mucnatke

N ~ sk *k
Ménatka (9-1bod) 3,534 93,06 Odolnost vo&si | 0.15%* _[039%* | 026™ | 0,14 |-030"* | 0,03
Hnedé skvrnitost’ (9-1bod) 1,733** 85,16%* hnedej Skvrnitosti
Vyznamnost™: *=p < 0,05, ¥**=p < 0,01 Vyznamnost”: *=p < 0,05, **=p <0,01

Analyzou PCA sme zistili, ze variabilita aznakov a vlastnosti celého siiboru je ststredena do troch
komponentov, ktoré tvoria

Obr. 1:Rozmiestnenie 106 sledovanych genotypov na prvych dvoch hlavnych 72,67% celkovej
komponentoch Varlablllty Podobné
s vysledky sledovania

variability agro-

5 morfologickych  znakov

jatmena PCA analyzou

. dosiahol ATANASSOV

(2001). Z obr. ¢.1 vidime,

o ze sledovand  skupina

odrod sa rozdelila

hlavnymi dvoma

komponentami na zaklade
podobnosti na dve velké
skupiny,  ktoré  tvoria
odrody zobdobia [L.-III.
(povod  genotypov Vv
rokoch 1900-1964) a V.-
VI. (pévod genotypov
v rokoch 1972-2002).
Skupina IV. je akymsi medznikom medzi tymito skupinami. Toto IV.obdobie tzv. obdobie vzniku Diamantu,
sa 1iSi od ostatnych v znakoch uroda zrna, vyska rastliny a odolnost’ vo¢i poliehaniu, ktord samozrejme suvisi
s vyskou rastliny. Vyska rastliny v IV. skupine je podobna vyskam rastliny genotypov zoskupenych do
skupiny L.-II1., avSak v trode je to naopak, hodnotami sa priblizuje k obdobiam V.-VI. Suvisi to so zameranim
Slachtenia na vysoku produktivnost’ odrdd ja¢meiia, ktoré ovplyvnilo vytvorenie a povolenie odrody
,Diamant”. Samozrejme, Ze rozdelenie nie je 100%, lebo niektoré odrody z treticho obdobia, ako Diosecky
Sprinter, Slovensky kvalitny, Bohatyr, Celechovicky Hanacky, BraniSovicky vynosny a Ekoném sa zaradili
svojimi hodnotami do druhej skupiny, ¢o sposobili vykyvy v niektorych znakoch, individualne vyssia Groda
v porovnani s celkovym priemerom prvej skupiny, alebo niZSia rastlina, pripadne vyssie HTZ. Zaujimavu
skupinu tvorili genotypy, ktoré sa vymykali zusporiadania vsetkych skupin aboli roztrasené mimo
zoskupenia. Boli to genotypy: Ekonom, Merkur a Diosecky Sprinter vzniknuté v trefom obdobi, Opal
a Koral z piateho obdobia a Novum zo Siesteho obdobia. Tieto genotypy sa lisili od vSetkych nestalou trodou,
vegetacnou dobou a HTZ, zrejme ovplyvnenou klimatickymi pomermi v skasanych rokoch.

componenta 1

Zaver

Analyza hlavnych komponentov s vybranymi agro-morfologickymi znakmi poukazala na existenciu
vel'kej variability medzi genotypmi. PCA analyza s 5 sledovanymi znakmi, klasifikovala genotypy do dvoch
skupin, ktoré odpovedaju skupinam genotypov z obdobia I.-I1I. a z obdobia V.-VI.
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UCINOK OSMOTICKEHO STRESU NA RAST A VYVIN KLICIACICH SEMIEN
VYBRANYCH KULTIVAROV SOJE FAZULOVEJ (Glycine max. (L.) Merr.)
EFFECT OF OSMOTIC STRESS ON GROWTH AND DEVELOPMENT OF
SEEDLING OF SELECTED CULTIVATES OF SOYBEAN (Glycine max. (L.)

Merr.)

Angelika FILOVA — Marian BRESTIC — Miroslav DOBRODENKA — Jozef STEFANKA

In laboratory hydroponic conditions with soybean genotypes the juvenile plants in phase V1 1. nodus first leaves were
tested for their physiological responses to osmotic stress evoked by blocking the water uptake in roots by
polyethylenglycol (PEG-6000). Results from the measurements relative water content, from accumulation proline in
leaves and stem elongation rates show dominant role of metabolic changes signalization drought. The stress factor
limited the growth of juvenile plants, especially content of water, free and dry weight. Osmotic stress caused fiee prolin
accumulation in yang leaves. Between genotypes statistically significant differences were found. The use of model
conditions allowed the elucidation of the tested responses. Maintenance of water content and turgor in the leaf tissues
resulted from expression of morphological and physiological mechanisms of resistance and tolerance to drought
different from that in mature plants which might be useful in the screening genotypes with different level of drought
tolerance.

Key words: osmotic stress, soybean, polyethylenglycol, drought resistance, proline

Uvod

Pri suc¢asnom trende klimatickych zmien a ich nasledkoch na Zivé organizmy sa zamysl'ame nad typmi
rastlin ,,budicnosti®, s vlastnostami, ktoré im umoznia odoldvat environmentilnym zmenam najmai
zasoleniu pddy, suchu aextrémnym teplotdm. Prave tieto stresy su odlisné od vsetkych ostatnych
abiotickych stresov tym, ze kazdy je elicitorom Specifickych odpovedi rastlin, ale zaroven aktivuje aj
niektoré vSeobecné reakcie. V sucasnosti sa objavujii molekulové zdklady odolnosti voci abiotickym stresom
(ZHU, 2001; HASEGAWA et al., 2000). Objavuju sa prace, ktoré indukuju potrebu hodnotenia vlastnosti
transgénnych rastlin z hl'adiska ich fyziologickych a metabolickych vlastnosti vratane ich produkénej
vykonnosti. To je vyzva pre rastlinnych fyziolégov a biochemikov, ktori musia najst’ selekéné kritéria pre
hodnotenie rozdielov, identifikovat’ relativne andhodné znaky. Hladaji sa moznosti hodnotenia
genotypovych rozdielov vo vlastnostiach, ktoré maju tesny vztah k vysSej efektivnosti vyuzitia vody uz v
skorych rastovych stadiach.

Cielom prace bolo charakterizovat’ aktivitu rastu mladych kli¢iacich rastlin pri osmotickom blokovani
prijmu vody polyetylénglykolom v Zivnom roztoku v hydropénii a determinovat’ fyziologické ukazovatele a
ich pouzitelnost ako rychleho skriningového kritéria pre hodnotenie suchovzdornosti genotypov.

Material a metody

Nasu pracu sme uskutocnili s 5 genotypmi sdje fazulovej cv. KRAJINKA (Juhoslavia), cv. VISION, cv
KORADA (Kanada), cv. HS098 a cv. HS105 (Slovensko) v laboratérnych hydroponickych podmienkach.
Kli¢enie semien anasledna kultivacia prebiehala v Reyd - Yorkovom zivnom roztoku, v $pecialne
upravenych 1 1 nadobach po 5 kli¢iacich rastlinich v 9 opakovaniach, pri oZiareni 120 pmol.m?s™
fotosynteticky aktivnej radiacie, 12 hodinovej fotoperidde, s priemernymi dennymi a no¢nymi teplotami
24/18°C a s priemernou vlhkostou vzduchu 45%. Testované boli mladé rastliny s podobnymi
morfologickymi parametrami vo fenofaize V1 l.ndéda vyvinutych prvych pravych nedelenych listov
prenesenim do 300 ml kultivacnych Erlenmayerovych baniek. Pre simulovanie blokovania prijmu vody bol
do koreniového prostredia aplikovany roztok polyetylénglykolu (PEG-6000) s koncentraciou 5, 10, and 15
%. Merania boli realizované po 1-24-48 hodin po aplikacii roztoku, kedy bola meranad retard4cia
predlzovacieho rastu stoniek (LER) ako prirastok v mm.hod.! . Stav vody v listoch sa zistoval
gravimetricky z Cerstvej, saturovanej a suchej hmotnosti segmentov listov a kalkuloval sa podl'a vztahu:
%RWC =100 - (SW- FW / SW - DW), kde SW je hmotnost vzorky po nasyteni, FW hmotnost’ ¢erstvej
vzorky, DW hmotnost susiny.

Paralelne s obsahom vody bol merany obsah vol'ného prolinu, ktory bol stanoveny kolorimetricky podl'a
BATES et al.(1973) vyjadreny v pmol.g”' FW .

Vysledky a diskusia

Vplyv vodného stresu na funkéné prejavy rastlin nie je mozné Studovat’ v prirodzenych podmienkach.
Jednym z prostredi, kde mézeme navodit’ osmoticky stres je hydropdnia, napriklad blokovanim prijmu vody
pridanim osmotik do zivného roztoku. Polyetylénglykol (PEG) je osmotikum, synteticka latka rozpustna vo
vode s vel’kou molekulovou hmotnost'ou, ktora je len tazko prijimana korefimi rastlin. Preto jeho pridanie
do korenového prostredia intaktnych fotosyntetizujicich rastlin spdsobuje zablokovanie prijmu vody.
Aplikécia réznych koncentracii PEG simuluje intenzitu vodného stresu. Reakciu na PEG mozno povazovat
za rychlu hydraulicka signalizaciu o znizenej pristupnosti vody, nakol’ko uz od prvych momentov jeho
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posobenia sa prijem vody do rastliny znizuje az zastavuje. Na rozdiel od pédneho sucha PEG ucinkuje na
celi korenovu sustavu homogénne, bez moznosti Gniku zo stresu, resp. metabolickej upravy, napr.
biosyntézy prolinu.

Pri hodnoteni G¢inkov vodného stresu na kliiace rastliny sdje vychadzame z predpokladu, Ze odpovede
rastlin sa budu tykat' predovSetkym inhibicie rastu a inhibicie akumulacie suSiny ako nasledku redukcie
vyuzitia vody, redukcie obsahu vody v organoch a zmeny hydratacie. V literatiire sa uvadzaju aj zmeny na
metabolickej urovni, ako je napr. tvorba osmoprotektantov, latok znizujicich vodny potencial bunkového
roztoku (¢o moze zvysit’ potencialny prijem vody).

Sledovanie fyziologickych ukazovatelov 5 odrdd sdje fazulovej potvrdilo rozdiely v ich zékladnych
ukazovatel'och a to v obsahu vody, Cerstvej a suchej hmotnosti. Signifikantné rozdiely boli medzi odrodami
HS098 a VISION nepreukazné medzi HS105 a KRAJINKA, KORADA a HS 098. Ako je vidiet stresovy
faktor pritomny v zivnom roztoku (PEG) ovplyvnil obsah vody v rastlinnych organoch v zavislosti na
odrode rozdielne. Prejavila sa najmi rozdielna vodoudrzujiuca schopnost, ked” v rovnakych podmienkach
znizili obsah vody najvyraznejSie juvenilné rastliny soje genotypu KRAJINKA (-12,3%), HS105 a HS098 (-
10,6 % a -9,9%), najmenej kanadské odrody KORADA a VISION (-5,3 a —2,7%).

Rovnako sa potvrdila vyrazna genotypove podmienena reakcia vraste. Na zaklade Statistického
hodnotenia je preukazny rozdiel v dizke stoniek medzi genotypmi VISION — HS098, VISION- KRAJINKA,
VISION — KORADA, HS098 — KORADA, a HS105 — KRAJINKA. Inhibi¢ny u¢inok vodného stresu sa
najvyraznejSie prejavil pri genotype KRAJINKA, HS105, HS098, KORADA anajmenej priodrode
VISION. Genotypovo rozdielnu reakciu sme zistili v akumuléacii suchej hmoty, ktora vyrazne klesala
pri odrode KRAJINKA, HS098, KORADA, HS105 anapokon VISION. Za vyznamny determinacny znak
tolerancie druhu voci suchu sa povazuje akumulédcia volného prolinu, ktorého obsah sa pri dehydratacii
zvySuje niekol’kondsobne. ZvySent akumulaciu prolinu povazuju niektori autori za adaptacnt reakciu rastlin
(LEWITT, 1980; BANDURSKA, 1991; BRESTIC, OLSOVSKA, 2001). Z nagich experimentov vyplyva, Ze
vodny stres vyrazne ovplyvnil akumulaciu volného prolinu oproti kontrolnym vzorkam. Preukaznost
rozdielov sme potvrdili medzi VISION — HS098, VISION — HS105, VISION — KRAJINKA a HS098-
KRAJINKA. Deficit vody sposobil teda vyznamné modifikacie a signifikantné rozdiely vo fyziologickych
a biochemickych ukazovatel'och skimanych genotypov séje.

Adaptacny potencial mladych rastlin je tazsie determinovat’ ako pri dospelych rastlinach. Ich testovanie
vSak moze priniest’ nové informacie o skiimanom biologickom materiale. Mladé intenzivne rastice rastliny
reaguju na vodny deficit odliSnym spésobom v porovnani s dospelymi. Realizuji mensi pocet mechanizmov
a vlastnosti, ktoré st sucast’ou adaptacného potencialu genotypu.
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ULOHA PROLINU V OCHRANE BIOLOGICKYCH PROCESOV RASTLIN
POCAS STRESU
THE ROLE OF PROLINE IN PROTECTION OF PLANT BIOLOGICAL
PROCESSES UNDER STRESS CONDITION

Marek KOVAR — Miriam KADASI-HORAKOVA

Many organisms, including higher plants, accumulate free proline in response to environmental stress. Although various
studies have focused on the ability of proline as a compatible osmolyte involved in osmotic adjustment, its specific role
in stress protection is still unclear. In this brief study we indicate that proline accumulation is not just an osmoprotectant
in stressed plants but has a unique functions in protection key biological processes as well as primary photochemical
reaction, lipid bilayer membrane stabilisation, scavenger of free radicals and even as a source of energy, carbon and
reverse nitrogen in poststress recovery.

Key words: proline, osmotic adjustment, photochemistry, membrane stability, environmental stress

Uvod

Environmentalne stresové situacie su dolezitymi faktormi limitujicimi distribuciu rastlin a ich produktivitu.
Rastliny st do urcitej miery schopné tolerovat’ G¢inok jednotlivych environmentalnych faktorov prostrednictvom
prisposobenia svojich metabolickych procesov (HANSON, HITZ, 1982). Evoluc¢ne si osvojili cely rad
kratkodobych, ako aj dlhodobych stratégii, ktorych ulohou je udrzat’ homeostazu a tak intaktnt Struktiru rastliny.
Adaptacné stratégie si rastlinné bunky realizujii simultanne alebo postupne. V prvom pripade je indukovana
syntéza predtym absentujicich molekil, s novym vlastnostami, potrebnymi pre normalny metabolizmus buniek
pocas stresovych podmienok (napr. stresové proteiny) (BRAY, 1997). V druhom pripade koncentracia
intracelularneho roztoku je optimalizovand akumuldciou nizkomolekularnych organickych komponentov, s
protekénymi a/alebo osmoregulacnymi vlastnostami (HARE et al., 1999), prostrednictvom procesu osmotického
prispésobenia. Ulohou oboch adaptaénych reakcii je vyrieSenie mnohych problémov, ktoré pre bunku prinasaju
stresové podmienky.

Prolin (Pro) predstavuje dominantnt organicki molekulu, ktord sa akumuluje v procese odpovedi rastlin na
stres, ako sucho, zasolenie, sub- a super-optimalnu teplotu, UV-ziarenie atd. Vo vysSich rastlinach je Pro
akumulovany vysledkom de novo syntézy biosyntetickou drahou z glutamatu cez A'-pyrolin-5-karboxylat (P5C)
enzymami P5C syntetaza (P5CS) a P5SC reduktaza (PSCR) (ADAMS, FRANK, 1980).

Predpokladd sa, Zze Pro pocas stresovych podmienok plni tlohy osmoprotektanta (MORGAN, 1992).
V stcasnosti existuju ndznaky, Ze zohrava d’alSie tlohy, napr. ako protektant membranovych Struktir, zdrojom
uhlika a dusika, detoxikacny komponent a pod. (podrobnejsie KUZNETSOV, SHEVYAKOVA, 1998 atam
uvedené citacie).

Ciel'om prace je kvantifikovat’ niektoré unikatne vlastnosti Pro v ochrane biologickych procesov pocas sucha,
ako prispevok k osmotickému prisposobeniu, reguldciu prerozdelovania excitanej energie v primarnych
procesoch fotosyntézy, formovania superoxidovych radikalov a udrzania membranovej stability.

Material a metody

Rastliny jarného ja¢mena (Hordeum vulgare L., cv. Kompakt) boli hydroponicky pestované v Ried-Yorkovej
roztoku v laboratornych podmienkach. Dehydratacia dekapitovaného 3 listu bola indukovand prirodzenou
desikaciou pocas 120 min v laboratornych podmienkach v normalnej atmosfére. Listy pred desikaciou boli
ovplyvnené 60 min inkubaciou v 10 ml roztoku L-prolinu (10, 20, 50 mmol dm™) alebo deionizovanej vode (pH
upravené na pH 7,0).

Relativny obsah vody (RWC, %) bol hodnoteny gravimetricky. Vodny (yyw, MPa) a osmoticky potencial (ys,
MPa) bol merany psychrometricky (Wescor, Logan, Utah, USA). Kapacita pre osmotické prispdsobenie (OA,
MPa) bola kalkulovana podla LUDLOW et al. (1983). Obsah volného prolinu (Pro, pmol g DW) bol stanoveny
podl'a BATES et al. (1973) spektrofotometricky ninhidrinovou metédou. Prispevok prolinu k OA bol hodnoteny
podla MARTIN et al. (1993). Parametre fluorescencie boli merané po 30 min. adaptcii na tmu vyuZzitim
MiniPam (Walz, Nemecko) podla protokolu HORTON, HAGUE (1988) a OXBOROUGH, BAKER (1997).
Membranova stabilita bola merana konduktometricky podl'a TRIPATHY et al. (2000). Izolacia chloroplastov z
ovplyvnenych listov bola uskuto¢nena podla WK et al (1995). Koncentracia chlorofylu bola stanovena podl'a
LICHTENTHALER (1987) a celkovy protein podla BRADFORD (1976). Peroxidécia lipidov bola hodnotend
meranim Urovne malondialdehydu (MDA) spektrofotometricky pri A 532 nm podla HODGES et al. (1999).
Celkova aktivita fotosyntetického elektrontransportného ret'azca bola hodnotena spektrofotometricky pri A 420 nm
podl'a TRIPATHY, MOHANTY (1980) s 1,5 mM ferikyanidom draselnym ako akceptorom elektrénov.

Vysledky a diskusia

Je vSeobecne akceptované, ze pocas environmentdlneho stresu dochadza k indukcii akumulacie Pro
(HANSON, HITZ 1982). V nasich experimentoch 120 min desikécia listu indukovala takmer 12 nasobny narast
koncentracie Pro (z 0,22 na 2,65 pmol g-' listu), pricom RWC poklesol na trovei 69 % a yy kleslo z -0,73 na -
1,54 MPa. Simultanne uskuto¢nenou kvantifikaciou kapacity pre OA sme zistili, Ze desikacia indukovala OA na
uroveil 0,18 MPa. Mnohé literdrne referencie ukazujl, ze Pro pocas sucha je vyznamnym osmoprotektantom,
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schopnym prispiet’ k udrzaniu turgoru bunky (MORGAN, 1992). Nase vysledky vsak ukazali, Ze prispevok Pro k
OA predstavuje len 5,3 %. Ukazuje to na skutocnost’, kapacita pre OA bola vyjadrena hlavne dosledkom
akumulaciou inych osmoticky aktivnych latok, pravdepodobne anorganického povodu, alebo rozpustnych cukrov.
Je potrebné zdoraznit, ze molekula Pro interaguje s jednotlivymi intracelularnymi makromolekulami a pomaha
tak pocas podmienok nizkeho vodného potencialu udrzat’ ich nativnu konformaciu. Tato vlastnost’ je spésobena
vysokou rozpustnostou molekuly Pro vo vode (SCHOBERT, TSCHESCHE, 1978).

Hypotetizuje sa, ze Pro je schopny ochranit’ primarne fotosyntetické reakcie pred stresom indukovanym
poSkodenim. Prvym zistenim bolo, Ze zvySend akumuldcia Pro ochrafiuje kyslik vyvijajici komplex (OEC)
fotosystému 2 (PAPAGEORGIOU et al., 1991). V naSom experimente sme vyuZijuc izolované chloroplasty
z desikovanych listov ovplyvnenych réznou koncentraciou Pro zistili, Ze celkova rychlost’ transportu elektronov
elektrontransportnym retazcom, je prolinom udrzand a je redukovand s poklesom koncentracie Pro. Ukazuje to na
skuto¢nost’, ze Pro je schopny eliminovat’ reaktivne formy O, (ROS) (ALIA et al., 2001), ktorych koncentracia
pocas stresu narastd. Vysledkom akumuldcie ROS je nérast peroxiddcie lipidovych komponentov membran, ¢o
sme pozorovali prostrednictvom akumulacie MDA, pricom exogénna aplikacia Pro signifikantne redukovala
peroxidéaciu. Pritom bolo pozorované, Ze prolin je schopny stabilizovat’ vd’aka svojim fyzikdlnym vlastnostiam
stabilitu fosfolipidovych komponentov biologickej membrany (SARADHI et al.,1995).

UdrZanie stability primarnych reakcii fotosyntézy sa potvrdilo aj kvantifikdciou maximdlnej fotochemicke;j
efektivnosti PSII (Fv/Fm). Desikéacia indukovala 38 % pokles Fv/Fm, pricom aplikacia Pro tento efekt redukovala
(50 mM Pro na aroven 7,3 % redukcie). Pro je spojeny s udrzanim toku excitacnej energie do fotochemickych
procesov, coho vysledkom je vyssia uroven qP a F'v/F’'m pocas desikacie v Pro ovplyvnenych listoch v porovnani
s kontrolnym variantom. Tieto vysledky potvrdzuji pozorovania ALIA et al. (1995), ktori pozorovali zvySenie
stability komplexov tylakoidnej membrany Pro v podmienkach osmotického stresu.

Zaver

Praca sumarizuje poznatky o protekénych tlohach Pro v metabolizme rastlinnej bunky v podmienkach stresu.
Podava niektoré dokazy o priamom prispevku Pro v ochrane primarnych fotochemickych reakcii, o regulécii a
udrzani toku excitacnej energie do fotochemickych procesov atieZz o schopnosti Pro odburavat ROS, ktoré
vznikaju v stresovych situdciach a spdsobuju oxidacné poskodenie, hlavne proteinov a lipidovych komponentov
biologickych membran. Na zaklade tychto skutocnosti je mozné hypotetizovat, Ze prolin neplni v bunke pocas
stresu len osmoprotekéné ulohy, ako sa donedavna predpokladalo, ale jeho fyziologicky vyznamnou vlastnostou
je zapojenie do kaskady dolezitych biologickych reakcii, minimalizujicich metabolicky neziaduci vplyv
stresovych faktorov.
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REGULACIA GAZOMETRICKEJ VYMENY PLYNOV FOLIARNOU
APLIKACIOU POTENCIALNYCH ANTISTRESOVYCH LATOK
GAS-EXCHANGE REGULATION BY PHOLIAR APPLICATION OF
POTENTIAL ANTISTRESS COMPOUNT

Marek KOVAR — Miriam KADASI HORAKOVA — Jozef HUDEC

We analysed the gas-exchange responses in to-harvest rain-fall plants of wheat (Triticum aestivum L., cv. Astella).The
plants were grown in semicontrolled condition and in grain filling phase were exposed intensive rains. For study of
potentially regulation of gas exchange we foliarly applied antistress solution. On the flag leaf we under grain filling
simultaneously monitored the relative water content, water and osmotic potentials, turgor, net CO, assimilation rate,
stomatal conductance and chlorophyll content.

Key words: gas-exchange, stomata, photosynthesis, WUE, antistress solution, grain filling, wheat

Uvod

Rast a produktivita plodin sa realizuje v podmienkach dennej a sezonnej fluktuacie meteorologickych
faktorov prostredia (BOYER, 1982). Nepriaznivé podmienky prostredia spdsobujii stresové situdcie,
dosledkom ktorych je redukcia produkéného potencialu. Rastliny st schopné prisposobit’ sa na stresové
situacie morfologickymi, anatomickymi, fyziologickymi, biochemickymi a molekularnymi adaptaciami,
ktorych ulohou je udrzat’ homeostazu bunkového prostredia (HANSON et al., 1986). Aklimacné reakcie
rastlin na environmentalne stresové situacie vyzaduji modifikacie fyziologickych procesov. KIicovou
charakteristikou sa ukazuje byt spitnovdzbova regulacia apertiry prieduchového aparatu, ovplyviiujuca
vydaj vody z rastlinného organizmu a prijem CO,, s cielom optimalizécie zisku uhlika a minimalizécie strat
vody (COWAN, FARQUHAR, 1977).

Tvorba urody je proces vysoko regulovany, dany vztahmi medzi zdrojom a akceptorom asimilatov
(NATR, 1995). V koneénom ddsledku je turoda urovana mnoZstvom asimilatov, vytvorenych vo
fotosynteticky aktivnych organoch rastliny. Environmentalne stresové situdcie nastavajuce v dozrievacom
procese obilnin vyrazne zasahuju do procesov syntézy asimilatov, ich prechodu z listov do stebla, klasu
a individualnych zin (KOSTREJ, 1992; TAKAHASHI et al., 1993). Medzi stresovi situdciu, naruSujicu
geneticky determinované obdobie napliiovania zfn a prirodzenll senescenciu listov, patri tiez obdobie
intenzivnych zrazok. Vysledkom je zasah do fyziologickych procesov senescencie, modifikacia
prieduchovej vodivosti aregulacia vztahu vsysttme medzi zdrojom a akceptorom asimilatov
(TAKAHASHI et al., 1993)

Cielom prace bolo hodnotit dopad zrdzok v napliiovacom obdobi rastlin pSenice na parametre
gazometrickej vymeny plynov, ako aj dopad folidrnej aplikdcie niektorych potencidlnych antistresovych
latok na regulaciu fotosyntézy, vodného rezimu a senescencie listov.

Material a metddy

Rastliny pSenice letnej formy ozimnej (7riticum aestivum L., cv. Astella) boli pestované v nadobovom
experimente v pddnom substrate vo vegetacnej voliére. V obdobi mlie¢nej zrelosti (faza 11.1 podl'a Feekesa)
boli na listy rastlin folidrne aplikované potencialne antistresové latky Nfol (adhézivum Nitrafol A zeleny,
riedeny s vodou v pomere 1:23), Avit B, GU extrakt (v mnozstve 300 dm’ ha™) a kontrolné rastliny boli
ovplyvnené vodou. Po 3 dnoch od ovplyvnenia vybranymi potencialnymi antistresovymi latkami boli
rastliny v nddobach ovplyvnené simulovanymi intenzivnymi zrazkami §tyrmi davkami vody v mnozstve 20
mm.

Relativny obsah vody (RWC, %) bol hodnoteny gravimetricky. Vodny (yw, MPa) a osmoticky potencial
(ys, MPa) bol merany psychrometricky (Wescor, Logan, Utah, USA). Tlakovy potencial (yp, MPa) bol
pocitany ako rozdiel medzi yy a ys.

Gazometrickd vymena plynov, merand ako Cistd rychlost’ asimildcie CO, (Acoy; pnmol m> s'l) a
stomatalna vodivost’ (gs; mmol m™~ s™) bola hodnotena uzatvorenym gazometrickym systémom Licor-6200
(Licor, Lincoln, Nebraska, USA). Koncentracia CO, v intercelularnych priestoroch (Ci; pmol mol'l) bola
kalkulovana podl'a von CAEMMERER a FARQUHAR (1981). Efektivnost vyuzitia vody pre
fotosyntézu (WUE) bola kalkulovana ako podiel Aco; a gs.

Koncentracia asimilaénych pigmentov bola nedestrukéne hodnotena prostrednictvom chlorofylmetra
SPAD-502 (Minolta, Japonsko).

Vysledky a diskusia

Regulacia produkéného procesu prostrednictvom ovplyviiovania zékladnych fyziologickych procesov sa
stava kl'acovou otazkou tspesného manazmentu rastlinnej produkcie (KOSTREJ, 1992). Pocas vegetaéného
obdobia su rastliny vystavované mnohym, ¢asto simultdnne spolupdsobiacim faktorom prostredia, pricom
v obdobi dozrievania a napliiovania zfn obilnin st hlavnymi faktormi sucho a vysoka teplota. V poslednom
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obdobi sa ukazuje, ze v obdobi dozrievania obilnin, okrem vysokej teploty spolutcinkuju ako stresovy
faktor aj zrazky, ktoré maji vyznamny potencial modifikovat’ fyziologické procesy.

Napliiovacie obdobie zin pSenice je doprevadzané postupnou prirodzenou senescenciou listov, postupujiicou
od bazalnych inzercii listov k apikalnym (NATR, 1995). Vlajkovy list, ktory je v pSenici najvykonnej§im zdrojom
asimilatov pre klas vo faze napliiovania zin, s postupom ontogenézy podlicha senescencii, ktora je doprevadzana
rozpadom asimilacnych pigmentov, poklesom prieduchovej vodivosti, RWC, redukciou asimilacie oxidu
uhli¢ittho a WUE. Zrazky v tomto obdobi spomaluju procesy senescencie, ako bolo merané prostrednictvom
SPAD indexu, hoci Acg, je napriek pociatocnému udrzaniu redukované s postupom ontogenézy podobne ako
v neovplyvnenych rastlinach. Ukazuje sa, Ze prieduchovy aparat, hlavne adaxidlnej strany listu, sa stiva menej
dynamicky a senzitivny na faktory vonkajSieho prostredia, pretoze gg reagovala na udrzanie RWC len vel'mi malo
(BLUM et al., 1999), pravdepodobne v dosledku vysokej endogénnej koncentracii ABA v liste.

Foliarna aplikacia latok s potencialnou antistresovou uc¢innostou (HUDEC et al., 2004) indukovala uréité
protichodné reakcie. Adhézivum Nitrafol A indukovalo rychlu redukciu gg vlajkového listu uz na druhy den
po aplikacii, naprick do¢asnému udrzaniu Acp,, vysledkom ¢oho bol kratkodoby narast WUE. Rychlost’
senescencie vyjadrend ako zmena SPAD indexu nebola negativne, ani pozitivne ovplyvnena. Na druhej
strane, GU extrakt sa prejavil ako faktor udrzujici gg listu, hoci Aco, bolo limitované rychlejsie ako na
neovplyvnenych rastlinach a najrychlejsie bol dosiahnuty kompenza¢ny bod fotosyntézy. Pravdepodobne
GU extrakt ovplyvnil enzymaticku aktivitu asimilaéného procesu bez limitacie diftznych dréh pre CO,.
Foliarna aplikicia roztoku Avit B sa prejavila predizenim obdobia senescencie listov atym aj celého
obdobia napliiovania. Efektivnost’ vyuzitia vody pre fotosyntézu sa po aplikacii zvysila, Co bolo spdsobené
na jednej strane redukciou gg a na strane druhej, prechodnym zvySenim Aco;.

Zaver

V praci sme sa zamerali na Stidium dopadu predzberovych zraZzok na procesy gazometrickej vymeny
plynov a rychlost’ prirodzenej senescencie vlajkového listu rastlin pSenice, pestovanych v nddobovom
experimente. Zrazky v napliovacom obdobi spodsobili spomalenie procesov senescencie a rozpadu
asimilacnych pigmentov (kvantifikované prostrednictvom SPAD indexu), ¢o vSak bolo doprevadzané
sti¢asnou redukciou gs a Aco,. Foliarna aplikacia potencialnych antistresovych latok (Nfol A, GU extrakt,
Avit B) regulovala gazometricki vymenu plynov prostrednictvom negativneho rychleho efektu na gg pri
doc¢asnom udrzani WUE (Nfol a Avit), alebo prostrednictvom neziaduceho zniZenia Acq, bez intervencie na
gs (GU extrakt).
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EXISTUJU ROZDIELY V ANTIOXIDACNEJ AKTIVITE GENOTYPOV
JARNEHO JACMENA S ROZNOU KAPACITOU PRE OSMOTICKE
PRISPOSOBENIE?

DOES EXIST OF DIFFERENCE IN THE ANTIOXIDANT ACTIVITY OF
SPRING BARLEY GENOTYPES WITH VARIABLE CAPACITY FOR OSMOTIC
ADJUSTMENT?

Miriam KADASI HORAKOVA — Marek KOVAR

In plant cells, chloroplasts are one of the most important intracellular generators of reactive oxygen species (ROS) such
as singlet oxygen ('0s), superoxide radicals H>O, and hydroxyl radicals. ROS are highly reactive and in the absence of
protective mechanisms, can produce damage to cell structure and function. To prevent oxidative damage, plants have
evolved a complex antioxidant defence system, including both non-enzymatic and enzymatic constituents. Superoxid
dismutase and catalase are key antioxidant enzymes which scavenge ROS and protect plant cells to oxidative damage.
Key words: antioxidant enzymes, photosynthesis, drought, barley

Uvod

Rastlinny organizmus je pocas ontogenézy vystaveny posobeniu rozliénych podmienok prostredia, ¢i uz
endogénneho, alebo exogénneho povodu. Exogénne faktory ako teplota, svetlo, sucho vplyvaji na rastlinu
bud’ pozitivne alebo negativne. Kazdd zmena podmienok presahujuca prahové hodnoty vyvolava
v rastlinnom organizme zmenu vnutornej rovnovahy, ktord méze viest' k stresu, a tym dochadza k ré6znym
metabolickym a fyziologickym zmenam.

Vodny stres zapriCifiuje radu zmien v biochemickych procesoch tykajicich sa hlavne fotosyntézy
(LAWLOR, 1995). Jednou z hlavnych pri¢in poskodenia fotosyntetického aparatu a aj inych bunkovych
Struktir v stresovych podmienkach je tvorba a uvolfiovanie aktivnych foriem kyslika, ako st superoxidovy
radikal (*O5’), peroxid vodika (H,O,) a hydroxylovy radikal ({OH) (ASADA,1999), ale suc¢asne dochadza k
zvySenému potencialu na ich odstranenie. Antioxidacna odpoved’ organizmu na stres zahriiuje antioxidaéné
enzymy (SOD, CAT, APX) a tiezZ neenzymatické komponenty (glutation, kyselina askorbova atd’.). Uvazuje
sa, ze prave expresia antioxidaénych enzymov zohrava doleziti ulohu v tolerancii rastlin voé¢i nepriaznivym
faktorom prostredia (FOYER, NOCTOR, 2000).

Ciel'om prace bolo zistit' rozdiely v antioxidacnej aktivite pocas sucha pri genotypoch jarného jacmena
Kompakt a Dobla, ktoré sa vyznaCuju roznou kapacitou osmotického prispdsobenia. V podmienkach
narastajuceho vodného deficitu sme sledovali parametre vodného rezimu a gazometrickej vymeny plynov.
Antioxidacnu aktivitu sme porovnavali v listoch prostrednictvom stanovovania aktivity antioxidacnych
enzymov superoxiddismutazy (SOD) a katalazy (CAT).

Material a metody

Rastliny jarného jacmena (Hordeum vulgare L., cvs. Kompakt a Dobla) boli pestované v pddno-
radelinovom substrate v laboratornych podmienkach (PPFD 200415 pmol m? s, RH 40+5 %, teplota 25+3
°C, normalna atmosféra a fotoperioda 14/10 hod). Substrat bol denne hydratovany davkou 100 ml vody na
nadobu. Po 20 dnoch kultivacie bol indukovany vodny stres prerusenim zalievania substratu.

Vsetky fyziologické a biochemické parametre boli hodnotené simultanne na 3. liste (od bazy rastliny).

Relativny obsah vody (RWC, %) bol hodnoteny gravimetricky (BARR , WEATHERLEY, 1962). Vodny
(yw, MPa) a osmoticky (ys, MPa) potencial bol merany psychrometricky (Wescor, Logan, Utah, USA).
Kapacita pre osmotické pripdsobenie (OA, MPa) bola kalkulovana podla LUDLOW et al. (1983). Parametre
gazometrickej vymeny plynov bola hodnotena pouzitim Licor-6200 (Licor, Nebraska, USA).
Aktivitu antioxida¢ného enzymu SOD sme stanovovali podla MADAMANCHI et al. (1994) pri vinovej
dizke 560 nm. Aktivitu antioxidaéného enzgymu CAT sme stanovovali podl'a AEBI (1984) pri vinovej dizke
240 nm.Vo vsetkych analyzach sa pouzil spektrofotometer Spekol 11 (Carl Zeiss, Jena, Nemecko). Obsah
bielkovin sme stanovili §tandardnou metédou podl'a BRADFORD (1976) pri vinovej dizke 595 nm.

Vysledky a diskusia

Rastliny ja¢mena odrody Kompakt a Dobla boli vystavené postupnej dehydratacii. So zvySujicim sa
vodnym stresom pri rastlinach nastal pokles RWC. Reakciou oboch odrdd na narastajicu dehydrataciu bola
expresia osmotického prispdsobenia, pricom genotyp Dobla sa prejavil vyraznejSou kapacitou pre osmotické
prispdsobenie, vyssou schopnostou udrzat’ turgor atym lepSie osmoticky pitat vodu oproti genotypu
Kompakt.

Je vSeobecne zname, Ze rychlost’ Cistej fotosyntetickej asimilacie CO, (Acoy) klesé pri znizovani RWC
s Yy pletiv listov (LAWLOR, 1995; CORNIC, MASSACCI, 1996). Pri poklese RWC zo 100% na 75%
dochadza k zniZeniu Acp,. V tejto etape v dosledku narastu odporu pre difiziu CO, do listu poklesom g
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dochadza k znizovaniu intercelularnej koncentracie CO,, ktorej hodnota klesa az na kompenzacny bod

(Tcoz)- Tento syndrom je v literatire popisovany ako prieduchova (stomatickd) limitacia fotosyntézy. Tato

faza stresu sa vyznacovala intaktnostou primarnych fotosyntetickych reakcii, ako bolo dokumentované

prostrednictvom merania maximalnej fotochemickej efektivnosti PSII (Fv/Fm). Dalsim prehibenim vodného

stresu po uzatvoreni prieduchov bolo pozorované zvySenie citlivosti fotosyntetického aparatu na Ziarenie
pri obidvoch genotypoch ja¢mena, ¢o sa prejavilo poklesom Fv/Fm.

Poskodenie PSII excita¢nou energiou, ktora sa nevyuzije vo fotochemickych procesoch ani nie je
efektivne disipovana termalne, je spdsobené akumulaciou ROS v blizkosti reakéného centra PSII, ktoré
poskodzuji D1 protein. Prave nérast aktivity ROS je mozné nepriamo zistit' prostrednictvom zvySenej
aktivity antioxida¢nych enzymov.

Produkcia ROS sposobuje degradaciu proteinovych komplexov, ako aj peroxidaciu nesaturovanych
lipidovych komponentov tylakoidnej membrany (TAMBUSSI et al., 2000). Pokles RWC listu spdsobilo
narast aktivity antioxidacnych enzymov. Pri genotype Kompakt sme pozorovali indukciu pri vyssSich
hodnotach RWC (I'co, bol dosiahnuty pri RWC okolo 74 %), ako v pripade genotypu Dobla. Na druhej
strane, absolutna aktivita SOD, merana po uzatvoreni prieduchového aparatu a I'co, bola vyssia pri genotype
Dobla, ¢o poukazuje na vysSiu kapacitu odburavat ROS, atak chranit membranové Struktiry pred
poskodenim.

Zaver

Tieto vysledky ndm ukézali zmeny aktivity antioxida¢nych enzymov po dosiahnuti kompenzacného
bodu pri genotypoch jarného jaémena Kompakt a Dobla srdéznou troviou osmotického prispdsobenia.
Pozorovali sme, ze vodny stres indukuje narast aktivity antioxidaénych enzymov pri obidvoch genotypoch
jarného ja¢mena, pri¢om genotyp Dobla dosiahol vys$iu kapacitu odburavat’ ROS v porovnani s genotypom
Kompakt. Antioxidacné enzymy (superoxiddismutdza, katalaza ainé) podliehajii regulacii asi casovo
i funkéne koordinované. Maji doleziti ulohu v tolerancii rastlin vo¢i vodnému stresu, vieme vSak, Ze
predstavuju len jeden z komponentov celkovej antioxidaénej ochrany rastlin.
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DETERMINACIA CITLIVOSTI FOTOSYNTETICKEHO APARATU
GENOTYPOV PSENICE NA SUCHO A VYSOKU TEPLOTU
DETERMINATION OF PHOTOSYNTHETIC APPARATUS SENSITIVITY OF
WHEAT GENOTYPES TO DROUGHT AND HIGH TEMPERATURE

Marek ZIVCAK — Marian BRESTIC — Katarina OLSOVSKA — Elena HUNKOVA — Jana
FERENCOVA

Chlorophyll fluorescence is a subtle reflection of primary reactions of photosynthesis. Intricate relationships between
fluorescence kinetics and photosynthesis help our understanding of photosynthetic biophysical process and its changes
during stress. In our experiments with different genotypes of winter wheat we assessed the influence of drought and high
temperature on their PS 11 efficiency. During water stress we observed differences among genotypes in sensitivity of PS
11 to same water deficit in leaves. Much stronger was impact of high temperature. Temperature over 40 °C strongly
affected stability of membranes as showed substantial decrease of OJIP-transient. Leaves of different genotypes exposed
to 40 °C showed large variances in sensitivity of PS I, expressed as fluorescence parameters.

Key words: wheat, drought, high temperature, chlorophyll fluorescence

Uvod

Fluorescencia chlorofylu predstavuje nedestrukény a rychly nastroj pre sledovanie G¢inku mnohych
biotickych a abiotickych faktorov na fotosyntézu rastlin a navySe odraza aj stav rastliny ako celku. Ma
Siroké spektrum uplatneni a poskytuje mimoriadne ucinny prostriedok pre vyskum transferu excitacnej
energie, primarnej fotochémie, toku elektronov na donorovej aj akceptorovej strane fotosystému II, no
sucasne je rychlou metédou pre ucinné zistenie mutacii PS II, inhibicie ¢i iného prispdsobenia sa stresom, ¢i
uz teplotnému, vodnému stresu, stresu z nadmerného ziarenia, vyzivy ¢i pouzitia herbicidov. Fluorescen¢na
technika znama ako analyza efektivnosti rastlin (PEA) sa vyuZziva pre monitorovanie rychlej indukcie
fluorescencie chlorofylu a, ktora v ¢asovom intervale jednosekundového svetelného pulzu, po zobrazeni na
logaritmickej osi, vytvara typicky polyfazovy priebeh, s faizami nazvanymi J a I medzi pociato¢nou fazou O
a uroviiou maximalnej fluorescencie P (STRASSER et al., 2000).

Asi najvyznamnej$im environmentalnym abiotickym stresom je deficit vody. V prostredi s nedostatkom
zrazok byva Casto doprevadzany vysokymi teplotami. I ked’ vysoka teplota urychl'uje priebeh deficitu vody,
vodny stres pri pSenici zvySuje toleranciu rastlin k vysokej teplote (LU, ZHANG, 1999). VSeobecne vsak
plati, Zze teploty prevySujuce kriticki hranicu sposobuju ireverzibilné alebo Cciastocne reverzibilné
poskodenie membran, prejavujuce sa narastom minimalnej fluorescencie Fo (PASTENES, HORTON, 1999;
YAMANE et al., 1997). Zamerom nasho vyskumu bolo overit' moznost’ vyuzitia JIP-testu pre hodnotenie
vplyvu sucha a vysokej teploty na rastliny pSenice a hladanie genotypovych rozdielov medzi odrodami v
optimalnych podmienkach i v podmienkach teplotného a vodného stresu.

Material a metody

Na realizaciu nasich pokusnych zamerov sme vyuzili 7 odrod ozimnej pSenice (Triticum aestivum L.)
'Viginta', 'Tlona', 'Arida’, 'Eva' (Slovensko), 'Pobeda' (Republika Srbsko a Cierna Hora), BU-9 (Franctzsko) a
'Stephens' (USA). Rastliny sme pestovali v nadobach vo vonkajsich podmienkach. Cast’ rastlin sme vystavili
vodnému stresu prerusenim zalievky. Posobenie teplotného stresu sme sledovali na listovych segmentoch
odobratych z kontrolnych rastlin, ktoré sme vystavili po dobu 1 hodiny teplotam 30 az 45°C v skiimavkach
ohrievanych vodnym kupelom. Rychlu fluorescenciu chlorofylu sme merali pristrojom HandyPEA po
minimalne 30 minutovej adaptacii na tmu pred a po expozicii vysokym teplotam. Vplyv sucha na
fotosynteticky aparat sme hodnotili na zéklade merani rychlej fluorescencie chlorofylu a pristrojom
HandyPEA (Hansatech, V. Britania) a vyhodnotenim vysledkov JIP-testom podl'a STRASSER et al. (1995)
a vyuzitim softvéru Biolyzer®.

Vysledky a diskusia

Cielom merani pristrojom HandyPea (Hansatech, Velka Britania) pri intenzite svetelného pulzu 3000
umol.s™ a analyzy nameranych dat tzv. JIP-testom podla STRASSER et al. (1995) a programom Biolyzer®
je polyfazova krivka priebehu hodnét fluorescencie v ¢ase s logaritmicky znazornenou cCasovou osou
a mnozstvo od nej odvodenych parametrov. Pri vodnom strese sa hodnoty Fv/Fm menia az po pomerne
hlbokom poklese obsahu vody v listoch (LU, ZHANG, 1999). Preto z hladiska skriningu sa ako vel'mi
zaujimavy javi vypocitany parameter P.I. (Performance Index), ktory v sebe zahfiia viaceré parametre
charakterizujuce priebeh OJIP krivky a citlivo reflektuje akékol'vek vybocenie krivky z optimalneho
priebehu. Aj ked’ mnohé studie uvadzaji, ze merania fluorescencie chlorofylu neodzrkadl'uju priamy vplyv
vodného stresu na primarne procesy fotosyntézy tak, ako je to pri inych druhoch stresov (CORNIC,
MASSACCI, 1996; LU, ZHANG, 1999; FRACHEBOUD, LEIPNER, 2002 a i.), naSe pozorovania ukazali,
7e pocas dehydratacie postupne dochadza k zmenam v priebehu fluorescencie, ktoré naznacuji aj zmeny vo
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fotosyntetickej vykonnosti. Méze sa tu jednat aj o nepriame pdsobenie prostrednictvom zmien vo
fotosyntetickom aparate spojené napriklad s urychlenim senescencie listov po¢as vodného stresu.

Vplyv jednotlivych tGrovni vysokych teplot na fotosyntézu sme hodnotili aplikovanim stupfiovanych
teplot 30 az 45°C na listové segmenty. Teploty 30 az 37,5°C sposobili len vel'mi malé zmeny v priebehu
rychlej kinetiky fluorescencie chlorofylu a, s minimalnym poklesom hodnét Fv/Fm a s minimalnymi
odrodovymi rozdielmi. Pri 40°C doslo k vyraznému poklesu Fv/Fm, spésobenému nie len poklesom
maximalnej fluorescencie, ale aj narastom hodndt Fo. Pri tejto teplote sa prejavili pomerne vyrazné rozdiely
medzi odrodami, kde sa vyprofilovali tolerantnej$ie a nachylnejsie. Rovnako, pri tejto teplote sa prejavili
rozdiely medzi listami kontrolnych a stresovanych rastlin, s vy$$ou mierou tolerancie pri rastlinach predtym
vystavenych deficitu vody. Pri teplotach 42,5 a 45°C sa prejavila vyraznd inhibicia primarnych procesov
fotosyntézy, ktora sa okrem takmer uplnému poklesu hodnot Fm, vyraznému narastu hodnét Fo prejavila aj
objavenim fazy K na fluorescenénej krivke narastom a naslednym poklesom fluorescencie v ¢ase priblizne
0,3 ms % potla¢enim faz J, I a P, ¢o je najlepSie viditelné pri zobrazeni normalizacie J-fazy v programe
Biolyzer~.

Zaver

Sucho a vysoka teplota ako vyznamné faktory znizujice trody plodin sa odzrkadl'uju aj v primarnych
procesoch fotosyntézy monitorovanych technikami fluorescencie chlorofylu. Miera ich G¢inku zavisi okrem
vonkajSich podmienok aj na tolerancii genotypu na suboptimalne podmienky prostredia. Preto sa nam
merania zmien parametrov fluorescencie pocas stresu javia ako vhodné na rozliSenie viac ¢i menej
tolerantnych genotypov. Tak ako viaceré literarne pramene, aj nase vysledky v tomto zmysle poukazuji na
to, Ze pri teplotnom strese vplyvajicom priamo na fotosystémy je tato metdda ovela citlivejSia a lepSie
pouzitel'na, nez pri strese vodnom, kde je efekt nepriamy. Vybrané parametre su vSak dostato¢ne citlivé
a potencialne vyuzite'né v skriningu pre vyssiu toleranciu.
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CHARAKTERISTIKA VYBRANYCH GENOTYPOV HRACHU SIATEHO
V PODMIENKACH VODNEHO STRESU
CHARACTERISTICS OF SELECTED GENOTYPES OF PEA IN WATER
STRESS CONDITIONS

Eleondra KRIVOSUDSKA - Marian BRESTIC - Miroslav DOBRODENKA - Jozef
STEFANKA

Four genotypes (Xantos, Svit, Novozélandsky and Debrecényi Galamb) of pea (Pisum sativum L.) was evaluated in
water stress conditions in this work. Water status in leaves was measured as relative water content (RWC). In compare
with other genotypes Xantos was shown the smallest decrease in RWC.

Key words : water deficit, pea, genotypes, breeding

Uvod

Trend klimatickych zmien za poslednych sto rokov signalizuje stily pokles sumy roénych
atmosferickych vodnych zrazok a pokles rocnych priemerov relativnej vlihkosti vzduchu. Sti€asne sa zvySuja
priemerné rocné teploty vzduchu a narastaju evapotranspiraéné poziadavky na vodu. Periédy sucha medzi
atmosferickymi zrazkami sa predlzuju, takze rastliny Casto trpia nedostatkom vody. Vodny stres (presnejsie
stres zo sucha) sa stava prvoradym abiotickym stresovym faktorom, ktory obmedzuje rast a produktivitu na
zemi (MASAROVICOVA et al., 2002).

Dlhodobo pretrvavajuci vodny deficit méze mat nepriaznivy vplyv na zber plodin a viest’” dokonca
k starnutiu rastlin (SIDDIQUE, 2004). Sucho a vysoka teplota sa s meniacou klimou stavaji Coraz viacSou
hrozbou aj pre oblasti, kde sa doteraz objavoval ich $kodlivy vyznam iba sporadicky. Dosiahnutie zvySenej
tolerancie na sucho pri zachovani vysokych trod je zlozité ajednou zmoznosti sa ukazuje vyuzitie
vhodnych fyziologickych kritérii a technik v §Tachteni rastlin (REYNOLDS et al., 2001).

V porovnani s inymi plodinami maju strukoviny mnoho prednosti. Vyznam strukovin spociva v §irokej
moznosti ich pestovania a zaZitkovania (SINSKY, 1985).
Najcastejsie pestovanou strukovinou v nasich podmienkach je hrach siaty. V poslednom obdobi sa zacinaju
pestovat’ formy bezlistového hrachu, pri ktorom sa celé listy premenili na Gponky vo forme antén.
Fotosyntetické merania dokazali, ze tieto antény maji vysoku fotosynteticku aktivitu. St schopné vytvorit’
velku Grodu semien. Bezlisté formy su perspektivnejsie, pretoze lepSie vyuzivaju svetlo (nezatienuju sa).
Odrody vysokého vzrastu maju na zaciatku vacsi podiel uponkov, ale v neskorSom vegetacnom obdobi ju
prevysuju nizke odrody (KOSTREI] et al., 1998).

Cielom tejto prace bolo sledovanie fyziologickych parametrov réznych genotypov hrachu siateho
(Pisum sativum L.), vystavenych vodnému stresu v obdobi kvitnutia.

Material a metody

V roku 2005 boli zalozené na Katedre fyzioldgie rastlin nadobové pokusy Styroch genetickych zdrojov
hrachu siateho (Xantos, Svit, Novozélandsky a Debrecényi Galamb). Prvé dve odrody boli vyslachtené na
Srachtitel'skej stanici v Hornej Strede a patria k semileafless (bezlistovym) odroddam. Odroda Svit —
zltosemenna, poloskora odroda intermediarneho vzrastu. Ma velmi dobru odolnost’ proti polichaniu
i chorobam, hlavne proti fuzariam. Je charakteristickd farebne vyrovnanym semenom s nizSou HTS. Nova,
zltosemenna odroda Xantos je vhodna pre pestovanie vo vsetkych vyrobnych oblastiach. Je to poloskora
odroda, intermediarneho vzrastu a vyznacuje sa vybornym zdravotnym stavom, najmid odolnostou proti
fuzaridam, muc¢natke a chorobam ascochyta — komplexu. Ma dobrti odolnost’ proti poliehaniu a dosahuje
vybornu urodu semena. Zahrani¢né odrody Novozélandsky (vysokého vzrastu) a Debrecényi Galamb
(nizkeho vzrastu) patria medzi listové odrody.

Vysev hrachu bol realizovany 12. aprila 2005 do pddy s pH 6,89.Rastliny boli pestované v laboratornych
podmienkach v klimatizovanom boxe pri umelom osvetleni.

Na zadiatku kvitnutia sme vystavili rastliny vodnému stresu prerusenim dodavky vody.

Porometrom Delta- T- Devices (Camridge, England) sa v obdobi dehydratacie pravidelne merala
diftizna vodivost’ (Ge, pmol.m™) vrchnych listov.

Na meranie osmotického potencialu (Ws, MPa) sme vyuzili psychrometricki metodu (Wescor, Logan,
Utah, USA).

Pocas vodného stresu bol sledovany aj parameter, ktory nam udava vztah medzi obsahom vody
v organe rastliny a obsahom vody v plnej turgescencii t.j. relativny obsah vody - RWC v % (BARS,
WEATHERLEY, 1962).
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Vysledky a diskusia

Kritickym obdobim v poZiadavkach na vodu je zadiatok tvorby kvetov (SINSKY, 1985). Preto sme
v tomto obdobi vystavili genotypy hrachu postupnej dehydratécii, ktoré trvalo v naSom experimente 20 resp.
24 dni, kedy sme zaznamenali vyrazné znizenie hodnot RWC pri vSetkych odrodach. Nakol’ko genotypova
rozdielnost’ bola zrejma uz pri porovnavani hodnét RWC, pretoze pri odrode Novozélandsky bol
zaznamenany najvyraznejsi pokles RWC t.j. 37,2% a pri odrode Svit 40,7% pocas 20-tich dni dehydratécie.
Pri sledovanych odrodach sme zaznamenali vyraznejSie znizenie RWC pod 70% na 14. deni dehydratacie,
pri¢om tento pokles uz podl'a niektorych autorov (BRESTIC, OLSOVSKA, 2001 a i.) predstavuje ¢asto
vyznamny zasah do metabolizmu fyziologickych procesov. Dalsie dve spomenuté odrody reagovali na
vodny stres vyraznejsie pocas 24 dni dehydratacie, pricom sa RWC odrody Debrecényi Galamb znizilo na
53,1% v porovnani s kontrolou. Aj pocas tohto obdobia najmensi pokles spomenutého ukazovatel'a sme
zaznamenali pri novovyslachtenej bezlistovej odrode Xantos t.j. 63,4%. Zarovein sme pritychto dvoch
odrodach na konci 20 — diiovej dehydraticie zaznamenali nizsie hodnoty voIného prolinu (umol.g”) ako
pri odrode Novozélandsky a Svit. Taktiez sme sledovali znizenie hodndt osmotického potencialu pri
vSetkych odrodach do konca dehydratacie.

Znizenie konduktivity listov ako odpoved’ na sucho mé za nasledok podstatné zvysenie efektivnosti
vyuzitia vody (BRESTIC, OLSOVSKA, 2001). Pri meraniach difiiznej vodivosti porometrom Delta — T —
Devices sme zistili, Ze odroda Xantos najrychlejSie reagovala na vodny stres a k zatvoreniu prieduchov
doslo na piaty denn dehydratacie. Pri d’alSich odrodach nastal vyrazny pokles difuznej vodivosti na siedmy
deii vodného stresu.

Zaver

Cielom experimentalnej prace bolo sledovanie fyziologickych parametrov 4 odrdéd hrachu pocas
dehydratacie. Rastliny boli pestované v klimatizovanom boxe pri umelom osvetleni.

V obdobi kvitnutia sme vystavili genotypy hrachu (Novozélandsky, Debrecényi Galamb, Svit, Xantos)
s odliSnymi charakteristikami (vysokého vzrastu, nizkeho vzrastu, bezlistové) vodnému stresu. Odroda
Xantos reagovala znizenim diftiznej vodivosti listov uz na piaty deil dehydratacie a zaroven sme pri tejto

v
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CHARAKTERISTIKA VYBRANYCH GENOTYPOV CICERA BARANIEHO
V PODMIENKACH VODNEHO STRESU
CHARACTERISTICS OF SELECTED GENOTYPES OF CHICKPEA IN WATER
STRESS CONDITIONS

Eleondra KRIVOSUDSKA - Marian BRESTIC

There are characteristics of 5 foreign genotypes (88194, Knoor 91, CM-7-1/85, Punjab 91, PK 51814) of chickpea
(Cicer arietinum L.) included in this work. There genotypes were tested in water stress conditions. Water status in leaves
was measured as relative water content (RWC). As the most tolerant was shown genotype CM-7-1/85 in witch was
observed the minimal decrease of RWC during dehydration.

Key words : chickpea, water stress, genotypes, drought

Uvod

Cicer barani (Cicer arietinum L.) je jednou z najvyznamnejsich a najvhodnejsich strukovin a mozno aj
pol'nych plodin vobec, pre teplé a suché az polosuché oblasti. V takychto oblastiach ostatné strukoviny trpia
nedostatkom vody a st viac napadané $kodcami, ich Grodnost a stabilita tirod silno klesa.

Suchovzdornost’ a celkovd nenarocnost’ na vodu je najvyznamnej$im agronomickym znakom cicera
baranicho. Najvyssie naroky na vodu ma pri kli¢eni a vzchadzani. V obdobi, ked” sa uz vyvija pomerne
mohutne rozkondrena korefiova sustava, sa uspokoji s minimom vlahy. Nadbyto¢né zrazky, najmi pocas
generativnej fazy, su dokonca skodlivé (PASTUCHA, 1993).

Suchovzdornost'ou predstihuje cicer vsetky hlavné druhy strukovin, preto ijeho urody st v suchsich
a teplejsich oblastiach istejsie a vyssie (SINSKY, 1985). V porovnani s inymi plodinami maji strukoviny
mnoho prednosti.

KedZe adaptacie rastlin na sucho predstavuju komplexnt vlastnost’ celého organizmu, charakterizovanu
siborom mensieho alebo vécsieho poctu znakov podmienenych viacerymi génmi a ich realizacia bude
zavisiet’ aj od ontogenetického stavu rastlin, méze byt vyznamné hl'adat’ také interakcie stresového faktora
areakcii rastlin, ktoré umoznia expeditivne testovat odrody uz v skorych rastovych fazach (KOSTREJ,
2000).

Vodny deficit ma za nasledok inhibiciu rastu, akumulaciu kyseliny abscisovej, prolinu, manitolu
a sorbitolu, formovanie komponentov, zachytavajucich reaktivne formy kyslika, zatvorenie prieduchov
a redukciu rychlosti transpiracie, pokles vodného potencialu pletiv, rychlosti fotosyntézy a syntézy novych
proteinov (YORDANOV, 2000).

Hydratovany list a vzdu$na vlhkost’ st povazované za vyznamné faktory, ovplyviiujiice prieduchova
vodivost (TURNER, WRIGHT, SIDDIQUE, 2001).

Konduktivita (vodivost’) prieduchov je v tesnejsej korelacii s obsahom vody v pdde ako s obsahom vody
v listoch , ¢o dokumentuje existenciu mechanizmu nezavislého od hydraulického efektu.

Vzhl'adom k zloZitym vztahom medzi mnozstvom vody v rastline a v okolitom prostredi nie je tGplne
presne mozné zaviest' jednoduché kritérium, podla ktorého by sme hodnotili, akému velkému stresu
z nedostatku vody je rastlina vystavena (PROCHAZKA, 1998).

Preto aj cielom experimentalnej prace bolo sledovanie fyziologickych parametrov zahrani¢nych
genotypov cicera v obdobi postupnej dehydratacie.

Material a metody

Pri studiu fyziologickych aspektov tolerancie rastlin na environmentalne stresy sa v suc¢asnosti vyuziva
Siroké spektrum metdd.

V roku 2005 boli zalozené nadobové pokusy piatich zahraniénych genetickych zdrojov cicera baranieho
(88194, Knoor 91, CM-7-1/85, Punjab 91, PK 51814), ktoré¢ nam poskytol Vyskumny ustav rastlinnej
vyroby v Piestanoch. Vysev cicera bol realizovany po nakli¢eni semien 19. aprila 2005.Rastliny boli
pestované vo vonkajSich podmienkach s pH pody 6,47. V stadiu kvitnutia bol indukovany vodny stres
pozastavenim zalievky.

V obdobi dehydratacie sa pravidelne merala difizna vodivost (Ge, pumol.m™) vrchnych listov
porometrom Delta — T — Devices (Camridge, England).

Na meranie osmotického potencialu (Ws, MPa) sme vyuzili psychrometricki metodu (Wescor, Logan,
Utah, USA).

Pocas postupnej dehydratacie bol sledovany aj relativny obsah vody RWC v % (BARS,
WEATHERLEY 1962), ktory nam udava vzt'ah medzi obsahom vody v organe rastliny a obsahom vody
v plnej turgescencii.
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Vysledky a diskusia

Pocas vodného stresu, ktory trval 21 dni sme sledovali niektoré parametre vodného rezimu. Po preruSeni
dodavky vody sa prieduchy zacali zatvarat’ na piaty den dehydratacie a uplne sa zatvorili na 6smy den.
Bilanciu vody odraza parameter RWC — relativny obsah vody. Pokles hodndt pod 90% znamen4 iniciovanie
zatvarania prieduchov, pokles pod 80% znamena iniciovanie metabolickych mechanizmov ako je osmotické
prisposobenie a pokles pod 70% uz Casto predstavuje vyznamny zasah do metabolizmu zakladnych
fyziologickych procesov (BRESTIC, OLSOVSKA, 2001). Sledované odrody zaznamenali podobny trend
poklesu hodnét, pricom znizenie hodnot RWC pod 70% nastalo na 16. deit dehydratacie pri troch odrodach
(CM-7-1/85, 88194, PK 51814) a pri dalsich dvoch o nieco skor. Genotypova rozdielnost’ bola zrejma,
pretoze najnizsie hodnoty RWC rastlin, vystavenych vodnému stresu za uvedené obdobie sme zaznamenali
pri odrode PK 51814 (41,1%) a pri odrode Knoor 91 (43,3%) v porovnani s kontrolnymi variantami (89,5%
a93,3%), s ¢im suvisi aj zvySenie obsahu volného prolinu a zniZzenie osmotického potencidlu. O nieCo
vyssie hodnoty dosiahli odrody 88194 (54,1%) a Punjab 91 (57,1%). Najnizsi pokles RWC pocas vodného
stresu bol pri odrode CM-7-1/85 (67,0%).

Zaver

V nasom experimente sme vychadzali z poznatku o suchovzdornosti cicera stym, ze sme v obdobi
kvitnutia indukovali vodny stres pozastavenim zalievky. Pri kontrolnych variantoch i variantoch bez vody
sme pocas obdobia dehydratacie, ktoré trvalo 21 dni, sledovali zatvaranie prieduchov, zniZenie osmotického
potencialu a zaroven vyrazné znizenie relativneho obsahu vody. Genotypy, ovplyvnené nedostatkom vody,
mali na konci obdobia dehydratacie zvySeny obsah vol'ného prolinu. Sledované odrody cicera (88194, Knoor
91, CM-7-1/85, Punjab 91, PK 51814) reagovali na vodny deficit rozdielne.
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	Literatúra 

	59-Zakova.doc
	60-benkova.doc
	61-Filová.doc
	Materiál a metódy 
	Literatúra 

	62-Kovar_1.doc
	Materiál a metódy 
	Výsledky a diskusia 
	6. HODGES, D.M. - DELONG, J.M. - FORNEY, C.F. - PRANGE, R.K.:  Planta, 207, 1999,604-611. 

	Adresa autorov: 


	63-Kovar_2.doc
	Materiál a metódy 
	Výsledky a diskusia 
	Adresa autorov: 


	64-Kovar_3.doc
	Výsledky a diskusia 

	65-Živčák P.doc
	66-Krivosudská-Hrach.doc
	Úvod 

	67-Krivosudská-Cícer poster.doc
	Literatúra 


