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MODELOVANIE A PREDIKCIA V SCACHTENI RASTLIN
MODELLING AND PREDICTION IN PLANT BREEDING

Martin UZIK

In this paper possibilities of prediction of hybrid populations in F4 generation on the base of varietals effects are
presented. Predicted values of hybrid populations were different from observed ones in F4, the most at wet gluten (72 %
- 117.17 %) and the least at grain yield (95.86 % - 113.59 %.).

Key words: wheat, F4 generation, varieties, hybrids, prediction, performance

Uvod

Modelovanie rastového a produkéného procesu rastlin nadobuda na vyzname pretoze potreba informacii
pre rozhodovanie v pol'nohospodarstve rapidne rastie. Generovanie novych tdajov a informacii ziskavanych
len tradiénym vyskumom nedostacuje, pretoze pol'né experimenty si obmedzené na urcité miesto a ¢as a st
¢asovo naro¢né a drahé. Pocitacovy experiment sa moze vykonat’ 100 alebo 1000 krat pre rozne podmienky.
Modely, ktoré popisuju fyzikdlne procesy ako napr. pddne procesy a agrometeorologické podmienky st
dobre prijimané¢ avyuzivané (HODGES et al., 1992), napr. problém globalnecho  oteplovania
(ALEXANDROV, HOOGENBOOM, 2000), ale menej st prijimané v agrondémii a v $lachteni, kde prevlada
nazor, ze model nemoze popisat’ taky zlozity systém ako je pdda — rastlina — atmosféra (BOOTE et al.
1996). Viaceré prace sa zaoberaju problémom ako inkorporovat do modelu fyziologické znaky
(WHITE, HOOGENBOOM, 1996). Vyvinul sa model na inkorpordciu génovych ucinkov
(HOOGENBOOM et al. 1997). S diferenciaciami medzi odrodami Specifikovanymi len siedmimi génmi,
ktoré sa dotykajii fenologie, rastového habitu a velkosti semena model GenGro vysvetlil 31 % pozorovanej
variability pre urodu semena, 58 % pre hmotnost’ semena, 84 % pre termin kvitnutia, 52 % pre listovy index
a 36 % pre trodu biomasy v dobe zrelosti, ale 0 % pre zberovy index. Vysledky naznacili, Ze pre niektoré
znaky prekvapujuco malo génov postacuje na simulovanie odrodovych rozdielov podl'a modelu BEANGRO.
Podobné modely méze byt vyvinuté pre d’alSie plodiny. MAVROMATIS et al. (2001, 2002) uvadzaju
postup ako odhadnut’ genetické koeficienty z odrodovych pokusov. Boli vypracované viaceré modely ako
BEANGRO (HOOGENBOOM et al., 1994), GenGro (WHITE, HOOGENBOOM, 1996), CERES atd’.

Pouzitie odrod so znamym genotypom (rht, Ppd, Vrn ai.) v simula¢nych modeloch umoziuje testovat’
hypotézy o genetickom zaklade adaptacie odrdd na rozlicné podmienky prostredia.

Pri modelovani rovnako ako pri polnych experimentoch pozorujeme fenotyp rastliny, ktory je
determinovany genotypom, prostredim a interakciou genotyp X prostredie. Algoritmus simula¢ného
modelovania musi zahrilovat’ génovy efekt, efekt prostredia a interakciu génového efektu a efektu prostredia
(P=g+E +GxE +e).

Etapy SPachtenia odrody

V procese §l'achtenia mézeme rozIisit’ tri etapy:

1. etapa — zhromazd'uju sa udaje o rodicovskych odrodach s cielom vytvorit' najvhodnejSie pary pre
hybridizaciu — efektivne kombinacie krizenia.

2. etapa — stbor hybridnych populacii sa skiSa a postupne selektuje pocas generacii F,-Fs na detekciu -
hybridnych populécii s efektivnym vyberovym potencialom.

3. etapa — vysledky firemnych pokusov, SOP ai. umoznia definitivne oznagit’ efektivne kriZenia.

Na analyzu genetického zalozenia rodi€ov boli vypracované velmi zlozité, sofistikované modely
(MATHER, JINKS 1971, FALCONER 1989, NYQUIST, 1991), ktoré umoziuju separovat’ varianciu
genetickt od prostredia, odhadnut’ aditivnu varianciu, koeficient dedivosti a geneticky zisk zo selekcie

R:i.Gp.hzzi.GA.h

Uvedené modely nevyhovujt pre SirSie pouzitie v §l'achteni, pretoze analyzuju len obmedzeny pocet rodicov
(5 - 10) anajmd je potrebné vykonat hybridizaciu. Nasim cielom je zvelkého pocétu odréod abez
hybridizacie (ktori nahradi modelovanie) odhadnit najvhodnejSie, potencialne efektivne kombinacie
krizenia.

Koncept efektivnych krizeni

Koncepcia efektivnych krizeni vychadza z toho, ze parametre sa zistuji v dvoch etapach, tak ako to
odpoveda schéme selekcie. Odhad p a a; moéZeme ziskat’ z parametrov odrdd, odhad ej; — m6Zeme ziskat’ len
z hybridizacie, teda v d’aliej etape (UZIK, 2004).

Budeme sa zaoberat’ odhadom parametrov v prvej etape, postupom ako bol uvedeny v predchadzajucej
praci (UZIK, 2005).
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Material a metédy

Pokusy s rodi¢ovskymi odrodami a ich hybridnymi kombinaciami (krizenia) boli zalozené metddou a -
design v roku 2004/05 na 3 miestach (parcela 10 m?, pocet opakovani=2). Predmetom analyzy je len pokus
v Borovciach. Okrem obligatnych znakov analyzuje sa Groda zrna, obsah bielkovin, obsah mokrého lepku,
stupen tvrdosti (NIRs), vyska rastlin a SPAD index. Zo stboru rodi¢ovskych odréd sme odhadli odrodové
efekty prvého a druhého rodica, ktoré sme vyuzili na odhad predikovanych hodnot hybridnych kombinacii
(tab. 3).

Rozdiel medzi hybridnymi populdciami a priemerom rodi¢ov sme oznacili ako odchylku od aditivity.
Vzt'ahy medzi diferenciami od aditivity a znakmi hybridnej populacie — pozorovanej st uvedené v tab. 1.

Vztahy pre jednotlivé znaky medzi priemerom rodicov ako nezavislou premennou aich hybridnych
kombinacii F4, st uvedené v tab. 2.

Vztahy medzi pozorovanymi a predikovanymi hodnotami hybridnych kombinacii F4, su uvedené v tab.
4.

Vysledky a diskusia

V publikovanom prispevku (UZIK, 2005) sme v generacii F2 zistili heterozny efekt v kazdom znaku
Odhad populaéného priemeru p a efektu aditivity a;; bol v generacii F, skresleny pritomnostou heterézy,
ktora nebola rovnaka pri vSetkych kombindciach. V tomto prispevku v generdcii F4 test na aditivitu
naznacil, ze rozdiely od aditivity neboli vyznamné ani v jednom znaku. Napriek tomu je zaujimavé, ze
medzi odchylkami od aditivity, a hodnotami HP boli vysoké korelacie pre trodu zrna (r = 0,713), pre obsah
bielkovin (r = 0,506), pre vysku rastliny (r = 0,892), pre SPAD index (r = 0,769) a nizky a zaporny pre
mokry lepok (r = -0,210). Vysledky naznacuju, ze v uvedenych znakoch potencidl pre selekciu je imerny
diferencii od aditivity, pripadne absolutnej hodnote hybridnej populacie (tab. 1).

Tabulka 1: Vzajomné vzt'ahy medzi diferenciou od aditivity (ad) a znakmi hybridnej populacie —
pozorovanej (po)

bielkoviny | mokry lepok
Znak tha' po |po po tvrdost’ po vyska po SPAD po
tha' ad 0,713 0,352 0,314 0,207 0,003 0,472
bielkoviny ad 0,150 0,506 0,571 0,346 0,150 -0,044
mokry lepok ad 0,062 -0,112 -0,210 -0,107 -0,050 0,516
tvrdost ad 0,092 0,615 0,603 0,427 0,172 -0,096
vyska ad 0,048 0,435 0,177 0,629 0,892 0,177
SPAD ad 0,400 0,112 -0,056 -0,001 -0,087 0,769

Vzajomné vzt’ahy medzi znakmi HP a rodi¢ov (tab. 2)

Dalsi predpoklad modelu je, Ze medzi priemernymi znakmi rodic¢ov Rli a znakmi hybridnych populacii

HP su kladné vztahy. Silné vztahy medzi rodi¢mi a HP naznacuji moznost’ predikcie charakteristik HP na
zadklade hodnét rodicov. Ako je zrejmé ztab. 2, vztahy medzi priemerom rodicov aich krizeniami
v generécii F4 boli stredne silné, slabsie ako sme zistili v F2 generacii (UZIK, 2005), aviak stale vyuzitelné
pre predikciu. Slaby bol vzt'ah pre obsah mokrého lepku.

Tabul’ka 2: Vziajomné vzt'ahy medzi znakmi rodi¢ov (priemer) a kriZzeniami F4 generacie

Znak b r R%%
Uroda zrna t.ha'' 0,646" 0,472" 22,3
Obsah bielkovin 0,612 0,579"" 33,5
Obsah mokrého lepku 0,283 0,294 8,6
Stupen tvrdosti 0,914 0,835"" 69,7
Vyska rastliny 1,227" 0,559" 31,2°
SPAD index 0,645 0,670 45,02

Predikcia — modelovanie
Doteraz sme analyzovali situaciu, ked’ parametre pre predikciu boli odvodené zo vztahov medzi rodi¢mi

R 5 ahybridnymi populdciami HP

Yij:k+b1R1+b2R2:k+bR1 R2
Bez hybridnych populacii (HP) predikénd rovnica alebo koeficienty b; ab, by sa nedali odhadnut.
Predikovat’ HP podla R; a R, je mozné, ale je to netcelné, v pripade, ze HP je uz vytvorena, potom priame
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hodnotenie HP je spolahlivejsSie a jednoduchsie ako nepriame podl'a oboch rodicov. Potrebné je to len pre
overenie modelu.
Potrebujeme parametre nezavisle od HP, ale vhodné na modelovanie vykonnosti HP, teda skor ako HP

realne vytvorime.
Odrodové efekty

Za charakteristiky nezavislé od HP mézeme povazovat’ odrodové charakteristiky, z ktorych mézeme

odhadnut’ populacny priemer a aditivne efekty (odrodové efekty) v rovnici

podl'arovnice Pj=p+R;+R;+ Ex

Gij =

@**eij

Na zaklade odrodovych efektov a efektov lokalit sme odhadli predikované hodnoty hybridnych populécii

Tabul’ka 3: Priemerné hodnoty predikovanych populacii v absoltitnych hodnotach a v %
pozorovanych hodnét HP

Predikované — absolutne hodnoty
HP t.ha Bielkoviny | Mokry lepok Tvrdost’ Vyska SPAD

1 8,44 11,74 20,45 72,16 102,51 44,23
19 9,00 11,26 23,16 65,84 130,94 51,28
32 9,40 12,50 24,71 80,01 97,18 47,08
40 9,05 13,27 28,92 72,19 103,84 53,28
53 9,71 13,68 27,86 70,41 95,09 45,58
62 9,46 13,24 26,23 77,05 99,76 49,28
71 9,01 12,86 27,32 67,89 98,50 46,83
77 7,61 14,44 31,93 88,76 101,84 51,33
89 7,72 10,45 24,68 39,71 80,34 41,98

Predikované v % (100 % = pozorované HP)

1 95,86 85,75 72,29 88,47 81,2 103,23
19 100,9 90,04 87,11 90,29 109,42 103,81
32 113,59 100,39 98,15 104,11 75,43 103,02
40 105,85 112,25 114,48 104,85 84,31 106,03
53 107,56 104,93 109,68 95,52 77,26 102,89
62 98,78 104,40 102,74 104,76 89,4 111,25
71 96,01 103,53 105,27 96,83 88,22 104,07
77 92,36 107,26 117,17 109,02 84,28 99,67
89 98,41 88,77 92,57 67,69 82,83 87,92

Vztahy medzi hodnotami predikovanych HP a pozorovanych HP (tab. 4)

Vzt'ah medzi pozorovanymi a predikovanymi hodnotami hybridnych krizeni naznacil mimoriadne vysoku

spol'ahlivost’ predikcie a to pre obsah bielkovin az na 71 %, obsah mokrého lepku na 83,7 %, ¢o je
prekvapujtce, nakol'ko vzt'ah medzi hybridnymi populdciami a rodi¢mi bol slaby. Podobne vysoku

spol'ahlivost’ sme zistili pre stupen tvrdosti 62,8 %, nizku pre SPAD index 26 %.

Tabulka 4: Vzt’ah medzi pozorovanymi a predikovanymi hodnotami HP v F4

Znak b r R%%
Uroda zrna t.ha 0,056 0,105 1,10
Obsah bielkovin 0,648 0,843 71,27
Obsah mokrého lepku 0,738 0,915 83,7
Stupei tvrdosti 0,313 0,792 62,8
SPAD index 0,533 0,510 26,0

Selekcia na viac znakov - modelovanie

Selekcia je akumulacia priaznivych allel a tieZ kombinacia viacerych znakov. Selekcia na jeden znak
v praktickom Sl'achteni prichadza do uvahy zriedkavo. Pokial' st medzi znakmi kladné vztahy selekcia
nerobi problémy. Kombinacia znakov spdsobuje problémy ak st medzi znakmi zaporné vztahy. Na rozdiel
od F2 (UZIK, 2005) vztahy medzi urodou a ukazovatePmi kvality neboli kritické a preto ich neuvadzame.
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Zaver

Cielom rieSenia bola moznost’ predikovat’ efektivne kombinacie krizenia na zaklade informacii
o rodicovskych odrodach.

Medzi priemernou hodnotou znakov rodi¢ov a ich hybridnych populacii sme zistili stredne silné az silné
vztahy v zavislosti od znaku a od prostredia.

Vykonnost’ hybridnych populécii sa méze odhadnit’ na zaklade popula¢ného priemeru a odrodovych
efektov, ktoré sa daju urcit’ zo stiboru rodi¢ovskych odrod.

Rodi¢ovské odrody je subor odrdd, ktory bude pouzity v programe hybridizacie. Odrody, ktoré pre ich
pozitivne rodi¢ovské efekty opakovane zarad’'ujeme do hybridizacie oznacujeme ako elitné odrody.

Vzhl'adom na vyznamné efekty interakcie G x E spol'ahlivost’ odhadu vykonnosti hybridnych populacii
sa zvysuje testovanim suboru rodicovskych odrdd na viacerych miestach.

Z udajov hybridnych populacii generacie F4 je mozné odhadnut’ tiez rodiCovské efekty, ktoré mézeme
definovat ako realizované odrodové efekty v hybridoch.
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NOVE POZNATKY V OBLASTI STUDIA MOLEKULARNYCH
MECHANIZMOV KLIiCENIA A PRERASTANIA ZRNA PSENICE
NEW CONCEPTS IN STUDY OF MOLECULAR MECHANISMS OF
GERMINATION AND SPROUTING OF WHEAT SEED

Ivan MICHALIK - Dana URMINSKA

External application of morphoregulators (ABA, CCC, DMP) leads to amylolythic activity inhibition and subsequently
to germination of winter wheat. On the other hand GAj; stimulates increase in the alpha-amylase activity and the seed
germination. Results confirmed the concept of GA; as the amylase gene inductor which is responsible for starting the
process of germination and sprouting.

Key woords: alpha — amylase, wheat, sprouting, germination, electrophoresis, glutenin subunits

Stadium regulaénych mechanizmov prechodu vyvijajiceho sa embrya do fizy dormancie alebo
prerastania predstavuje teoreticky, ale predovsetkym hospodarsky vyznam. Uvedené procesy bezprostredne
suvisia s formovanim urody a jej kvality. Absencia fazy dormancie a nefunkénost’ brzdiacich mechanizmov
zodpovednych za  klicenie zvySuje nachylnost zrna na prerastanie, ¢o pri pestovani obilnin ma
bezprostredny dopad na kvalitu trody.

Semend mnohych druhov divo rastucich rastlin sa vyznacuju vysokou turovitou dormancie. Naproti tomu
pre kultrne druhy pestovanych plodin a najmd hexaploidné pSenice je charakteristicka nizka uroven
dormancie, ¢o spdsobuje rychly prechod embrya do fazy kli¢enia. Tento jav sposobuje pri pestovani obilnin
neziaduci fenomén prerastanie (PHS pre harvest sprouting). Vyskyt procesov PHS je mozné urcit podla
nizkych hodnét ,cCisla poklesu”. Pochopenie podstaty prerastania si vyzaduje poznat genetické
a biochemické procesy a spdsoby regulacie embryogenézy a kli¢enia. Na modele Arabidopsis bolo
identifikovanych viac ako 30 genetickych lokusov kontrolujucich klicenie.

Material a metody

Pre testovanie vplyvu morforegulacnych latok (kyselina abscisova, kyselina giberelova,
chlorchloridchlorid a dimetipine) na aktivitu alfa-amylazy pocas kli¢enia sme pouzili odrody ozimnej
pSenice (Presto, Ibis, Caribo a BU-30). Kli¢enie semena sa uksutoc¢nilo v klimatizovanom boxe pri teplote
20° C £1 %. Semena pred ich nakli¢enim boli exponované pocas 30 minat v nasledovnych roztokoch: 0,05
% kyselina abscisova (ABA), 0,05 % kyselina giberelova (GAj), 1 % chlorchloridchlorid (CCC) a 1 %
dimetipin (DMP). Vzorky semena pocas kli¢enia sme odoberali v nasledovnych ¢asovych expoziciach 0,
24, 48, 96 a 168 hodin. Aktivita alfa-amylazy (alfa-1,4-glukanglukanohydrolaza-E.C. 3.2.1.1.) bola
stanovend Spofa testom v 10 ml extrakte 0,2 mol.dm’ acetitového tlmivého roztoku opH 5,5 z 2 g
celozrného Srotu. Komponentnu skladbu zasobnych endospermovych bielkovin sme stanovili metdodou
SDS-PAGE (ISTA).

Vysledky a diskusia

Vychadzajic z aproximativnej analdgie procesov klienia a prerastania sme testovali u¢inok viacerych
morforegulatorov na amylolytickil aktivitu pocCas klicenia semien rozdielnych odrdod ozimnej pSenice.
Experimentalny zadmer modelového pokusu bol formulovany sohladom na vysvetlenie Startovacich
mechanizmov klicenia, ale aj prerastania. Ked’ze katabolické reakcie klicenia a prerastania su biochemicky
identické, potom i faktory, ktoré inhibuji klicenie, zaroven inhibuji aj prerastanie. Inhibicia prerastania
suvisi so stimuldciou embryogenézy a stabilizdciou dormancie semena a naopak. Z vysledkov testovania
genotypov kvazi nachylnych na prerastanie (BU-30) v porovnani s relativne odolnymi (Ibis, Caribo a Presto)
vyplyva, ze u genotypu BU-30 je rychlejsi a vacsi narast aktivity alfa-amylazy uz v pociatonych fazach
klic¢enia (obr. 1).

Je pozoruhodné, Ze testované odrody citlivo reaguju na exogénnu aplikaciu GA; , o sa prejavuje
v naraste aktivity alfa-amylazy (obr. 2). Najmensi efekt GA; na stimulaciu amylolytickej aktivity v ramci
suboru testovanych odrdd sa prejavil pri odrode Caribo. Na zaklade tychto vysledkov je mozné hodnotit
odrodu Caribo v ramci testovanych odrod  za relativne najrezistentnejSiu na prerastanie, co zodpoveda
i zaverom TEMIRBEKOVE] (1998). Naproti tomu biologicky aktivne latky typu ABA, CCC a DMP
sposobuju inhibiciu amylolytickej aktivity uz po 24 hodinovej expozicii kli¢enia (obr. 2). Tieto poznatky st
zhodné aj s vysledkami HILHORSTA a KARSEENA (1992) o tom, Ze ABA urychl'uje dozrievanie zrna
ainhibuje klicenie. Kvantitativne vztahy testovanych preparatov su dobre viditeIné z vysledkov
znazornenych na obr. 3.

Stimula¢ny a inhibiény efekt aplikovanych preparatov na aktivitu a-amyldzy pocas klicenia je viac
menej zrovnatelny s odrodou nachylnou (BU-30) a kvazi tolerantnymi na prerastanie (Caribo, Presto, Ibis).
Z uvedeného vyplyva, ze za priaznivych podmienok pre expresiu génov syntézy a-amylazy, ktoré moézu
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byt indukované aj exogennymi klimatickymi faktormi, dochadza ku manifestacii kli¢enia a prerastania
nezavisle od genotypovej odlisnosti.

Elektroforetické analyzy komponentnej skladby zasobnych endospermovych bielkovin metédou SDS-
PAGE vyhodnotené vo forme grafického zaznamu elektroforegramov (obr. 4) potvrdili, Ze pocas kli¢enia
semien nasledkom zvysenej proteolyzy, dochadza ku vyraznej hydrolyze gluteninovych HMW subjednotiek.
Pocas kli¢enia semena dochadza k narastu absolitneho obsahu a percentualneho podielu gluteninovych
LMW subjednotiek a frakcie monomernych gliadinov. Predpokladame, ze uvedené zmeny s spdsobené
zvySenou hydrolyzou frakcie HMW. Z testovanych preparatov najvacsi inhibi¢ny ucinok na hydrolyzu
HMW- gluteninovych subjednotiek vykazuje dimetipin (DMP). Inhibi¢ny efekt klesa v poradi DMP — ABA
— CCC. Z uvedeného je zrejmé, ze DMP, CCC a ABA v procesoch klicenia pdsobia ako antagonisti GAj;.
Utinok DMP je zrovnatelny s ABA, ¢o pravdepodobne stvisi s inhibiciou syntézy alfa-amylazy ,,de novo*.
Okrem preparatov typu CCC a DMP existuje cely rad syntetickych, ale aj prirodnych latok, ktoré inhibuji
aktivitu a-amylazy.

Koncentracia kyseliny giberelovej je rozhodujicim cinitefom na spustenie procesov klicenia
a prerastania. GA; patri medzi priame alebo sprostredkované induktory transkripcie amylazového génu.
Naproti tomu latky typu ABA, CCC, DMP tym, Ze urychl'uju dozrievanie, posobia stimula¢ne na prechod
zrna do fazy dormancie, Zo sa pozitivne prejavuje v retardacii kli¢enia a dozrievania.

Zamedzenie neziaducich procesov pred¢asného klicenia pocas embryogenézy alebo i pocas skladovania
zrna si vyzaduje stabilizaciu biochemickych procesov, zodpovednych za dormanciu. V tomto smere sa
ziada minimalizovat’ amylolytickl aktivitu v zrne (inhibicia a-amylazy ), ale aj represia expresie génov
tvorby a-amylazy ,,de novo* Minimalna aktivita a-amylazy v zrne je dokazom toho, Ze v zrne sa ukoncili
procesy dozrievania a zrno prechddza do fazy dormancie. Zaroven je to aj indicia toho, Ze sa nerealizovali
nezvratné procesy prerastania.

Vysvetlenie a objasnenie molekuldrnej podstaty klicenia a prerastania si vyzaduje poznanie
predovsetkym geneticko-biochemickych procesov regulacie dozrievania aklicenia. V ostatnej dobe
vysledky prace najmé kolektivu HOLDSWORTHA (1999) poskytuji pozoruhodné poznatky o identifikacii
genetickych  lokusov a génov, zodpovednych za procesy prerastania. Niektoré ztychto génov boli
klonované aich analyza umoziiuje objasnit’ geneticku interakciu transkripénych faktorov, induktorov
a génov zodpovednych za tranziciu dormancie na kli¢nu rastlinu (MCCARTY, 1995; HOECKER a kol.,
1995; HOLDSWORTH a kol., 1999; BAILEY a kol., 1999).

Existuju dokazy o lokusoch a génoch, ktoré suvisia s vyvinom embrya. Boli identifikované transkripcné
faktory, ktoré st zodpovedné za prerastanie. Vo vSeobecnosti hodnotime prerastanie ako désledok
prerusenia fazy dozrievania, dezintegraciu embryondlneho vyvinu zrna a narusenie anabolicko-
katabolickych procesov. Na tvorbe alebo prenose signalov od Specialnych rastlinnych horménov (ABA
a GA;) sa podielaju viaceré lokusy. V tomto smere GA; je aktivator presnejSie induktor transkripcie
amylazového génu, tvorby a-amyldzy atym istimulacie kliCenia a prerastania. Mutacia lokusov
asociovanych s tvorbou GA; spdsobuje vyrazni redukciu klicenia. Kolektiv vedeny Holdsworthom (3)
identifikoval CTS lokus (Arabidopsis comatose), ktory kontroluje kli¢enie. Pritom sa zistilo, ze CTS lokus
kodujuci peroxizomalny protein reguluje metabolizmus zasobnych lipidov. Expresia CTS proteinu stupa
ihned’ po napucani semien nachylnych na kli¢enie. Existuju priame dokazy o tom, ze CTS lokus reguluje
expresiu viacerych enzymov (malatsyntaza, izocitratligaza, tiolaza). Geneticka analyza potvrdila, Ze lokusy
stimulujuce dormanciu embrya zaroven negativne vplyvaji na expresiu CTS proteinu. Z uvedeného
vyplyva, Ze funkcia CTS lokusu spociva v preruseni dormancie a v odStartovani klicenia a prerastania.

Na priklade embrya kukurice HOLDSWORTH akol. (1999) a BAILEY akol. (1999) izolovali
transkripény faktor VP1 (vivaparus-1), ktory zohrdva vyznamnu ulohu pri stabilizacii dormancie zrna
kukurice. Bolo dokazané, ze mutanty kukurice bez VP1 tvoria nezrelé embrya, ktoré predcasne klicia.
Z uvedeného vyplyva, ze VP1 reguluje expresiu génov bezprostredne spojenych s procesmi dozrievania,
s procesmi represie transkripcie amylazového génu a prechodom zrna do fazy dormancie. Je pozoruhodné,
ze hladina VP1 je modulovand environmentalnymi podmienkami (najmé atmosferickymi zrazkami a
teplotou) v dobe dozrievania, ¢o bolo potvrdené aj nasimi vysledkami (7). Okrem VP1 i d’alSie faktory ako
LEC 1, 2, 3 a ABI3 st povazované za realne markery dormancie a odolnosti rastlin na prerastanie.

Predpoklada sa, ze CTS fenotypy hexaploidnej pSenice su podobné s VPl mutantami kukurice.
Z vysledkov analyzy Struktury homologickych génov kukuriéného VP, transkriptu pocas vyvinu embrya
vyplyva dolezité zistenie, ze vacSina transkriptov je chybne ,,zostrihnuta® v ramci posttranskripénej Gpravy
hn RNA. Transkripty obsahuju ako inzercie intronnych sekvencii, tak aj delecie kodujucich fragmentov.
Takto vytvoreny transkript neobsahuje plnu genetickll informaciu pre tvorbu uceleného regulaéného
proteinu, o je pri¢inou toho, ze VPI1 faktor nie je funkény. Nasledkom uvedeného dochadza ku stimulacii
klicenia a prerastania.

Riesenie odolnosti genotypov pSenice na prerastanie predpoklada predovsetkym vyuzitie metod
génového inZinierstva pri realizacii prenosu génov typu VP1 z divokych druhov obilnin (napriklad ovsa) do
gendému hexaploidnej pSenice.
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Zaver

Exogenna aplikacia morforegulatorov (ABA, CCC, DMP) spdsobuje inhibiciu amylolytickej aktivity
anasledne aj procesov kli¢enia zrna ozimnej pSenice. Naproti tomu kyselina giberelova ucinne stimuluje
narast aktivity alfa-amylazy a kli¢enia.

Vychéadzajic =z aproximativnej analdgie katabolicko-anabolickych reakcii kli¢enia a prerastania
predpokladame, ze zvySena hladina GA; plni tlohu induktora expresie amyldzového génu a tym zodpoveda
za odstartovanie procesov kli¢enia a prerastania. Naproti tomu latky typu ABA, CCC, DMP stabilizuju fazu
dormancie a tym zvysSuju odolnost’ zrna na predcasné klicenie.

Z vysledkov testovania amylolytickej aktivity pocas kli¢enia jednotlivych odréd ozimnej pSenice
vyplyva, Ze v pociatocnych fazach kli¢enia najvyssiu reaktivitu v porovnani s odrodami kvazi tolerantnymi
na prerastanie (Presto, Caribo, Ibis) vykazuje odroda BU-30.
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Obr. 4. Vplyv testovanych preparatov (ABA, GA3, CCC, DMP) na elektroforetické spektrum
gluteninovych bielkovin (expozicia 168 hod., BU-30; SDS-PAGE-ISTA)
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CELIAKALNE AKTIVNE BIELKOVINY V CEREALIACH
A PSEUDOCEREALIACH.
COELIAC ACTIVE PROTEINS IN CEREALS AND PSEUDOCEREALS.

Zdenka GALOVA - Ivan MICHALIK - J4an HOBLIK - Milan CHNAPEK - Zelmira
GREGANOVA

The different species of cereals and pseudocereals on the presence of coeliatic active proteins were analysed. Results
showed that wheat, barley and rye are not suitable on the production of products for coeliac patients. On the other hand
the analysed pseudocereals are without coeliatic active proteins and can be used in the diet of adults with celiatic
disease. The secondary structure of gliadin proteins on the base of the UV CD spectra was determinated. Wheat
gliadins showed alfa-helix structure, which is stable in the different ionic strength and in the different pH. The UV CD
spectrum of synthetical tetrapeptides (PSQQ, POQQOQ, SOQQ, PKQQ) presented the irregular structure.

Key words: cereals, pseudocereals, SDS-PAGE, Elisa kit, UV CD spectrum

Uvod

Celiakia alebo glutén-senzitivna enteropatia je zapalové chronické ochorenie vstrebavania tenkého Creva,
zapri¢inené dedi¢nou precitlivenostou na gliadin, ktory je stcastou gluténovych bielkovin. Histologicky je
charakterizovand poskodenim klkov tj. nizkym vzrastom klkov vo vysokom pomere a vzrastom
vnutroepitelovych lymfocytov. Doporucenou terapiou u takto postihnutych pacientov je vylucenie gliadinu
z diéty.

Cielom prace bolo analyzovat viaceré druhy cerealii a pseudocerealii na pritomnost celiakalne
aktivnych bielkovin a na zaklade vysledkov doporucit’ niektoré z nich ako potencialny potravinovy zdroj pre
pripravu bezlepkovych potravin.

Material a metody

Analyzovany bol subor cerealii a pseudocerealii ziskany z Génovej banky semennych druhov CR
v Prahe. Frakéna skladba bielkovinového komplexu zrna bola realizovana sekvencnou extrakciou podla
metodiky MICHALIKA (2002). Zasobné bielkoviny boli extrahované z individualnych zin a separované
metdédou ISTA SDS-PAGE (WRIGLEY, 1992). Klasifikicia HMW-GS sa realizovala podla katalogu
PAYNE et al. (1987) a vyhodnotené boli pomocou programu GRAB-IT 259.

Celiakalne aktivne bielkoviny boli testované Elisa testom Transia Plate Gluten od firmy Diffchamb SA,
Lyon, Francuzsko. Konforma¢ny stav gliadinovych bielkovin bol stanoveny meranim UV CD spektier na
JASCO spektropolarimetri model 720, vyrobca Japonsko.

Vysledky a diskusia

Celiakia sa klinicky prejavuje mnoZstvom priznakov od asymptomatickych cez unavu, nevyjasnené
brusné priznaky, ubytok hmotnosti, hnacka, porucha vstrebavania, hnacka so Sedou stolicou s nestravenym
tukom az po nedostatok délezitych vitaminov a mineralov. Priznaky a abnormalna histologia tenkého creva
rozhoduji o odstraneni niektorych bielkovin ako st gliadiny pSenice, sekaliny raze, hordeiny jacmena,
aveniny ovsa z vyzivy. Na druhej strane, zasobné bielkoviny inych plodin ako su zeiny kukurice, paniciny
prosa, kefariny sorga a oryzeiny ryze nevykazuju celiakalnu aktivitu, ¢o bolo potvrdené viacerymi autormi
(COLLIN, HAKAMEN et al., 2001; PETR et al., 2003).

V préci sa hodnoti variabilita komponentnej skladby bielkovinového komplexu zrna niektorych cerealii
a pseudocerealii z hl'adiska ich vyzivnej kvality a determinacie celiakalne aktivnych bielkovin. Ako vyplyva
z viacerych prac (PETR et al., 2003; MICHALIK et al., 1994), pseudoobilniny mozu byt Gspesne vyuzité vo
vyzive ludi pre potreby bezlepkovej diéty. Analyzované genotypy sa liSia niclen obsahom hrubych
bielkovin, ale aj frakénou skladbou bielkovinového komplexu. Z vysledkov vyplyva, ze pseudoobilniny sa
vyznacuju odlisSnou frakénou skladbou v porovnani skonvenénymi obilninami. Pre viaceré druhy
pseudoceredlii ako su quinoa, laskavec, pohanka, k tzv. zasobnym bielkovinam patria cytoplazmatické
bielkoviny reprezentované frakciou globulinovych bielkovin.

Elisa analyzy potvrdili predpoklad, Ze cirok, proso, bér vlassky, rosicka krvava, pohanka, quinoa a
amarantus, kde je zastipenie celiakédlne aktivnych agens nizke alebo nebolo detegované, su pre bezlepkovu
diétu vhodné. Dalgie analyzované plodiny ako st penica jednozrnova, pSenica dvojzmova, pSenica $palda,
kamut, pSenica letnd a triticale rizikové pre dietu pacientov chorych na celiakiu (MICHALIK, 1994; PETR
et al., 2003; MOWAT, 2003; GALOVA et al., 2005). Celiakalne aktivne bielkoviny v zrne ovsa
nepresahovali limitné hodnoty (0,02 %) pre potreby bezlepkovej diéty, avsak na vyuZitie tejto plodiny pre
vyrobu potravin pre chorych na celiakiu neexistuju jednoznaéné nazory (MICHALIK, 1994).

V dalSom bol stanoveny konformaény stav gliadinovych bielkovin meranim UV CD spektier (spektrum
cirkularniho dichroizmu) na JASCO spektropolarimetri model 720, vyrobca Japonsko, v Laboratoriu
molekularnej biofyziky a farmakoldgie Inititatu biofyziky CAV v Brne. Testoval sa vplyv rozdielnych
rozpustadiel, ktoré sa vyznacuju nizkou (TFE-trifluoretanol, etandiol) resp. vysokou (voda, rozne izotonické
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roztoky) dielektrickou konstantou na konformacny stav (alfa-helix resp. beta-zavit) gliadinu, pricom UV CD
spektra boli merané v rozsahu 180 — 260 nm.

UV CD spektrum gliadinov (pH9.0)
UV CD spekirum tetr apepidu SQQQ

AR AV

aaaaaaaaaa fom] Wavelenght [nm]

Z dosiahnutych vysledkov ziskanych meranim UV CD spektier je mozné konstatovat, ze gliadiny
pSenice sa vyznacuju alfa-helixovou $trukturou, ktora sa nemeni vplyvom roznej iénovej sily prostredia, ani
vplyvom rozdielneho pH.

UV CD spektrd boli merané aj v syntetickych tetrapeptidoch, ktoré boli zakipené od firmy Sigma o
sekvenci aminokyselin PSQQ (Pro-Ser-Gln-Gln), PQQQ (Pro-Gln-GIn-Gln), SQQQ (Ser-Gln-Gln-Gln),
PKQQ (Pro-Lys-GIn-Gln), ktoré podla literarnych pramenov (Michalik, 1994), ale aj stanovenim ich
celiakalnej aktivity pomocou Elisa testov vykazuja celiakalnu aktivitu. Ziskané UV CD spektra uvedenych

tetrapeptidov sa vyznacovali nepravidelnou struktirou.

Zaver

Z analyzovanych pseudocerealii, vhodnych na pripravu diétnej potraviny pre pacientov s celiakiou
mozno odporucit’ quinou, cirok, pohanku, amarantus, rosicku krvavi a proso. Tieto druhy nevykazuju
celiakalne aktivne bielkoviny. DalSie analyzované druhy pSenice, tritikale a ovsa se ukazali pre dietu
rizikové.
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PROTEOMICKA KLASIFIKACIA SAMOOPELIVYCH LINIi A ICH
DVOJLINIOVYCH HYBRIDOV KUKURICE SIATEJ (ZEA MAYS L.)
IZOENZYMOVYMI MARKERMI — REALITA A PERSPEKTIVY VYUZITIA
PROTEOMIC CLASSIFICATION OF SELF-POLLINATED LINES OF MAIZE
(ZEA MAYS L.) AND THEIR SINGLE CROSSES — REALITY AND
PERSPECTIVES OF UTILIZATION

Pavol MUDRY - Marian DRAGUN

In this work 18 self pollinated lines (L) of maize (Zea mays L.) and their 13 single crosses (Sc) have been analysed by
electrophoretic profiling of 11 enzymes — acid phosphatase (ACP), alcohol dehydrogenase (ADH), catalase (CAT),
diaphorase (DIA), f-glucosidase (GLU), glutamateoxaloacetate transaminase (GOT), isocitrate dehydrogenase (IDH),
malate dehydrogenase (MDH), 6-phosphogluconate dehydrogenase (PGD), phosphoglucoisomerase (PGI) and
phosphoglucomutase (PGM). All biological materials to be analysed were from breeding programme of SEMPOL
Holding (Trnava). From the results it is clear that all samples of biological materials (L and their Sc) were
homogeneous. In each from the 13 Sc, male component, female component and their Sc were distinguishable each other
by means of this proteomic classification. Eleven from the thirteen Sc and fourteen from the eighteen lines had original
fingerprints. Loci: Cat3:9, Dia2:4, Gotl:4, Got2:4, Got3:4, Mdhl:6, Mdh4:12, Mmm:M, Pgd2:5 a Pgml:9 were
monomorphic (frequency = 1) and in this set of analysed lines had no discriminatory role. There were detected alleles at
individual loci — Acpl (alleles 2, 3, 4), Adhl (4, 6), Cat3 (9), Dial (8, 12), Dia2 (4), Glul (2, 6-7), Gotl (4), Got2 (4),
Got3 (4), Idhl (4, 6), Idh2 (4, 6), Mdhl (6), Mdh2 (3, 6), Mdh3 (16, 18), Mdh4 (12), Mdh5 (12, 15), Mmm (M), Pgdl (2,
3.8), Pgd2 (5), Pgil (4, 5), Pgml (9) and Pgm2 (1, 4, and 8). New, unique allele/alleles were not identified. In this
article aplicability of proteomic classification of maize by enzyme polymorphism as very efficient tool for checking
genotypic identity and homogeneity of Slovak maize genotypes for genetic, breeding, seed improvement, ecophysiology
and other research purposes are confirmed.

Key words: maize (Zea mays L.), self-pollinated lines, single crosses, electrophoresis, isoenzymes, molecular markers

Uvod

Historia vyskumu polymorfizmu enzymov polnohospodarskych plodin ma uz temer pétdesiat rokov.
Prva praca, ktora poukazovala na moznost’ vyuzitia multiplicity enzymov v genetike a v $l'achteni sa tykala
prave kukurice (SCHWARTZ, 1960). Dnes uz nikto nepochybuje o moznostiach praktického vyuzitia
polymorfizmu enzymov v genetike, §lachteni a v semenarstve vacsiny kultirnych rastlinnych druhov, i ked’
kukurica bola priekopnickou plodinou.

V priebehu uplynulych Styroch desatro¢i bolo publikovanych mnozZstvo prac tykajiacich sa tvorby
Standardizovanej metédy analyzy polymorfizmu enzymov kukurice ajeho genetickej interpretacie,
dokumentujtcich vyznam avyhody elektroforetickych analyz pri urCovani genotypovej identity
a homogenity partii osiv (resp. odrodovej pravosti), ich zachovavania a pravnej ochrany (ORMAN a kol.,
1991; SMITH a kol., 1986, 1987, 1992; MUDRY, JURACEK, 1994, 1998). Neoddelitelnou sucastou je aj
Studium rozsahu variability polymorfizmu enzymov a mapovanie narodnych genofondov kukurice pre tucely
poznania rozsahu ich vyuzitia v §l'achteni aj prostrednictvom obohatenia zarodo¢nej plazmy o lokusy a alely
s vel'mi malou frekvenciou vyskytu.

Moznosti vyuzitia polymorfizmu enzymov ako molekularnych markerov v genetike, §l'achteni a v inych
teoretickych a aplikaénych rovinach vyplyva ztychto atributov: st to vzdy bielkoviny s katalytickym
ucinkom, syntéza enzymov je bezprostredne pod dobre znamou genetickou kontrolou, nezavislost’ expresie
izoenzymov od vplyvu faktorov vonkajSicho prostredia (st stabilnym deskriptorom genotypu), variabilita
izoenzymov pri kukurici pre rozliSovanie genotypov je dostatoéne velka a prevazne kodominantna expresia
polymorfizmu enzymov.

Cielom vyskumu tejto prace bolo: zmapovat' a urcit’ rozsah polymorfizmu enzymov najaktualnejSieho
stiboru linii a ich dvojliniovych hybridov zo Sl'achtitel'ského programu Sempol Holding a. s. Trnava, urcit
mieru homogenity ich vzoriek a postdit’ do akej miery umoziuje variabilita polymorfizmu enzymov jeho
vyuzitie v réznych teoretickych a aplikacnych rovinach.

Material a metédy

V rokoch 2003 — 2005 sme uskutoc¢nili analyzy polymorfizmu enzymov 18 samoopelivych linii (L) a ich
13 dvojliniovych hybridov kukurice siatej (Zea mays L.), ktorych biologickll identitu garantovali a pre
experimentalnu pracu poskytli Ing. Miloslav Masnica, PhD. a Ing. Rudolf Izakovi¢, CSc. (Sempol Holding
a. s., Tmava). Na analyzu polymorfizmu enzymov kyslej fosfatazy (ACP, E.C. 3.1.3.2),
alkoholdehydrogenazy (ADH, E.C. 1.1.1.1), katalazy (CAT, E.C. 1.11.1.6), diaforazy (DIA, E.C. 1.6.99.2),
B-glukozidazy (GLU, E.C. 3.2.1.21), glutamat-oxaloacetattransaminazy (GOT, E.C. 2.6.1.1),
izocitratdehydrogenazy (IDH, E.C. 1.1.1.42), malatdehydrogenazy (MDH, E.C. 1.1.1.37), 6-
fosfoglukonatdehydrogenazy (PGD, E.C. 1.1.1.44), fosfoglukoizomerdzy (PGI, E.C. 5.3.19) a
fosfoglukomutazy (PGM, E.C. 2.7.5.1) bol pouzity Standardizovany metodologicky postup horizontalnej
elektroforézy na skrobovom géle (CARDY a kol., 1980, STUBER a kol., 1988, BOURGOIN-GRENECHE
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a kol., 1998). Metodologia zahina nasledujuce kroky: klicenie zfn ( pét’ koleoptil reprezentovalo L resp. Sc),
priprava Skrobovych gélov, ukladanie vzoriek do gélov, samotna elektroforéza, rezanie Skrobovych gélov,
vyfarbovanie zon enzymatickej aktivity a geneticka interpretacia polymorfizmu enzymov analyzovanych
vzoriek. Klicenie zin prebiehalo po dobu piatich dni v termostate na mokrom filtranom papieri v Petriho
miskach za tmy a pri teplote 25 °C. Presnd metodologia, zlozenie extrakéného cinidla, timivych roztokov
a farbiacich médii st detailne uvedené v citovanej literatire a v mnohych nasich publikaciach, napr.
MUDRY, JURACEK (2001).

Pri genetickej interpretacii izozymogramov sme brali do uvahy rozsah variability polymorfizmu
v Studovanom lokuse, $truktiru enzymu, existenciu intra- a interlokusovych interakcii, mozni komigraciu
zon enzymatickej aktivity (pasov) jedného lokusu s inym lokusom, pritomnost’ nulovych alel atd’. Alely
v lokusoch boli klasifikované podl'a ich migracnych vzdialenosti. Pre lokusy MDH plati, ze vicsie Cislo
zodpoveda rychlejSej migracii k andde. Pre iné enzymy vicSie Cisla zodpovedaji pomalSej migracii.
Symbolom pre recesivnu nulovl alelu je n. Mmm je oznafenie modifikujuceho lokusu, alely ktorého
ovplyviiuju rychlost’ migracie istych pasov MDH.

Vysledky a diskusia

Pocas rokov 2003-2005 sme uskutocnili proteomicku klasifikaciu 18 samoopelivych linii (L)
s excelentnou kombina¢nou schopnostou aich 13 dvojliniovych hybridov (Sc) proveniencie SEMPOL
Holding a. s., Trnava na baze analyzy a genetickej interpreticie polymorfizmu 11-tich druhov enzymov.
V Tab. 1 si popisy (fingerprinty) linii aich dvojliniovych hybridov. VSetky vzorky analyzovanych
biologickych materidlov boli homogénne. Na zéklade uvedenych vysledkov vyplyva, Ze S$lachtitel'sky
materidl kukurice je aj po stranke molekularno-biochemickej v sledovanych znakoch ¢isty a homogénny. Vo
vSetkych trinastich pripadoch sa izozymogramy rodi¢ovskych komponentov a ich dvojliniovych hybridov
navzajom odliSuju, z ¢oho vyplyva, ze ich na baze polymorfizmu 11 druhov enzymov mozno od seba
odlisit a Ze uvedené dvojliniové hybridy maju v jednom alebo viacerych lokusoch heterozygotni
konstituciu. Z analyzovanych 13 genotypov dvojliniovych hybridov ma 11 origindlny izozymogram, ale
hybridy Sc 3154 x 3119 a Sc 3162 x 3119 maju zhodné izozymogramy, a preto sa navzajom odlisit’ nedaju.
Sedem lokusov s heterozygotnou konstiticiou mé hybrid Sc 3098 x 3153, Sest’ 3171 x 3161, pat’ 1149 x
3119, 3158 x 3119 a 3098 x 3159, Styri 3154 x 3119, 3148 x 3163, 3061 x 3098, 3162 x 3119 a 3150 x
3036, tri 4023 x 3151 a 3155 x 3163 alen dva Sc 3157 x 3119.

Zhodné izozymogramy maju Styri linie, a to st: linie 3154, 3162 a 3036, 3155. Pre posudzovanie kvality
krizenia je podstatné, aby sa nezhodovali izozymogramy rodi¢ovskych komponentov. V nasom pripade
ziadna z dvoch dvojic linii so zhodnymi fingerprintami netvoria spolo¢nych hybridov. Z pohl'adu §lachtenia
moézu byt zaujimavé linie v izozymogramoch ktorych sa vyskytuju Statisticky vzacne izoformy, napr. :
3163, 3158 a 3153 ( Pgil:5), 3171 (Mdh3:18) a 3061 (Pgm2:1). Na zaklade frekvencie alel jednotlivych
izoenzymovych lokusov vypocitanych zo siboru analyzovanych 13 samoopelivych linii kukurice vyplyva,
ze lokusy Cat3:9, Dia2:4, Gotl:4, Got2:4, Got3:4, Mdhl:6, Mdh4:12, Mmm:M, Pgd2:5 a Pgml:9
s frekvenciou 1,0 st monomorfné anemaji v danom analyzovanom subore samoopelivych linii
diskrimina¢ntl hodnotu. V jednotlivych lokusoch analyzovaného stboru linii a dvojliniovych hybridov bola
zistena pritomnost’ alel: Acpl:2, 3 a 4; Adhl:4 a 6; Cat3:9; Dial:8 a 12; Dia2:4; Glul:2 a 6-7; Gotl:4,
Got2:4; Got3:4; Idhl:4 a 6; Idh2:4 a 6; Mdh1:6 ; Mdh2:3 a 6; Mdh3:16 a 18; Mdh4: 12; Mdh5:12 a 15;
Mmm:M; Pgdl:2 a 3.8; Pgd2:5; Pgil:4 a 5; Pgm1:9 a Pgm2:1,4 a 8.

Z vysledkov analyz uvedeného suboru vyplyva, Ze variabilita polymorfizmu enzymov je mala
a nepostacuje na absolitnu identifikaciu vSetkych genotypov, ale to nebrani vyuzivaniu fingerprintov pri
urCovani genotypovej identity ahomogenity partii osiva, posudzovaniu kvality Slachtitel'skych
a semenarskych prac, nads$tandardnému hodnoteniu liniového materialu atd’. Absolutnu identifikaciu mozno
zabezpeCit' spojenim tejto techniky identifikacie s niektorou z metéd vyuzivajucich analyzy variability
nukleovych kyselin tak, ako je zname zo zahrani¢nej literatiry. NaSe vysledky potvrdzuju aj skutocnost, ze
vzhl'adom na malu variabilitu polymorfizmu sa neda oc¢akavat, ze bude mozné slachtit’ kukuricu klasickym
sposobom prostrednictvom poznania polymorfizmu enzymov vo vztahu k morfologickym, produkénym
a agronomickym charakteristikdm. Do akej miery doslo k erdzii alebo k obohateniu zarodocCnej plazmy
o nové alely v analyzovanom subore linii a hybridov sa nemézeme vyjadrit’, lebo nepozname ich povod.

V buducnosti zo Sslachtitel'ského hladiska mozu byt hodnotné poznatky tykajuce sa jednotlivych
izoforiem vo vztahu k stresovym podmienkam prostredia, vratane xenobiotik a participacia tychto interakcii
v ontogenéze rastliny, resp. porastu. Sticasné vedecké pracoviska vo svete sustred’uju svoje Usilie aj tymto
smerom uz druhé desatrocie. Zaujem o Studium polymorfizmu enzymov vo svete aj u nas vzrasta, aj preto je
a bude mapovanie kukurice aj inych polnohospodarskych plodin nevyhnutnost'ou ako pre vyrobnt prax, tak
aj pre exaktnost’ poznania v zakladnych vedeckych disciplinach.

Zaver

Praca prinasa vysledky z oblasti hodnotenia linii a hybridov kukurice na bdze analyzy a genetickej
interpretacie polymorfizmu jedendstich druhov enzymov. Potvrdzuje na zéklade analyzovaného suboru
vhodnost’ metodologického postupu pre priame vyuzivanie v praxi. K efektivnemu a systematickému
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vyuzivaniu v praxi by napomohla pravna norma, ktora by nariad’ovala testovanie kazdého biologického
materialu kukurice prihlasovaného do odrodovych skasok. To vSak predpokladd aj zaujem testovacieho
pracoviska a pestovatel'skej praxe. Dnes je uz evidentné, Ze vyznamni svetovi producenti kukurice
neustupia z pozicie testovania, hodnotenia kvality Slachtenia a pravnej ochrany linii a hybridov tejto
komodity polymorfizmom enzymov auz vobec nie od poznania vyznamu polymorfizmu enzymov
v réznych nasmerovaniach zakladného vyskumu.

Pod’akovanie: Vyskum bol podporeny MP SR (projekt ¢. 2003 SP27/0280D01/0280D01) a Agentiirou
pre vedu a techniku SR (projekt ¢. 20-017002).
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Tab. 1: Popis samoopelivych linii a dvojliniovych hybridov (Sc) kukurice siatej (Zea mays L.) na baze polymorfizmu enzymov za roky 2003 - 2005

OZNACENIE
GENOTYPU
3154

3119

Sc 3154 x 3119
3148

3163

Sc 3148 x 3163
4149

3119

Sc 4149 x 3119
4023

3151

Sc 4023 x 3151
3061

3098

Sc 3061 x 3098
3158

3119

Sc 3158 x 3119
3157

3119

Sc 3157 x 3119
3162

3119

Sc 3162 x 3119
3098

3159

Sc 3098 x 3159
3098

3153

Sc 3098 x 3153
3171

3161

Sc 3171 x 3161
3150

3036

Sc 3150 x 3036
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3163

Sc 3155 x 3163
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VPLYV A VYUZITIE GENOV KRATKOSTEBLOVOSTI V SCLACHTENI
PSENICE
EFFECT AND UTILIZATION OF DWARF GENES IN WHEAT BREEDING

Alzbeta ZOFAJOVA — Martin UZIK — Daniel MIHALIK — Michal SAJGALIK

Review about exploitation of gibberellic acid insensitive and sensitive dwarfing genes in world wheat breeding is
presented. Shortening of coleoptile length at variety Astella (with Rht 1) and at newer varieties in comparison to old
ones is documented by own results. In the set of 30 winter wheat varieties originated from local breeding or registered
and grown in Slovakia, length polymorphism of microsatellite marker WMS 261 was analysed. Microsatellite locus
WMS 261 is tightly linked to the dwarf gene Rht 8. 192-bp allele was prevalent, detected at 24 varieties (80 %). 165-bp
allele was detected at varieties Diana I, Kosutka and Solaris. Only variety Torysa is with 174-bp allele. At plant height,
differences between varieties with 165-bp allele and 192-bp allele were from 3 to 12 cm.

Key words: wheat, dwarf genes, Rht 8

Doteraz pri ozimnej pSenici je poznanych a vyuziva sa v §lachteni len malo skupin génov velkého
ucinku: Rht gény, ktoré determinuji vysku rastliny, Ppd gény podmieniujice reakciu na fotoperiodu, gény
jarovizacné (Vrn), ako aj gény pre rezistenciu voc¢i chorobam, pripadne gény determinujice kvalitu. Proces
adaptacie a aklimatizacie priamo alebo nepriamo podmienuju najméi gény Rht, Ppd, pripadne V.

Pravdepodobne najvyraznejSou zmenou v rastlinach pSenice za ostatnych 150 rokov je dramaticka
redukcia vo vyske zo 150 cm na stcasnych asi 85 c¢cm, ¢o bolo spojené so zvySenim produktivity klasu.
Znizenie vysky prispelo k tvorbe rastlin, ktoré efektivnejSie vyuzivaji asimilaty pre tvorbu zrna a tak
vyrazne zvys$uji zberovy index (AUSTIN et al., 1980; UZIK, ZOFAJOVA, 2003). Zvysila sa tiez odolnost’
voci poliehaniu, ¢o umoznilo zvysit davky zivin. Genetickd kontrola vysky rastlin je vel'mi komplexna,
podmienuje ju stibor major alebo minor génov lokalizovanych na mnohych chromozémoch, ktoré pdsobia
separatne v smere podporovania alebo potlacania vySky rastlin (WORLAND et al., 1990). Hoci
kratkosteblové rastliny pSenice maju potencial pre zlepSenie zberového indexu a Grody, vo vSeobecnosti je
korelacia medzi redukovanou vyskou a redukovanou urodou (LAW et al. 1973). V suc€asnosti je zndmych 21
major génov (Rht), ktoré redukuji vysku (McINTOSH et al., 1998). Vécsina z tychto génov boli odvodené
ako muta¢né formy a nemaju ziadnu $l'achtitel’skit hodnotu. Je iba niekol’ko major génov, ktoré redukuju
vysku a neredukuj urodu a preto st vhodné pre komeréné §lachtitel'ské programy (DALRYMPLE, 1986).

Gény kratkosteblovosti necitlivé na GA

Podl'a reakcie na kyselinu giberelinovu st Rht gény klasifikované ako necitlivé a citlivé na exogénnu
GA. Gény kratkosteblovosti necitlivé na GA je mozné detekovat’ pomocou aplikacie slabého roztoku GA na
kliciace rastliny (GALE, GREGORY, 1977). Gény necitlivé na GA, Rht-B1b alebo Rht-D1b (p&vodné
oznaCenie Rht 1 a Rht 2) su pritomné vo vécsine kratkosteblovych odrod pSenice vo svete. Oba gény
pochadzaju zo starej japonskej odrody NORIN 10, redukuju vysku asi o 18 % a maju pleiotropné efekty na
zvySenu fertilitu klasku a urodu, ktord v optimalnych podmienkach je vyssia o 15 % (FLINTHAM et al.,
1997). Pestovanie izogénnych linii (Rht a bez Rht) ukazalo, ze kratkosteblové linie, t. j. s Rht mali Grodu o 1
t.ha”' vy$§iu v Grodnejiich prostrediach (6 t.ha™).

Odrody s génmi Rht — B1b alebo Rht — D1b maju kratsiu koleoptylu a redukovanu energiu klicenia
(REBETZKE et al., 2001), ¢o je negativom v suchych podmienkach. Dlhsia koleoptyla je Ziaduca vtedy, ak
semena su siate hlbsie v dosledku vysuseného podneho povrchu. Vyssia energia kliCenia znamena tiez
vyssiu konkurenciu s burinami a vacSiu listova plochu, ktorda pokryva poédu a redukuje povrchovu
evaporaciu.

Skratenie dizky koleoptyly pri odrode Astella s Rht 1 dokumentujeme na historickom stibore 10 odréd
pri novsich odrodich bez ohPadu na geneticki determinaciu vysky rastlin, doslo ku skrateniu dizky
koleoptyly o 8,6 % v porovnani so star§imi odrodami.

ELLIS et al. (2002) pre detekciu bodovych mutacii zodpovednych za Rht 1 a Rht 2 vyvinuli PCR
markery. Oba markery boli v silnej korelacii s redukciou vo vyske a predpokladaji ich vyuzitie v
§lachtitel'skych programoch pri markermi asistovanej selekcii.

Gény kratkosteblovosti citlivé na GA

Hoci zisky z Rht — B1b a Rht — D1b sl vyznamné vo vicSine prostredi a boli zakladom Bourlagovej
zelenej revolucie, v $lachteni pSenic v juznej Eurdpe zlyhavaju pri kombinovani redukcie vySky so
zvySenim urody (KERTESZ et al., 1991; WORLAND et al., 1990). Zda sa, Ze je to v désledku citlivosti na
stres z tepla, ktory je v ¢ase meiozy, pred klasenim (WORLAND, LAW, 1985). Teplota vyssia ako 24 °C,
posobi ako Sok, ktory znizuje fertilitu, je casta v juznej Europe v priebehu kritického rastového stadia. Preto
v juznych oblastiach sa pestuju odrody s inymi génmi kratkosteblovosti, responzivnymi na GA. Gény
v tychto odroddch mézu byt zo starej japonskej odrody Akakomugi, ktora bola pouzitd Strampellim (1932).
Pre oznacenie tychto génov kratkosteblovosti na chromozémoch 2D a 5BS — 7BS boli pouzité symboly Rht
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8 aRht 9 (LAW et al. 1981, GALE et al. 1982), pricom Rht 8 je pritomny vo vsetkych odrodach
vySlachtenych v republikach byvalej Juhoslavie (WORLAND et al., 1998a) a v mnohych talianskych a
ruskych odrodach ako Bezostaja 1, Aurora a Kavkaz.

Detekcia génov kratkosteblovosti si vyzaduje tieZ hybridologickl analyzu ¢o je naro¢né na Cas a na
prostriedky. KORZUN et al. (1998) zistili, ze mikrosatelitny marker WMS-261 a jeho 192 bazickych
alelovych parov (bp) sa javi byt diagnostickym pre Rht 8. Slachtitelia odakéavali, ze gén by mohol byt
pritomny v pSeniciach zo CIMMYT, tieto zvycajne maju alelicky variant na WMS-261 lokuse 165 bp
(WORLAND et al., 1998b). Vécsina pSenic zo severnej Eurdpy ma treti alelicky variant na WMS-261
lokuse, 174 bp (WORLAND et al., 1998a). Mnohé menej bezné varianty az do 216 bp boli detekované v
diverzifikovanych medzinarodnych odrodach psenice.

V 30 odrodach pSenice (tab. 2), ktoré pochadzali z doméceho Slachtenia, alebo boli v minulosti
registrované a pestované na Slovensku sme analyzovali dizkovy polymorfizmus mikrosatelitného markeru
WMS 261. PCR reakciu sme uskutocnili v MJ Research PTC-200 podla KORZUN et al. (1998) (Ta=60
°C). Separaciu mikrosatelitnych alel sme uskutocnili v 6% mocovinou denaturovanych PAGE. Vizualizaciu
sme uskutocnili striebrom (BASSAM et al., 1991). Dizku alel sme uréili programom Kodak Digital Science
1D porovnanim velkosti alel odrod so znamou dizkou a pomocou markeru molekulovej hmotnosti.

Pri 24 odrodach (80 %) bola detekovana alela 192 bp, ktora je charakteristicka pre odrody pochadzajuce
z juznej Eurdpy. Je tu zrejmy historicky vplyv genofondu psenice najmé z byvalej Juhoslavie na domace
§lachtenie. Pritomnost’ alely 192 bp bola potvrdena v odrodach byvalej Juhoslavie — Sava, Zlatna Dolina
a Super Zlatna, ktoré boli v minulosti u nas pestované. Odrody pSenice vyslachtené v CIMMYT Mexiko
maju alelu 165 bp. V nami hodnotenom stbore odrdd alela 165 bp bola detekovana v odrodach — Diana 1,
Kosutka a Solaris. Alela 174 bp je prevalentna pri odrodach zo zapadnej Eurdpy, ¢o potvrdzuje tiez pdvod
odrody Jubilar (DEU). Jednym z rodicov odrody Torysa, ktora ako jedind z domacich odrod ma alelu 174 je
odroda Maris Marksman (GBR). Rovnaku detekciu, 174 bp pri odrode Mironovska uviedli tiez KORZUN
et al. (1998)

Alela 192 bp na lokuse WMS 261 je spojend so znizenim vysky rastlin (o 7 az 8 cm) a nema ziaden
pleiotropny efekt na iné agronomické znaky. Alela 174 bp je neutralna vo vztahu k vyske rastlin. Alela 165
bp koreluje so zvySenim vo vyske rastlin 0 3 az 4 cm anema ziaden vplyv na iné agronomické znaky.
Diferencia vo vyske rastlin medzi odrodami ktoré maju alelu 192 bp a 165 bp je niekedy vécsia ako 10 az 12
cm (KORZUN et al. 1998). Diferencie vo vyske rastlin medzi odrodami s alelami 192 bp a 165 bp sme tiez
pozorovali v nadobovom pokuse s historickym suborom 10 odrdd psenice (tab. 3). Odrody Diana I, Solaris
a Kosutka s alelou so 165 bp sa vo vyske rastlin odliSovali od odrody Viginta, s alelou 192 bp o 3,7 a 12 cm
jednotlivo.

Sucasnost’ a perspektivy

Na Slovensku sa v doterajsich vyskumnych a §lachtitel'skych programoch cielena detekcia jednotlivych
génov kratkosteblovosti za pouzitia molekularnych markerov nerobila. Za zdroj potrebnych informacii boli
povazované predovietkym rodokmene odréd. Ciastoéné informacie a to len o skupine Rht génov GA
necitlivych boli ziskavané z laboratornych testov, pri ktorych je aplikovany slaby roztok GA na kli¢iace
rastliny. Presné hybridologické analyzy boli robené v minulosti vo viacerych statoch Eurdpy, avsak len na
vybrané Rht gény. V smere identifikacie jednotlivych Rht génov predstavuju molekularne markery rychle,
pristupné detekéné metody, ktoré nie su ovplyvnené pestovatel'skym prostredim. Gény pre kratkosteblovost’
(Rht) a pre fotoperiodicku reakciu (Ppd) st génmi velkého ucinku, ktoré maju pleiotropné efekty na cely rad
hospodarsky vyznamnych znakov a vlastnosti. Su tiez v interakcii s prostredim, ktord vyznamne ovplyviiuje
adaptaciu kratkosteblovych a fotoperiodicky necitlivych genotypov. Z dovodu interakcie je nevyhnutné
detekovat’ a tvorit’ genotypy pre pozadované prostredie, teda aj pre naSe. Introdukcia novych Rht alel
(pripadne Ppd) pre nase agroklimatické podmienky bude spolahlivejSia ak bude realizovand na genetickom
pozadi doméacich adaptovanych odrdd.
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Tabulka 1: Priemerné hodnoty morfologickych znakov historického siboru odrdd psenice letnej f.
ozimnej testovanych v roztoku kyseliny giberelinovej (GA) a ich reakcia na GA

. Nazov DiZka koleoptyly - DI,Z}( 2 nad'zemnej Castl rasthn’y Reakcia
P.¢. odrody n _ Po iazycek 2 listu _Celkova na GA
X SE X SE X SE
1 810;3‘7“1“‘ 142 | 23,7bc" | 0369 | 655¢ | 0922 | 1944¢ | 2,249 S
2 SIOVgnSka 158 | 24.6cd | 0349 | 72,7f | 0875 | 191,6e | 2,133
Diana 1 200 32,1 g 0,311 76,3 g 0,777 216,9f | 1,895 S
X 1.3 166 26,8 - 71,5 - 200,9 —
4 Solaris 200 28,7 0,311 46,1 b 0,777 164,6 ¢ 1,895 S
5 Kosutka 168 21,8a 0,339 53,3¢ 0,848 | 181,4d | 2,068 S
6 Viginta 106 23,1b 0,427 63,5¢ 1,068 | 160,3bc | 2,604 S
7 Torysa 168 24,7d 0,339 64,3 ¢ 0,848 156,8b | 2,068 S
8 Astella 170 21,0 a 0,337 42,1a 0,843 1274a | 2,057 | I(Rhtl)
9 Vanda 200 27.0e 0,311 715 f 0,777 178,8d | 1,895 S
10 Axis 200 254d 0,311 59,8 d 0,777 215,81 | 1,895 S.1
X 4-10 173 24,5 - 57,2 - 169,3 -
X c 171 25,2 0,108 61,5 0,270 178,8 0,659
LSD (05 0,997 2,495 6,082
* medzi priemermi oznaCenymi rovnakym pismenom nie su Statisticky vyznamné rozdiely
Tabul’ka 2: Klasifikdcia odrod pSenice podl’a alelickych variantov mikrosatelitu WMS 261
Alela na Odrody Pocet
lokuse WMS
261, bp
192 Jubilejna, Aurora, Kavkaz, Iljicovka, Sava, Zlatnad Dolina, Slavia, Vala, Amika, 24
Super Zlatna, Iris, Viginta, Hana, Danubia, Agra, Ilona, Livia, Blava, Barbara,
Solida, Rada, Sana, Astella, Solara
165 Diana I, Solaris, KoSutka 3
174 Mironovska, Jubilar, Torysa 3
Spolu 30
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Tabulka 3: Vyska rastlin a alely na lokuse WMS 261 historického siboru odrdéd pSenice letnej f.
ozimnej

P. Néazov odrody Vyska rastlin (cm) Alela na lokuse WMS 261, bp

¢.

1 Slovenska 777 95 neanalyzovana

2 Slovenska B 97 neanalyzovana

3 Diana 1 83 165

4 Solaris 79 165

5 Kosutka 74 165

6 Viginta 86 192

7 Torysa 83 174

8 Astella 68 192

9 Vanda 92 neanalyzovana

10 Axis 77 neanalyzovana
X 83,4

Praca bola realizovana v ramci Glohy ,,PARAMETRIZOVANIE A VYUZITIE GENETICKYCH
ZDROJOV V TVORBE GENOTYPOV ADAPTOVANYCH NA ZMENU KLiMY*.

Adresa autorov:
Ing. Alzbeta Zofajové, PhD., Ing. Martin UZik, DrSc., Mgr. Daniel Mihalik, Mgr. Michal Sajgalik, Vyskumny ustav rastlinnej vyroby,
Bratislavska 122, 921 01 Piestany, zofajova@vurv.sk
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DEDICNOST GENOV REZISTENCIE PROTI VIRUSU Y ZEMIAKA (PVY)
V HYBRIDOCH Z VYBRANYCH GENETICKYCH ZDROJOV
IULKA ZEMIAKOVEHO (SOLANUM TUBEROSUM, L)
INHERITANCE OF GENES OF RESISTANCE AGAINST POTATO VIRUS Y
(PVY) IN HYBRIDS FROM SELECTED GENETIC RESOURCES OF POTATO
(SOLANUM TUBEROSUM, L)

Jan HELDAK - Milan BEZO - Veronika STEFUNOVA - Katarina DEBREOVA -
Kvetoslava FORISEKOVA - Andrea GALLIKOVA

One of ways for making breeding more effective is the use at least two copies of dominant major genes for resistance
against PVY in parent genotypes. Application of multiplex (duplex or triplex) provides to obtain more resistant
genotypes for selection. This may be effective if both genotypes are satisfactory different. There were developed duplex
resistant parental genotype with extreme resistance against PVY that contained two genes — the gene Ry-f,,, and the gene
for extreme resistance against PVY derived from variety Cruza 27. Hybridological analysis was conducted to determine
gene dosage in parental clones and source of resistance against PVY. Gene Ry-f,, was proved by marker GP122;,5 in
genotypes with extreme resistance against PVY.

Key words: potato, potato virus Y (PVY), resistance, Ry, inheritance

Uvod

Rod Solanum ma zékladné chromozomové Cislo 12, od ktorého sa odvodzuju vsetky dalSie stupne
ploidie od diploidov az po hexaploidy. Vac¢sina druhov, az 74% st diploidy, 4,5 % su triploidy, 11,5 % su
tetraploidy, 2,5 % pentaploidy a 5 % su hexaploidy. Predpoklada sa, Ze tetraploidy sa vyvinuli z diploidnych
foriem zdvojenim chromozémov, ktoré mohlo byt indukované napr. poSkodenim alebo extrémnymi
teplotami, alebo nedostatkami v procese redukéného delenia. Takmer vSetky kultirne genotypy l'ul’ka
zemiakového - odrody - su tetraploidy a vznikli vo véc¢Sine pripadov hybridizaciou tetraploidnych genotypov
(BURTON, 1989).

Dedicnost’ I'ul’ka zemiakového prebieha podla schémy Stiepenia tetraploida. Pri tomto type dedi¢nosti
moézu byt vlastnosti ovladané monogénne a to dominantnym génom, ktory moéze byt zalozeny alebo
homozygotne a to bud’ dominantne (kvadruplex AAAA) alebo recesivne (aaaa), alebo heterozygotne a to
ako simplex (Aaaa), duplex (AAaa) alebo triplex (AAAa) (BEZO, KUTISOVA, 1996). Vlastnosti ovladané
jednym dominantnym génom sa v genotypoch l'ul’ka zemiakového vyskytuju vacsinou v simplexnej zostave.
Pouzitie takychto genotypov v hybridizacii prinaSa podstatne lepsie vysledky, pretoze uz pri pouziti AAAa
x aaaa sa ziskava 100 % potomstva v pozadovanom genotype. Aj ked su duplexné, triplexné prip.
kvadruplexné genotypy dolezité zo Slachtitel'ského hl'adiska, nemaju ziadny vplyv z hladiska zvysenia
urovne rezistencie (ZADINA, 1987).

Gény extrémne;j rezistencie proti PVY mézu pochddzat’ zo Solanum stoloniferum, Solanum houghasii a
Solanum tuberosum subsp. andigena. Gén rezistencie Ryy, je dominantnym génom pochadzajiicim zo
Solanum stoloniferum. Segregéacia pre extrémnu rezistenciu proti PVY sa obycajne trochu odliSuje od
ocakavanych hodndt, a zistilo sa, Ze tieto odchylky sposobuji minor gény. Je znamych niekolko odrdd, u
ktorych bola extrémna rezistencia odvodena od Solanum stoloniferum: Corine, Sante (Holandsko), Bobr,
Boda, Bzura, Pilica, San (Pol'sko), Magyar Rosa, Szignal (Mad’arsko) a Barbara, Bison, Cordia, Esta, Fanal,
Forelle, Franzi, Heidrun, Pirola, Wega (Nemecko). Extrémna rezistencia v tychto genotypoch bola
potvrdend viacerymi autormi (ROSS, 1986; SWIEZINSKI, 1994; SONG, 2004). Cielom prace bolo
zhodnotit’ moznosti ziskavania genotypov s extrémnou rezistenciou proti PVY pochadzajicich z odrody
Assia (Ryy,) a odrody Cruza 27, v ktorej je pritomny gén extrémnej rezistencie proti PVY, ale zatial’ nie je
znamy zdroj, z ktorého tento gén pochadza.

Material a metody

Tieto tri skupiny genotypov sa medzisebou krizili nasledovne:

1) typ krizenia ryryryry x ryryryRyc, a ryryryry X ryryryRyy,, v ktorom boli pouzité rezistentné odrody
Cruza 27 a Assia anachylné genotypy (Bonita, Desirée, C2264, Duca, Hera, Rosanna, Andra, Folva,
Helena, VL 28/94, Satina, Anosta, Nikita, Esta, Jaerla, Optima, Osirene, Gloria, Stina),

2) typ krizenia a ryryryry X ryryryRyy,, v ktorom boli pouzité genotypy s extrémnou rezistenciou proti PVY
zalozenou na génoch Ry, (San, Y01/30, Santé, V-2, Fanal, Forelle, Assia, Bettina, MPI 441016/10) a
nachylné genotypy (Bonita, Desirée, C2264, Duca, Hera, Rosanna, Andra, Folva, Helena, VL 28/94, Satina,
Anosta, Nikita, Esta, Jaerla, Optima, Osirene, Gloria, Stina),

3) typ krizenia ryryryRyc, X ryryryry, ryryryRyg, X ryryryry a ryryRyg Ry c, X ryryryry, v ktorom boli pouzité
genotypy s extrémnou rezistenciou proti PVY zalozenou na génoch Ry, a Ryc. (Y 02/5, Y 02/14, Y 02/15,
Y 02/17,Y 02/31,Y 02/112, Y 02/149, A 03/95, A 03/229, 03/389) a krizili sa s nachylnou odrodou Impala,
4) typ krizenia ryryryRyc, x nynynyNy, v ktorom boli pouzité odrody Cruza 27 a Conchita.
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Semenacova populacia z tychto troch typov krizeni sa vysiala a semenace v Stadiu 2 — 4 pravych listov sa
infikovali suspenziou s obsahom izolatov PVY podl'a metodiky ZADINA, JERMOLJEV (1976). Hodnotili
sa vizualne prejavy primarnych infekcii v tyzdiovych intervaloch, pritomnost PVY v rastlinach sa
overovala testom ELISA a vo vybranych genotypoch aj RT-PCR.

Stiepne pomery sa vyhodnotili ¥* testom.

Vysledky a diskusia

Nové trendy v Slachteni I'ul’ka zemiakového si vyzaduju efektivnejSiu formu tvorby novych odrdd
s vysokymi stupfiami rezistencie proti patogénom. Jednou z foriem je vyuzivanie genotypov s duplexnym,
triplexnym resp. kvadruplexnym zalozenim rezistencie. Vyuzivanie takychto genotypov zvysuje potencial
podielu rezistentnych genotypov v potomstve spolu so ziaducimi znakmi. Na druhej strane pouZzivanie
rezistentnych genotypov z rovnakého zdroja nesie so sebou potencial pre kumulaciu neziaducich znakov.
Preto sa zaCinaju stale viac presadzovat’ smery, ktoré vyuzivaju kumuldciu génov rezistencie z réznych
genetickych zdrojov, najméd kombinacia génov rezistencie Ry zo Solanum stoloniferum a Ry .., 7o Solanum
tuberosum subsp. andigena. Tieto dva druhy boli doteraz v sl'achteni vyuZzivané aj pre introdukciu inych
znakov, preto su tieto dva druhy v ur¢itom pomere zakomponované takmer vo vsetkych kultirnych formach
I'ul’ka zemiakového a ich kombinovanim nie je $lachtitel'ska uspesnost’ na ziadticej Girovni. Z toho dévodu sa
monitoruju génové banky na celom svete s cielom nachédzat’ také zdroje rezistencie, ktoré sa v $lachteni
eSte nevyuzivali. V naSom pripade sa siahlo po mexickej odrode Cruza 27, pretoze v slachteni l'ul’ka
zemiakového na rezistenciu proti PVY sa na Slovensku mexické genetické zdroje doteraz nepouzivali. Pre
porovnanie sa pouzila odroda Assia, ktora je nositelom génu Ryy,. Vysledky krizenia poukazuju na
skutocnost’, Ze tu nie su silné bariéry krizite'nosti a je mozné vyuzivat’ vSetky pouzité odrody a genotypy, aj
ked’ uspesnost’ krizenia je v niektorych typoch krizenia nizka. Reakcia genotypov na infekciu mechanickou
inokulaciou s PVY a §tiepne pomery st zosumarizované v tabulke 1.

Tabul’ka 1: Stiepne pomery v kombinaciich kriZenych k ziskaniu genotypov s extrémnou rezistenciou
proti PVY z troch typov kriZenia

kombinacia pocet kombindcii (n) Stiepny pomer ¥* (od — do)
ocakavany

ryryryry X ryryryRye, (Cruza 27) 6 1:1 0,008 — 2,106

ryryryry X ryryryRyy, (Assia) 11 1:1 0,026 — 1,403

ryryryry X ryryryRyg, 13 1:1 0,267 — 3,828

Kriticka hodnota Xz — testu pre Py os = 3,841 a pre Py, = 6,635

V subore uspesnych kombinacii krizenia typu nachylny x rezistentny genotyp mala odroda Cruza 27
20%-né zastipenie, odroda Assia 36,6%-né zastipenie a ostatné kombinacie 43,3%. Stiepny pomer
zdravych ainfikovanych rastlin pri predpokladanom Stiepnom pomere rezistentnych a nachylnych
genotypov 1:1 (Assia x> = 0,026 — 1,403; Cruza 27 x* = 0,008 — 2,106) potvrdil, ze obe odrody maji
dominantny major gén pre rezistenciu proti PVY v jednom lokuse. Jednoznacne rezistentné genotypy
semenacovej populacie mali hypersenzitivnu reakciu, charakteristickii pre mechanicky inokulované
rezistentné genotypy. V niektorych kombinaciach boli reakcie nachylnych genotypov na infekciu
Sirokospektralne, od mozaikového prejavu, cez tazki mozaiku, kuceravost az po typicka nekroticka
reakciu. Rozhodujucu tlohu tu zohraval genotyp, ktory bol pouzity v krizeni s Cruzou alebo Assiou.
Pritomnost’ resp. absencia PVY v infikovanych rastlinach bola potvrdena testom ELISA a v spornych
pripadoch aj RT-PCR. Segregacny pomer 1:1 pri predpokladanom Stiepnom pomere rezistentnych
a nachylnych genotypov v 13 kombinaciach (x> = 0,267 — 3,828) sa potvrdil aj v odrodach ako Forelle (x* =
0,749 — 2,932), Fanal (X2 =0,267 — 0,522), Santé (Xz =0,524 — 1,504) a d’alsich, ktoré su sumarne uvedené v
tabul’ke 1. V niektorych kombinaciach mnozstvo rezistentnych a nachylnych genotypov sa do urcitej miery
odliSovalo od ocakavanych pomerov. Kombinacia ako Hera x Forelle pozostavala z malého mnozstva
genotypov, ¢o mohlo spdsobit’ vyssie zastipenie rezistentnych alebo nachylnych genotypov. Napriek tomu
rozdiely v ramci testovaného suboru neboli $tatisticky preukazné.

Pri porovnani pocétu nachylnych a rezistentnych genotypov v semenacovej populacii z krizenia
rezistentnych odréd Cruza a Assia s nachylnymi genotypmi Folva, Helena a VL28/94 vyplynul velmi
podobny pomer a chi-kvadrat, ako je to vidiet’ v nasledovnej tabul’ke 2.

Z krizeni typu ryryryRyc, X ryryryry, ryryryRyg, X ryryryry a ryryRyg.Ryc, x ryryryry sa ziskali
heterogénne populacie. V prvych dvoch typoch krizenia so simplexnym zalozenim rezistencie sa potvrdil
Stiepny pomer 1:1. Potomstvo kriZenia typu ryryRy,Ryc, X ryryryry — (San x Cruza) x Impala malo Stiepny
pomer 3:1, ¢o zodpoveda segregacnym pomerom pre dva lokusy so simplexnym zalozenim (SOLOMON-
BLACKBURN, MACKAY, 1993).
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Tabulka 2: Stiepne pomery v kombinaciach z kriZenia nichylnych genotypov a rezistentnych odrod
Cruza a Assia

Kombinacia pocet skuto¢ny pocet (n) teoreticky pocet (n) X
genotypov |rezistentnych | nachylnych |rezistentnych | nachylnych
(n)

Folva x Cruza 59 29 30 29,5 29,5 0,008
Helena x Cruza 54 24 30 27 27 0,458
VL28/94 x Cruza 77 35 42 38,5 38,5 0,319
Folva x Assia 78 38 40 39 39 0,026
Helena x Assia 37 15 22 18,5 18,5 0,668
VL28/94 x Assia 50 20 30 25 25 1,010
Kriticka hodnota x2 — testu pre Py s = 3,841 a pre Py, = 6,635

Stiepny pomer 3:1, ktory sa zistil v populacii krizenia San x Cruza sa zistil aj v inych kombinaciach, kde sa
nepredpokladal. Predovsetkym v krizeni odrdd a krizencov, o ktorych je zname, zZe maji gén extrémnej
rezistencie proti PVY odvodeny zo Solanum stoloniferum - Ry,: Santé, Assia a Y01/30 (Tabulka 3).

Tabul’ka 3: Stiepne pomery v kombinaciich kriZenych k ziskaniu genotypov s extrémnou rezistenciou
proti PVY z troch typov kriZenia

kombindcia pocet testovanych Stiepny pomer x
genotypov (n) ocakavany

San x Cruza 96 3:1 2,490

Santé x Assia 60 3:1 2,143

Santé x Y01/30 98 3:1 0,030

Boda x Assia 55 3:1 1,219

Kriticka hodnota x2 — testu pre Py s = 3,841 a pre Py, = 6,635

Stiepny pomer naznaéil, e rodi¢ovské genotypy maju dva rozdielne simplexné 16kusy, ¢o bolo v rozpore
s doteraj$imi poznatkami o pouZzitych genotypoch. Az v roku 2005 FLIS a kol. (2005) dokazali, ze novy
lokus, Ry-f;, pre extrémnu rezistenciu proti PVY, ktory sa nachadza na chromozome XII, a je pritomny vo
vSetkych odrodach a genotypoch odvodenych zo Solanum stoloniferum. Tento lokus sa ale nezistil v odrode
Santé, ¢o bolo preukdzané pomocou molekulového markeru GP122;5. Vysledky Stiepnych pomerov
z krizenia genotypov s duplexnym zalozenim génov rezistencie s extrémnou rezistenciou proti PVY by mali
zodpovedat’ pomeru 5:1. Z naSich analyz vyplyva, ze duplexy z krizenia odrody Santé¢ a Assia, resp. Santé x
Y 01/30 mali $tiepne pomery 3:1 ¢o sved¢i o pritomnosti dvoch 16kusov so simplexnym zalozenim. Tento
vysledok je v stlade so zistenim FLISA akol. (2005), ale je v rozpore so zisteniami SONG (2004). Aj
napriek skuto€nosti, ze analyza potvrdila rozdielne zaloZenie lokusov, jedna sa o gén Ry, a jeho vyuzivanie
v §l'achteni nesie so sebou vsetky potencidlne negativa.

Podobne, vysledky krizenia s odrodou Conchita (Ny) potvrdili, Ze odroda Cruza nemala také symptomy
a segregacné pomery, ktoré by viedli k zdveru, Zze podstata rezistencie odrody Cruza je zalozend na
precitlivelosti k PVY.

Obrazok 1: Vyhodnotenie pritomnosti markerov v genotypoch z kriZenia odrody White Lady x C2264
asociovanych s extrémnou rezistenciou proti PVY ziskanych pomocou Specifickych prajmerov

GP122,5 a Stiepenych restrikénou endonukleazou Eco RV
M 1 2 R S S R R R R S R S R

-— - e e e

----Oﬂﬁﬁﬂ-ﬁ. *— marker Ry

L e S —— — —— O — W —
1 — White Lady (R), C2264 (S), R — rezistentné genotypy, S — nachylné genotypy.

Vysledky molekularnych analyz, publikovanych v roku 2005, uvadzajt, ze odrody s génom rezistencie
Ry, maju spolo¢ny molekulovy DNA marker s vynimkou odrody Santé. Potomstvo z viacerych populacii
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pochadzajucich z kriZzenia genotypov s extrémnou rezistenciou proti PVY bolo analyzované pomocou

markeru GP122;,5 (Obrazok 1) a bolo potvrdené, ze vysledky analyzy DNA korelovali s vysledkami infekcii

s PVY. Ani v naSich populaciach nebola preukdzana pritomnost’ markeru, ktory bol pritomny v potomstve
z krizenia odrody White Lady (Ry-f;;,) a nachylného genotypu C2264.

Odroda Impala, ako nachylna odroda bola pouzitd na analyzu genotypov, ktoré pochadzali z krizeni
genotypov s gémni Ry, a odrodou Cruza. Segregacny pomer 3:1 pri predpokladanom Stiepnom pomere
rezistentnych a nachylnych genotypov (x> = 0,125 — 0,695) sa potvrdil vo vietkych troch kombinaciach.
Tym sa vlastne aj potvrdilo zaloZenie rezistencie vo forme dvoch simplexnych lokusov R;Ryrr, z ktorych
jeden gén Ryq, pochadza z odrod zalozenych zo Solanum stoloniferum a druhy z odrody Cruza.

Zaver

Vytvorenie novych biologickych materidlov a genetickych markerov pre I'ulok zemiakovy je velmi
dolezity pre vedecké stadie a praktické vyuzitie v Slachtitel'skych programoch. Selekcia na zaklade DNA
markerov (MAS) je vel'mi atraktivhou metddou pre Slachtitelov, pretoze umoziuje zrychlit' selekciu
ziaducich genotypov. MAS moze zlepsit’ ndkladovost’ a vyznamne zrychlit’ introgresiu génov rezistencie do
novych odrdd 'ul’ka zemiakového. V klasickych slachtitel'skych programoch sa 99% biologického materialu
vyluci v prvych troch rokoch slachtenia na zaklade vizudlneho hodnotenia rastlin a hl'iz. MAS je a este
urcita dobu bude limitovany alebo neefektivny v slachtitel'skych programoch z dovodu nedostatku markerov
asociovanych so ziadanymi znakmi.

Extrémna rezistencia proti PVY bola efektivne ziskana z dvoch zakladnych zdrojov Solanum tuberosum
subsp. andigena a Solanum stoloniferum. Nakol'ko oba druhy sa v §lachteni I'ul’ka zemiakového hojne
vyuzivali aj pre iné pozitivne vlastnosti, ich vzajomné krizenie a introdukcia extrémnej rezistencie proti
PVY z tychto dvoch druhov nesie mnohokrat v potomstve znamky inzuchtnej depresie.

Jednou z ciest zefektivnenia $lachtenia proti patogénom je vyuzivanie duplexnych, pripadne triplexnych
foriem, ktoré zabezpecuji vacsie mnozstvo rezistentného materialu pre selekény proces. Tato cesta moze
byt efektivna v tom pripade, ak st oba genetické zdroje pre vytvaranie duplexnych genotypov dostatocne
geneticky odlisné. Boli vytvorené duplexné genotypy pre extrémnu rezistenciu proti PVY, ktoré boli
zlozené z dvoch génov — génu Ry-f;,, a génu extrémnej rezistencie pochadzajiceho z odrody Cruza 27, ktory
doteraz blizSie popisany v literature nebol. Hybridologickou analyzou sa dokézalo rozdielne zalozenie génu
extrémnej rezistencie z odrody Cruza 27 v porovnani s doteraz popisanymi génmi extrémnej rezistencie
proti PVY.
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KLONOVA SELEKCE U REVY VINNE
CLONAL SELECTION IN GRAPEVINE

Olga M. JANDUROVA

Clonal selection was used in fruit woody crops as an alternative way of selection for improvement of selected varieties.
Negative and positive selection applied during clonal and subclonat selection and individual testing of plants led finally
to collection of better adapted genotypes bearing desirable traits and having more stable yield characteristics Concrete
example how to use successfully these principles is shown in this contribution .

Key words: Grapevine, clonal selection, yield stability

Uvod

Selekce klonového materidlu u komeréné péstovanych odriid révy vinné se v CSSR provadéla od
padesatych let, méla sjednocenou metodiku a testovani a prvni klony byly povoleny pro péstovani na
zacatku let Sedesatych. Je tfeba ocenit mnozstvi vlozené Slechtitelské prace, ale i konstatovat, ze mnohé
z dostupnych vysledkli nebyly vyhodnoceny a odpovidajicim zptisobem uplatnény. Jedna se predevsim o
presnou rajonizaci vyselektovaného materialu, ktera je podstatna pro jeho optimalni vyuziti v podminkach
CR. Je proto na$i snahou u dostupného materialu toto vyhodnoceni provést a vyvodit z ngj zavéry pro
vyuziti metody klonové selekce, piipadné pro Gpravu metodiky.

Material a metody

V ptispévku uvadime vysledky u klonového materidlu dvou odrd Muller Thurgau a Modry Portugal.
V letech 1999 — 2001 byl ve vysadbé klonového materidlu hodnocen celkovy vynos u daného klonu a
vynosy jednotlivych ketti individualné. Soubory dat byly vyhodnoceny analyzou ANOVA a pro testovani
statisticky vyznamnych rozdilt mezi klony jsme pouzili Scheffeho test. Vysledky klont téze odridy jsou
porovnany graficky s vyznacenim pramémeé sklizné a intervalu 95 % spolehlivosti.

Vysledky a diskuse

Piehledna zakladni statisticka data klond obou odrid — Miiller Thurgau (MT) a Modry Portugal (MP)
uvadi rozkladové tabulky. Pro posouzeni rozdilti dosazenych nejen mezi klony, ale i smérodatné odchylky
a intervalu 95 % spolehlivosti je potieba zduraznit, Ze kefe zahrnuté do hodnoceni jsou vysazené na dvou
sousednich terasich vinice Nové Vrse a pfi otestovani rozdili mezi vynosy téhoz klonu nebyl mezi obéma
terasami zji§tén statisticky vyznamny rozdil. Zajimala nas pochopitelné i variabilita mezi ro¢niky a
individualni variabilita jednotlivych kefd. Podle ocekavani, variabilita mezi ro¢niky byla statisticky
vyznamnd. Individudlni variabilita se vyrazn€ liSila, pro jeji souhrnné vyhodnoceni nemame zatim
dostate¢ny pocéet hodnocenych sezdn, ale prace v tomto sméru pokracuje. Z hlediska zvyseni stability sklizni
je kli¢ové potvrdit nebo vyvratit zatimni pozorovani, kdy jednotlivé kete dosahuji velmi vysoky vynos ale
nepravidelné, zatimco jiné jsou nadprimérné trodné kazdou sezonu.

Z pribézného hodnoceni klonového materialu obou odriid je mozné shrnout, ze klony MT se z hlediska
parametru vynosu vyznamneé li§i, nadprimérné klony jsou MT 25/7 a MT 30/34. U odridy Modry Portugal
neni vyrazny rozdil v plodnosti keiG, nejplodnéjsi klon MP 9/47 ma i nejvétsi interval spolehlivosti. Pro
udrzovaci $lechténi klonového materialu révy vinné lze doporucit individualni sledovani jednotlivych ket a
pokud je to mozné tak i charakteristik mostu, protoze nové legislativni podminky pro vyrobu vin a jejich
uplatnéni na trhu kladou daleko vys$si naroky na cukernatost mostovych odriid. Udrzovaci slechténi klonti by
mélo byt zalozeno na pozitivni selekci v malych populacich kdy se zvlast¢ u ovocnych dievin mohou
uplatnit somatické mutace, které je vzhledem k vegetativnimu rozmnozovani révy mozno snadno rozmnozit
v dalSim cyklu reprodukce. Metodika klonové selekce muze byt doplnéna i o testovani kefdl na jejich
zdravotni stav pfipadné o dalsi vlastnosti (napf. mrazuodolnost) je vSak potieba si uvédomit, Ze kazdy dalsi
selekéni zasah na znak slozité¢ geneticky zalozeny, pfipadné i negativné korelovany se znakem prvnim
znamena selekci genetickych sestav vlioh odlisnych od souboru vychoziho a mnohdy také naruseni
normalniho rozdéleni selektované subpopulace.
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Rozkladova tabulka popisnych statistik
NejmensSi N ze vSech promén.: 1105
Klon Vynos | Vynos Vynos
primér N Sm.odch.
MP-9-50 @ 3205,406 @ 261 1141,626
MP-11-48 3240,890 255 1276,659
MP-20-52 3164,177 @ 249 1251,039
MP-30-40 3292,813 208 1370,790
MP-5-25 @ 3215,278 72 1417,238
MP-9-47  3305,500 60 1473,128
VS.skup.  3226,835 1105 = 1277,960

Test vyznamnosti rozdilti mezi MP klony - statisticky vyznamné rozdily nebyly prokazany.

Scheffeho test; proménna Vynos
Pravdépodobnosti pro post-hoc testy
Chyba: meziskup. PC = 1619E3, sv= 1093,0
5 Klon {1} {2} {3} {4} {5} {6}
C. bunky 3205,4 3289,0 3164,2 3292,8 3215,3 3305,5
1 MP-9-50 0,990163 @ 0,999667 @ 0,990310 | 1,000000 0,997601
2 MP-11-48 [ 0,990163 0,945001 1,000000 ' 0,999241 1,000000
3 MP-20-52 [ 0,999667 @ 0,945001 0,948735  0,999874 0,988138
4 MP-30-40 [[ 0,990310 1,000000 @ 0,948735 0,999126 @ 1,000000
5 MP-5-25 || 1,000000 | 0,999241 | 0,999874 0,999126 0,999447
6 MP-9-47 | 0,997601 @ 1,000000 | 0,988138 @ 1,000000 0,999447
"Klon"; Priméry MNC
Soucasny efekt: F(5, 1093)=,39735, p=,85085
Dekompozice efektivni hypotézy
Vertikalni sloupce oznacuji 0,95 intervaly spolehlivosti
3700
3600 |
3500 |
3400 |
3 3300 |
S 3200 |
3100 |
3000 |
2900 |
2800
MP-9-50 MP-11-48 MP-20-52 MP-30-40 MP-5-25 MP-9-47
Klon

Rozkladova tabulka popisnych statistik
Nejmensi N ze vSech promén.: 1992
Klon Vynos | Vynos Vynos
primér N Sm.odch.
MT-23-37 3294,529 255 1271,675
MT-25-7 | 2964,569 255 1108,070
MT-26-19 3705,780 423 1342,863
MT-30-34 3537,437 279 1494,409
MT-33-16 2758,534 249 1263,667
MT-43-25 3116,917 240 1247,243
MT-27-44 3119,502 | 291 1154,557
V§.skup.  3259,674 | 1992 1318,303
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Test vyznamnosti rozdiltl mezi klony MT (Seda pole jsou vysoce vyznamné rozdily)

Klon

Scheffeho test; proménna Vynos
Pravdépodobnosti pro post-hoc testy
Chyba: meziskup. PC = 1642E3, sv = 1985,0
3 Klon {1} {2} {3} {4} {5} {6} {7}
C. bunky 3294,5 2964,6 3705,8 3537,4 2758,5 3116,9 3119,5
1 MT-23-37 0,207220 | 0,012048 0,571358 | 0,001238 0,882006 | 0,864310
2 MT-25-7 || 0,207220 0,000000 0,000181 0,775821 | 0,941284 0,920786
3 MT-26-19 | 0,012048 0,000000 0,820946 | 0,000000 0,000016 0,000003
4 MT-30-34 || 0,571358 0,000181 0,820946 0,000000 0,031210 0,019403
5 MT-33-16 || 0,001238 0,775821 | 0,000000 0,000000 0,145050 | 0,100444
6 MT-43-25| 0,882006 @ 0,941284 | 0,000016 0,031210 0,145050 1,000000
7 MT-27-44 || 0,864310 ' 0,920786 | 0,000003 ' 0,019403 0,100444 ' 1,000000
"Klon"; Praméry MNC
Soucasny efekt: F(6, 2087)=22,569, p=0,0000
Dekompozice efektivni hypotézy
Vertikalni sloupce oznacuji 0,95 intervaly spolehlivosti
4000
3800 | 4
3600 | .
3400 | .
3200 | 4
3000 | 4
2800 | -
2600 | 4
2400 .
2200 4 . 4 4 . 4 .
MT-23-37 MT-25-7 MT-26-19 MT-30-34 MT-33-16 MT-43-25 MT-27-44

Podékovani: Hodnoceni klonového materialu je soucasti programu Vyzkumného zaméru : Studium

biodiversity zahradnich plodin a 1é&ivych rostlin, ktery je financovan MZE CR.
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VYUZITI MOLEKULARNIHO FINGERPRINTINGU PRO IDENTIFIKACI A
ODLISENI HYBRIDU KUKURICE (Zea mays L.)
THE USING OF MOLECULAR FINGERPRINTING METHODS FOR
IDENTIFICATION AND DIFFERENTIATION OF MAIZE HYBRIDS (Zea mays L.)

Petra HAJKOVA - Marie PORUBOVA

Modern breeding methods require new approaches to analysis of breeding material. The characterization and identification of
plant material on molecular level is important part of molecular breeding development. The exact identification of maize hybrid
lines is tool of autenticity and pedigree determination in possible commercial causes. The collection of 30 maize hybrids was
analysed by means of the RAPD molecular method based on Polymerase Chain Reaction. The preliminary screening of the plant
material was accomplished by the collection of 37 primers on the two- and three-lines maize hybrids. 14 primers for the analysis
of 30 hybrids were selected on basis of detected polymorphism. After repeated analysing of this 14 primers were selected 4
primers, that in common can differentiate this collection of 30 maize hybrid lines. All hybrids were differentiated and the genetic
relation between individual hybrids was determined in dependence on the used RAPD primers. The resulting RAPD profiles can
be used for the exact identification of the analysed maize hybrid lines.

Key words: genetic diversity, dendrogram, PCR, RAPD, DNA analysis, breeding, cluster analysis

DNA fingerprinting je metoda genetické identifikace, kterd se pouziva naptiklad k oveéfovani pravosti odrid pro
ochranu prav Slechtitelt a spotiebitelti. Pro identifikaci 1ze pouzit jak proteinové tak i DNA markery. Velkou
prednosti DNA markerti je vyssi uroven polymorfismu a stabilita analyzované DNA nezavisla na podminkach
prostiedi. Pro ucely charakterizace material kukufice je mozné vyuzit rGznych aplikaci zékladnich metod
fingerprintingu. Tyto metody jsou zaloZeny bud’ na PCR nebo na hybridizaci. Jednou z metod je také RAPD, ktera
vyuziva principu PCR k exponencionalnimu namnozeni ndhodné vybranych tsekli geonomové DNA. Pocet a délka
ziskanych fragmentt je specifickd pro kazdou konkrétni kombinaci ndhodného primeru a genotypu. Po rozdé€leni
ziskanych fragmentl na elektroforéze ziskdme charakteristicky otisk geonomu nazyvany fingerprint. Jde o metodu se
stfedni urovni polymorfismu, relativné nizkou reprodukovatelnosti. Optimalizovanad metodika je reprodukovatelna
v ramci laboratofi za pfedpokladu striktnitho dodrzeni vSech parametrit PCR protokolu. Cilem této prace bylo nalézt
RAPD primery vhodné pro odliSeni souboru 30 hybridnich linii kukufic, stanovit genetickou diverzitu v souvislosti s
pavodem hybridd. Celosvétoveé se problematikou identifikace hybridii nebo linii kukufice zabyvalo mnoho autort.
K identifikaci kukufice vyuzili tuto metodu RAPD fingerprintingu naptiklad (CHEN et al., 2000; SHIEH et al.,
2002; MAURIA et al., 2002). Kromé RAPD Ize vyuzit jesté SSR, RFLP a AFLP metody k charakterizaci hybridii a

linii kukufice (LUBBERSTEDT etal., 1999; PEJIC et al., 1998).

Material a metody
Rostlinny materidal a odbéry:

Osivo 30 hybridli dodala $lechtitelsk4 stanice CEZEA v Cejéi (viz. dendrogram). Material pro izolaci DNA byl
odebiran z listl rostlin péstovanych ve sklenikovych podminkach. Byl proveden odbér materialu ve fazi 3-4 listu.
Odebran byl vzdy smésny vzorek z 5 -7 rostlin, pii¢emz kazdy vzorek byl homogenizovan v prostredi tekutého
dusiku a uchovan v mrazicim boxu pii— 80 °C.

Extrakce DNA a PCR reakce:

DNA byla izolovéna kitem Gen Elute™ Plant Genomic DNA Miniprep Kit od firmy Sigma dle metodiky
uvedené v protokolu dodaném s kitem. Timto zptisobem byla ziskana DNA v dostatecné kvantité i kvalité. Kvantita
DNA byla vyhodnocena elektroforeticky pomoci hmotnostniho standartu.

Pro amplifikaci byly pouzity primery o velikosti 10 oligonukleotidi (tab.2). Reakéni smés (25 pl) obsahovala 20
ng templatové DNA, 0,2 mM dNTP, 8 uM primeru, 2 U DyNAzyme™ II polymerazy (Finnzymes), 1x reakéni pufr
(10 mM TRIS-HCI, 1,5 mM MgCl,, 50 mM KCl a 0,1 % Triton X-100). Amplifika¢ni cyklus byl provadén podle
Heun a Helentjaris (1993) v gradientovém termocycleru Touchgene (KRD). Produkty byly analyzovany
elektroforézou na 1,5 % agarézovém gelu a barveny ethidium bromidem. Detekce DNA byla provedena v UV
svétle, fotodokumentace byla potizena fotoaparatem Canon prostiednictvim fotodokumentacniho systému Ultra-
Lum UC4100.

RAPD analyza:

Nejprve byl v ramci 1. screeningu primerd analyzovan materidl dvouliniovych a tfiliniovych hybridi, vychozich
linii a jejich komponent 37 RAPD primery. Na zakladé polymorfismu bylo vybrano 14 primert, které byly pouzity
pro 2. screening u 30 hybridd. Tento postup byl zvolen z divodu analyzy uzsiho spektra materialu s velkym poctem
RAPD primert na pocatku analyz.

Z téchto 14 primer vykazovalo nejvyssi polymorfismus 8 primert, které byly pouzity k opétovné amplifikaci
celého souboru 30 hybridii. Na zakladé opakovani byly vybrany 4 primery, jejichz aplikaci byl rozlisen soubor 30
hybridi.
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Analyza dat pomoci AQ softwaru:

Cilem screeningu bylo vybrat ze 37 primera ty, které produkovaly nejvice polymorfnich silnych az stiedné
silnych fragmentl a vykazovaly nejvyssi miru genetické diverzity.V této studii bylo po zakladnim screeningu
aplikovano 14 RAPD primerd na 30 hybridech kukufice (tab 1) . Téchto 14 primerd amplifikovalo v celém souboru
177 fragmentt, pticemz pocet polymorfnich lokust byl 56 fragmentt (31,64%). Velikost fragmentti se pohybovala
od 1000 — 100 bp.

Pii analyze jednotlivych gelti byla fotografie upravena (jas, kontrast) a dale analyzovana v Advanced Quantifier
softwaru. Tento software zpracovava spektra na zakladé detekce pfitomnosti a nepfitomnosti fragmentd v porovnani
spresné definovanym hmotnostnim markerem vbp (Step ladder 50 bp, Sigma). Na zikladé Jaccardova
podobnostniho koeficientu software stanovil vzajemnou genetickou identitu a genetickou vzdalenost mezi
analyzovanym souborem 30 hybridt kukufice. Na zaklad¢ stanoveni genetické diverzity AQ software vytvoril
dendrogramy podobnosti mezi jednotlivymi hybridy kukufice u 4 RAPD primerti vybranych po 2. screeningu.

Tabulka 1: 14 RAPD primert davajich polymorfismus na a tfiliniovém hybridnim potomstvu (1-9) a
dvouliniovém hybridnim potomstvu (10-14)

Cislo | Primer | Sekvence 5°------3
1 AGO03 TGC GGG AGT G
2 OPA4 AAT CGG GCT G
3 OW13 CAC AGC GAC A
4 OPG12 CAG CTC ACG A
5 OPGO03 GAC CCCTCCA
6 UBC446 GCCAGCGTTC
7 OPE16 GGT GACTGT G
8 UBC407 TGGTCCTGG C
9 OPG18 GGCTCATGT G
10 OPNO09 TGC CGG CTT G
11 OPV12 ACCCCCCACT
12 OPX04 CCG GTACCGA
13 UBC506 CCTTTCCCG A
14 UBC401 TAG GAC AGT C

Vysledky a diskuse

Byl proveden screening 37 RAPD primery na dvouliniovém a tfilinovém hybridnim materialu kukufice. Bylo
vybrano 14 RAPD primerd pro analyzu souboru 30 hybridi kukufice. Analyzy byly opakovany z diivodu zachyceni
reprodukovatelnosti  silnych a stfedné silnych pruhd. Byl hodnocen polymorfismus prostiednictvim 14
oligonukleotidovych primert.. Celkem bylo amplifikovano 177 lokusi, z nichz 56 bylo polymorfnich, coz odpovida
31,64 % polymorfismu. Na zakladé opakovani pro potvrzeni polymorfismu mezi hybridy byly vybrany 4 primery —
UBCS506, OPX04, OW13, OPG1S8, jejichz aplikaci byl rozlisen soubor 30 hybrid.

Predpoklad, ze RAPD primery davajici polymorfismus u vychoziho testaniho materialu (dvouliniovy a
tiiliniovy hybridni material, jejich vychozi linie a komponenty), budou davat ve vétSin€ ptipad polymorfismus také
u souboru 30 hybridl, se potvrdil. Hodnoty genetické diverzity se pohybovaly v rozmezi od 10 — 78%. Pfiklad
elektroforetického spektra souboru 30 hybridd kukufice pomoci RAPD primeru OPX04 1-15, OPX04 16-30
dokumentuji obr.1 a 2.

Dendrogram podobnosti tvofeny aplikaci primeru OPX04 dokumentuje obr. 3. Vysledné dendrogramy byly
konstruovany prostfednictvim statistického vyhodnoceni matice programem Advanced Quantifier pomoci metody
UPGMA a za pouziti Jaccardova koeficientu. Byly stanoveny RAPD profily hybridi kukufice ziskané amplifikaci
vychozi DNA s konkrétnimi primery (UBC506, OPX04, OW13, OPG18).

MAURIA et al. (2002) pouzivali RAPD analyzu k odhadu genetické variability a pfibuznosti u 30 indickych
inbrednich linii. Vysledky potvrdily velkou pouzitelnost RAPD techniky pro stanoveni genetické Cistoty a hodnoceni
genetické rozmanitosti a pribuznosti. SHIEH et. al (2002) se zabyvali hodnocenim genetické rozdilnosti mezi 13
liniemi kukufice a stanovenim vzajemného vztahu mezi genetickou vzdalenosti a vykonnosti hybridd pomoci RAPD
analyzy. Vysledky ukazaly, Ze tato analyza zalozena na RAPD nemtze byt uzita k pfesné predpovédi vykonnosti F1
hybridi a hodnoty heteroze, jelikoz koeficienty determinace jsou nevyznamné a piepovidaci hodnota je tak
limitovana. CHEN et al. (2000) za pouziti této metody analyzoval 12 elitnich linii kukufice a zjistil, Ze metoda
RAPD DNA fingerprintigu mtize byt uzita v praxi k identifikaci téchto linii kukufice.
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Obr. 1. RAPD profily hybridi kukufice s RAPD markerem OPX04. M — hmotnostni standard 50 bp (Sigma
Aldrich). 1-15 oznaceni hybridi kukufice

Obr. 2. RAPD profily hybridu kukufice s RAPD markerem OPX04. M — hmotnostni standard 50 bp (Sigma
Aldrich). 16-30 oznaceni hybridu kukufice
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Obr. 3. Dendrogram pribuznosti 30 hybridi kukufice vytvoreny pomoci Advanced Quantifier 4.2. na zikladé
amplifikace s RAPD markerem OPX04. Shluky jsou oznaceny barevné a odpovidaji stejnému pivodu
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Zivér

V ramci analyz dvouliniovych a tiiliniovych hybrid kukufice bylo vybrano na zakladé polymorfismu celkem 14
RAPD primerG pro testovani 30 hybridi kukufice. Analyzou 30 hybridd bylo detekovano 56 polymorfnich
fragment(l vramci celého souboru hybridéi kukufice, coz odpovidd 31,64 % polymorfismu. Uroveii genetické
diverzity byla vysoka a se pohybovala v zavislosti na pouzitém primeru od 10 — 78%. V ramci celého souboru 30
hybrida pti pouziti primerd UBC506, OPX04, OW13, OPG18 vytvorené shluky odpovidaly genetickému ptivodu
kukutice. V pldnovaném feSeni této problematiky bude pro fingerprinting kukufice pouzita metoda mikrosateliti
(SSR), kter4 byla na nasem pracovisti pro kukufice optimalizovana (HAJKOVA, et al. 2004)
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VYUZITI MOLEKULARNICH MARKERU PRO ODLISOVANI ODRUD LNU
MOLECULAR MARKERS FOR FLAX GENOTYPING

Jiti HORACEK - Petr SMYKAL - Martin PAVELEK

Molecular markers are molecules, that could be used to trace a desired gene or genes in examined genotypes. In fact, a
piece of DNA or a protein can be used as a marker. The various categories of markers differ for several attributes: level
of polymorphism, degree of environmental stability, number of loci, molecular basis of the polymorphism. Earlier
approaches were based on the evaluation of storage proteins or isozymes. DNA markers seem to be the best candidates
for efficient evaluation and selection of plant material. Molecular markers can be used for identification of cultivars, for
taxonomic, phylogenetic and genetic diversity analyses. A set of 50 RAPD markers, three ISSR markers and AFLP
markers were used for genotyping of twelve flax cultivars.

Key words: genotyping, molecular markers, flax, Linum usitatissimum L., RAPD, ISSR, AFLP

Uvod

Rod Linum nalezi do Celedi Linaceae, ktera zahrnuje 22 rodd rostoucich pfevazné v tropech. V této
¢eledi zaujima rod Linum vyznamné postaveni, nebot’ je rozSifen v mirném pasmu a nékteré jeho formy
sahaji az daleko na sever. Tento rod zahrnuje vice nez 200 druhl plané rostoucich rostlin jednoletych i
vytrvalych, z nichz prakticky vyznam ma pouze len sety (Linum usitatissimum L.). Rozsiteni kulturniho Inu
ve vSech svétadilech sriznymi klimatickymi a pddnimi podminkami historicky zpiisobily znacnou
vyvojovou, ristovou i morfologickou rozmanitost jeho forem a jsou také pti¢inou nejednotnosti literarnich
prament v jeho klasifikaci a systematice. V soucasné dobé nejsou k dispozici prace, které by s vyuzitim
molekuldrnich markert feSily taxonomické a evoluéni aspekty rodu Linum.

Kolekce rodu Linum je v soucasné dobé reprezentovana 2041 polozkami, z toho je 519 krajovych
odrid, 1024 odrud a 498 vzorku $lechtitelského materialu. U 1972 polozek, u kterych je znam stat pavodu je
78 % vzorkd z Evropy, 7 % z USA a Jizni Ameriky, 4 % z Afriky, 4,5 % z Asie a 0,25 % z Australie. Podle
puvodu 50 % kolekce tvoii star$i i soucasné odridy, 26 % tvotfi krajové odrudy a 24 % Slechtitelsky
material. Podle hospodaiského typu kolekce Inu obsahuje 53 % ptadnych typt, 39 % olejnych typtu a 8 %
olejnopradnych typi (PAVELEK et al., 2001). Kolekce je dlouhodobé¢ uchovavana v centralni genové bance
VURV v Praze — Ruzyni, kde &ast je ulozena pii — 5°C jako tzv. aktivni kolekce a v&tsi ¢ast pii — 20°C jako
tzv. zékladni kolekce, obé pfi standardni vlhkosti 5 %.

V souCasné dobé je snaha o racionalizaci genovych zdroji odhalenim a eliminaci duplikaci
a vytvofenim pfedpokladd pro tvorbu core kolekce kombinaci klasickych  pasportnich
a popisnych deskriptorti (a jejich dal$im zpfesnénim metodami obrazové analyzy) a masivnim vyuzitim
biochemickych (proteiny) a molekularnich markeri (RAPD, SSR, AFLP). Molekularni techniky jsou a
budou dale smétovany jednak na vyhledavani marker vhodnych pro identifikaci a rozliSeni genotypu a dale
na vyhledavani markerQ spojenych s vyznamnymi hospodaiskymi znaky.

Soucasné moznosti vyuzivani molekularnich markerti pro odliSovani odrid Inu jsou vsak ponékud
omezené, doposud bylo publikovano jen malo praci pfimo zaméfenych na tuto problematiku a také
informace o sekvencich genomové DNA Inu v databazich jsou velmi chudé. Situace se vSak do budoucna
ziejm¢ rapidné zleps$i, zejména z divodu mimofadnych investic do vyzkumu Inu v piipadé svétovych
velmoci (Kanada, Cina). V jesté nedavné dobé& byla oblibenou metodou analyza isoenzymovych spekter,
tato prace byla provadéna i na pracovisti Agritec. Soubor 28 odrid Inu byl analyzovan pomoci 18
isoenzymovych systémil, bylo nalezeno 145 markerd, z nichz 66 bylo polymorfnich (KRULICKOVA et al.,
2002). Vétsi informacni potencial maji vSak DNA markery, které jsou oproti isoenzymtim vice polymorfni a
nejsou ovliviiovany jinymi faktory (ontogenetickd faze rostliny pii odbéru vzorku, vliv lokality a ro¢niku).
Vzhledem k malé znalosti sekvenci genomové DNA byly zatim vyvijeny zejména takové DNA markery,
které tuto znalost nevyzaduji. Pro analyzu mensiho souboru Inu byla vyuzita metodika ISSR (WIESNER et
al., 2001). Velky soubor genotypu Inu byl analyzovan pomoci nespecifickych RAPD markert (Fu 2005),
tento typ markerd byl vyuzit i v jinych studiich (CULLIS et al.,1999; MANSBY et al., 2000).

Cilem prezentované prace bylo vyzkouSeni moznosti vyuziti riznych typt nespecifickych DNA markert
na malém souboru kontrastnich genotypti Inu.

Material a metody

Rostlinny material. Dvanact kontrastnich odrid Inu seté¢ho (Linum usitatissimum L.) z genové kolekce
Agritec bylo vyseto v maloparcelkovych pokusech. Seznam odrid viz Tab.1.

Izolace genomové DNA. Genomova DNA byla izolovana z Cerstvé sklizenych mladych listd Inu z
maloparcelkovych pokusi pomoci komer¢niho kitu Invisorb Spin Plant Mini Kit (Invitec). Kvalita a
mnozstvi izolované DNA byly poté stanoveny spektrofotometricky (Eppendorf Biophotometer) a DNA byla
nafedéna na koncentraci 30 pg/ml
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Analyza RAPD. Analyzy RAPD markert byly provedeny dle standardni metodiky (FU et al., 2005). Bylo
pouzito 50 riznych primerd, zejména Operon (OPC1-OPC20, OPD1-OPD20, OPW08, OPW02, OPAB4P9,
P10, P14, OPWO01, UBC741, UBC556, UBC561). Pro PCR reakci byla pouzita taq polymeraza TaKaRa

a termocykler Eppendorf Mastercycler.

Analyza ISSR. Analyzy ISSR markeri byly provedeny dle publikované metodiky (BARANGER et al.,
2004; WIESNER et al., 2001) s pouzitim repetitivnich primerti, kotvenych na 3° nebo 5° konci ¢astecné
degenerovanymi nukleotidy: 3PCT1, 3PCT2, 3PCT3.

Analyza AFLP. Analyzy AFLP markert byly provedeny podle publikované metodiky (TREUREN van et
al., 2001; VOS et al., 1995). Byly pouzity restriktazy Msel a EcoRI s ptislusnymi adaptory. Elektroforetické
déleni vyslednych fragmentt bylo provedeno na polyakrylamidovém gelu barveném stiibrem.

Zpracovani dat. Elektroforetické gely byly po obarveni ethidium-bromidem fotografovany digitalnim
fotoaparatem, elektroforeogramy byly vyhodnoceny pomoci software Biol D++ (Vilber Lourmat).

Vysledky a diskuse

Prvnim typem DNA markerl testovanych na odliSeni odriid hrachu byly RAPD (Randomly Amplified
Polymorphic DNA). Technika RAPD je zaloZzena na vyuziti kratkych primert (dekamera), které se vazi na
homologni mista genomu. Sekvence primert nejsou voleny cilené, jsou ndhodné. Ke vzniku produktu PCR
reakce dochazi tehdy, jestlize jsou dvé homologni mista dostatecné blizko. Vyhodou RAPD je jednoduchost,
rychlost a velmi nizké naklady na vyvoj. Jako nevyhoda metody byva uvadéna nizkd reprodukovatelnost
vysledkti a nizky polymorfismus. Soubor 12 kontrastnich odrtid Inu byl analyzovan pomoci 50 ndhodné
zvolenych RAPD primert. Cilem bylo nalézt takové RAPD primery, které by poskytly co nejvyssi pocet
polymorfnich prouzkli a umoznily tak identifikaci jednotlivych odriid. Odridy Inu byly zdmérné zvoleny
tak, aby se vyrazn¢ lisily pivodem. Piesto bylo z celkového poctu 508 nalezenych RAPD markerd pouze
104 polymorfnich, tedy jeden z péti. Zadny z pouZitych primert neodlisil viech 12 odrtid Inu najednou, pro
jejich jednoznaénou identifikaci bylo vzdy potiebné kombinovat tfi i vice primerd. V pfipadé rozsahlejsich
soubord odrid Inu by pocet potiebnych primer tmérné narostl, jak je vidét na piikladu kanadské studie,
kdy k popisu genové kolekce bylo pouzitol6 RAPD primert pro kazdou polozku (FU, 2005). Tak vysoky
pocet PCR analyz je finan¢n¢€ velmi nakladny, je tedy zapotiebi hledat jiné markerovaci systémy.

V piipadé¢ ISSR (Inter-Simple Sequence Repeats) byl soubor 12 odrid lnu analyzovan tfemi ISSR
primery, jejichz sekvence byly pfevzaty z literatury (WIESNER et al., 2001). Technika ISSR vyuziva
existence tzv. mikrosatelitni DNA, coz jsou mnohonasobné se opakujici kratké oligonukleotidové motivy.
Oproti pravé analyze mikrosateliti (SSR — Simple Sequence Repeats), ktera vyzaduje znalost sekvenci
nukleotidd v okoli mikrosatelitii, dosedaji ISSR primery piimo do sekvence mikrosatelitu a pomoci
degenerovanych primert se zakotvuji na jeho kraji. Vyhodou techniky by méla byt jeji jednoduchost, nizké
naklady na vyvoj. Jasnou nevyhodou se vSak ukazal nizky, zcela nedostacujici polymorfismus. Z celkového
podtu 38 nalezenych ISSR markert byly pouze 4 polymorfni (1:10). Zadny z testovanych ISSR primert, ani
jejich kombinace, nerozlisily v§ech 12 odrid Inu.

Dalsi testovanou metodikou pro odliSeni vybranych odrid Inu byla AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism). Principem AFLP je selektivni amplifikace restrikénich fragmentii, vzniklych z genomové
DNA ucinkem restriktdz. Polymorfismus se pak zjiStuje separaci na polyakrylamidovém gelu nebo
v kapilafe na zékladé rozdild ve velikosti amplifikovanych produktd. Na daném testovacim souboru
genotypt bylo testovano celkem 6 primerovych EcoRI a Msel kombinaci s ukotvenim 3 selektivnich bazi
na 3’konci. V pfipadé elektroforetické separace produktid na 20 cm BioRad Protean II gelu bylo mozné
detekovat primérné 30 fragmentii, znichz 7 bylo polymorfnich (23%). V pfipadé¢ analyzy na 40 cm
sekvenacnim gelu bylo mozné detekovat primérné 50 fragmentd na primerovou kombinaci, z nichz 12 bylo
polymorfnich. Celkové bylo takto ziskano 278 marker z 6 primerovych kombinaci s informa¢nim ziskem
58 (21%). S pouzitim 3 vybranych kombinaci primeri bylo mozné rozlisit vSech testovanych 12 odrid Inu.

Tabulka 1: Seznam analyzovanych odrid Inu

¢. | odruda pivod typ

1 | Alba POL pradny
2 | Giganta NLD pradny
3 | Stormont Cirrus IRL pradny
4 | Kenya CI 709 USA olejny

5 | La Estanzuela URY olejny

6 | Punjab 125 IND olejny

7 | Textiléik CSK pradny
8 | Sumpersky rekord CSK pradny
9 | Egyptsky EGY olejny

10 | Mad’arsky olejny HUN olejny

11 | Viking CI 681 USA olejny

12 | Janetzki Feinflachs GER pradny
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Obr.1: Piiklad analyzy RAPD markert
(primer OPCO09), vzorky na gelu jsou
fazeny zleva doprava ve vzestupném
pofadi. Zebiik: MBI Fermentas 100 bp.
Barveno ethidiumbromidem.

Obr.2: Priklad analyzy ISSR markert
(primery 3PCT1 - vlevo a 3PCT2 -
vpravo), vzorky na polyakrylamidovém
gelu jsou fazeny zleva doprava ve
vzestupném  poradi. Zebitk MBI
Fermentas 100 bp. Barveno
ethidiumbromidem.
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Zavér

Vyhledy do budoucna: Dale bude rozvijena a optimalizovana metodika AFLP, ktera se z nespecifickych

metod jevi jako nejperspektivnéjsi (také s ohledem na moznost automatizace). Vzhledem k pomérné malo
uspokojivym vysledkim dosazenym pomoci nespecifickych markerd budou do budoucna vyvijeny
molekuldrni markery, které jiz vyzaduji znalosti ohledné¢ sekvence genomové DNA (mikrosatelity,
retrotransposony). Oc¢ekava se, ze s jejich pomoci bude mozno jednoznac¢né identifikovat jednotlivé odridy

v
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LOKALIZACE NOVEHO GENU ODOLNOSTI K PADLI TRAVNIMU U
HORDEUM VULGARE ssp. SPONTANEUM POMOCI DNA MARKERU
LOCALIZATION OF A NEW RESISTANCE GENE AGAINST POWDERY
MILDEW IN HORDEUM VULGARE ssp. SPONTANEUM BY MEANS OF DNA
MARKERS

Katetina TETUROVA — Jana REPKOVA — Pavel LIZAL — Antonin DREISEITL

A newly identified accession of wild barley (Hordeum vulgare ssp. spontaneum) resistant to powdery mildew caused by
Blumeria graminis f. sp. hordei was studied with the aim of finding the number of genes conferring the resistance to
powdery mildew, their allelism with the Mla locus, and the other aim was to localize individual genes on barley genetic
map. The genetic as well as the molecular analyses were performed in the segregating F, population of the cross
between the winter barley cultivar Tiffany and the resistant accession P1466197. Microsatellite DNA markers from
known databases were used for the localization of resistance genes on barley chromosomes. The amplification methods
for each of 117 DNA markers were optimized and polymorphism between the parents (Tiffany vs. H. spontaneum
accession) was investigated and analysed by agarose and polyacrylamide gel electrophoresis. Polymorphism was
displayed for 64% microsatellites. Modified bulk segregant analysis was used for the identification of markers linked
with resistance genes. The genetic analysis showed that in this accession the resistance was determined by two
independent genes with dominant mode of inheritance. Allelism test confirmed that one resistance gene was in Mla
locus. The molecular analysis revealed highly significant linkage with the markers Bmac0213 and MGB402 on the short
arm of chromosome 1H. This position is consistent with the Mla locus. The other gene was proved to be high
significantly linked with Bmac0134 and MWGS878 on the short arm of chromosome 2H. This is the promising newly
identified locus. The prospect of our work is the identification of further more tightly linked DNA markers and fine
mapping of resistance genes.

Key words: barley, Hordeum vulgare ssp. spontaneum, microsatellite markers, powdery mildew, resistance genes

Uvod

Padli travni zpsobené houbovym patogenem Blumeria graminis f. sp. hordei je nejrozsitenéjsi chorobou
jeémene, jejiz epidemie snizuji vynos zrna, sladovnickou a krmnou kvalitu a rentabilitu vyroby této plodiny.
Z ekonomického i ekologického hlediska je pro péstitele nejvyhodnéjsi ochranou pred patogenem péstovani
odolnych odrid. U jecmene je jiz znamo néckolik desitek gen odolnosti k padli travnimu, z nichz se
vyznamna ¢ast nachazi v oblasti lokusu Mla na chromozomu 1H (JAHOOR, FISHBECK, 1987; 1993;
JORGENSEN, 1994). JORGENSEN (1994) shrnul i dalsi znamé lokusy rasové specifickych gent
determinujicich odolnost k padli travnimu s jejich lokalizacemi na chromozomech 1H (Mla, Mlk, Miat,
Minn, Mlra, MIGa), 2H (MILa), 4H (Mlg, mlo) a 6H (Mlh). Pozd&ji SCHONFELD et al. (1996) zmapovali
geny MIj na chromozomu 5H, mit a Milf na chromozomu 7H. Uginnost nékterych genti odolnosti byla viak
jiz patogenem diky jeho vysoké ptizpusobivosti pfekonana. Jednim z nositelti odolnosti je plané rostouci
je¢men Hordeum vulgare ssp. spontaneum, v jehoz kolekci bylo zjisténo nékolik novych plné Géinnych
zdroji odolnosti k evropskym patotypim padli travniho (DREISEITL, BOCKELMAN, 2003). Molekularni
kvalitativni i kvantitativni znaky. V poslednich letech byly vytvofeny u riznych genotypti jeémene relativné
vysycené mapy s molekularnimi markery, které zahrnuji stovky RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorhism), AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) a SSR (Simple Sequence Repeat)
markerd. V posledni dobé jsou pro mapovani u je¢mene Siroce vyuzivany SSR markery vychazejici
z kratkych, mnohonésobné se opakujicich repetici (BECKER, HEUN, 1995; RAMSAY et al., 2000; THIEL
et al., 2003).

Toto studium bylo zaméfeno na geneticky popis nedavno ziskaného zdroje odolnosti k padli travnimu.
Cilem bylo urcit pocet geni/lokust determinujicich odolnost, uréit typ dédicnosti téchto gent a jejich vztah
k lokusu Mla. Microsatelitové DNA markery byly vyuzity k identifikaci jednotlivych gent/lokust odolnosti
prostfednictvim jejich chromozomalni lokalizace.

Material a metody

Genetické i molekularni analyzy byly provadény v segregujici populaci F, vzniklé po kiizeni ozimé
odridy Tiffany nesouci gen odolnosti Mla7 se zdrojem odolnosti H. vulgare ssp. spontaneum PI1466197
ziskaného z genové banky USDA. Pro zjisténi poc¢tu geni determinujicich odolnost a typ dédicnosti byly
testované rostliny inokulovany virulentnim patotypem (Va7) 0323 a pro testy na alelismus s lokusem Mla
avirulentnim patotypem (4a7) 1002. Pfi testech odolnosti byly inokulovany segmenty odebrané z plné
vyvinutych primarnich listi 18 dni starych rostlin a 8 dni po inokulaci byly odecitany reakéni typy (RT)
podle devitibodové stupnice 0-4, véetné intertypt. Byly hodnoceny rostliny rodi¢ovské, F; a F, generace.
Zjisténé pocty rostlin v F, populaci ve dvou fenotypovych kategoriich (odolné — RT 0 az 3, nachylné — RT 3-
4 a 4) byly srovnany s teoretickymi Stépnymi pomeéry testem chi-kvadrat, a tak byl odhadnut pocet gend
rezistence. Porovnanim hodnot reakénich typl v rodi€ovské a F; generaci byl vyhodnocen typ dédi¢nosti
sledovaného znaku.
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Pro genetické mapovani byly vyuzity SSR markery, které byly vybrany z dostupnych databazi
(http://www.graingenes.org/) a literarnich zdroji (RAMSAY et al., 2000; KORFF et al., 2004). Pro kazdy
marker byl optimalizovan amplifika¢ni cyklus a ovéfen polymorfismus mezi rodi¢i. DNA rodi¢ovskych a F,
rostlin byla izolovana z listi pomoci kitu (Gene Elute Plant Genomic DNA Miniprep Kit, Sigma-Aldrich
Co.). Fragmenty PCR byly separovany a vyzualizovany na 3% agardzovych nebo 10% polyakrylamidovych
gelech barvenych etidium bromidem. K nalezeni markerd ve vazbé se sledovanym genem rezistence byla
vyuzita modifikovana bulkova segregac¢ni analyza (BSA), kdy odolny bulk sestaval z 20 rostlin reakéniho
typu 0 a 0-1 a nachylny z 31 rostlin reakéniho typu 4 bez vytvareni smésnych vzorkii DNA.

Ovéteni vazby predbézné identifikované pomoci BSA bylo uskute¢néno prostfednictvim 113 rostlin
generace F, vSech genotypii. Statistickd vyznamnost vazby mezi genem odolnosti a DNA markerem byla
uréena regresni analyzou, mapové vzdalenosti mezi jednotlivymi markery v cM (vypocet pomoci
Kosambiho funkce), potadi lokust a lokalizace genu na chromozomu byly zjistény prostfednictvim softwaru
MapManager QTX (MEER et al., 2002). Statisticka vyznamnost vazby byla vypocitina pomoci hodnoty
LRS (likelihood ratio statistic). Geneticka mapa pravdépodobné pozice genl rezistence na chromozomech
byla sestrojena softwarem MapChart (VOORRIPS, 2002).

Vysledky a diskuse

V populaci generace F, bylo zjisténo 431 odolnych a 31 nachylnych rostlin. Po ovéfeni shody
s teoretickym §tépnym pomérem 15:1 testem chi-kvadrat tak byla u zdroje odolnosti stanovena piitomnost
dvou genti odolnosti s dominantnim charakterem dédi¢nosti. Testem na alelismus bylo potvrzeno, Ze jeden
z genl se nachazi v lokusu Mla, protoze po inokulaci avirulentnim patotypem byly zjistény pouze odolné
rostliny.

Ze 109 mikrosatelitovych markert, které byly vyuzity k otestovani polymorfismu, 59 (54%) bylo
polymorfnich mezi ‘Tiffany’ a zdrojem odolnosti PI466197. Pro nalezeni markerd ve vazbé s geny
rezistence bylo u tohoto kfizeni pouzito celkem 32 polymorfnich markerd, rovnomérné rozptylenych po
sedmi chromozomech je¢mene. Modifikovanou analyzou BSA 20 odolnych a 31 nachylnych rostlin
generace F, byla takto zachycena vazba s markery Bmac0213 a MGB402 na kratkém rameni chromozomu
IH (Mla lokus) a s markery Bmac0134 a MWG878 na kratkém rameni chromozomu 2H. Pro bulk 31
nachylnych rostlin bylo identifikovano 5 rekombinant z 56 testovanych chromozomt (podil rekombinace » =
0,09) u Bmac0213 a 2 rekombinanti z 62 chromozomi (» = 0,03) u Bmac0134 a 6 rekombinant z 56
chromozomti (» = 0,10) u MIWG878. Nezavislé lokusy mély ¢etnost rekombinace kolem 0,50.

Pro ovéfeni vazby mezi genem odolnosti a markery jiz identifikované pomoci BSA a zpresnéni
lokalizace genti odolnosti na jednotlivych chromozomech byla vyuZzita populace F, v rozsahu 113 rostlin
vSech fenotypt.. Program MapManager QTX a regresni analyza potvrdila vazbu mezi geny odolnosti a
markery Bmac0213, MGB402, Bmac0134 a MGWS878 (Obr. 1). Statistickd vyznamnost vazby byla
stanovena pomoci hodnoty LRS (likelihood ratio statistic), priCemz za kritérium byla pouzita
pravdépodobnost P = 0,001. Oc¢ekavana pozice jednoho genu odolnosti R byla uréena mezi mikrosatelity
Bmac0213 a MGB402 (LRS = 30,8 a 25,2). Pozice druhé¢ho lokusu R byla urena na chromozomu 2HS
proximalné¢ od markerd MWG878 a Bmac0l134 a (LRS = 22,7 a 27,8). Program MapManager QTX byl
pouzit pro vypocet mapovych vzdalenosti mezi vSemi uvedenymi lokusy. Pomoci programu MapChart byly
sestrojeny genetické mapy a urCeny pravdépodobné lokalizace nove zjisténych genti odolnosti na dvou
chromozomech je¢mene (Obr. 1) pomoci vySe uvedenych udaji. LRS pro zjisténé lokalizace genl na
chromozomech 1H a 2H jsou 41,5 a 61,7. Kritickd hodnota LRS pro statisticky vysoce signifikantni vazbu je
30,4 (Obr. 1).

Znalost chromozomalni lokalizace je predpokladem pro urceni identity jednotlivych gend odolnosti. Na
kratkém rameni chromozomu 2H nebyl doposud lokalizovan zadny gen odolnosti, pouze na dlouhém rameni
chromozomu byly identifikovany geny Rarl a Rar2 (Lahaye et al., 1998). Dalsi naplni nasi prace bude
ziskat a otestovat nové polymorfni markery v oblasti nové zjisténého genu rezistence a zpiesnit tak jeho
lokalizaci.

Zavér

U analyzovaného kiizeni byl jeden gen odolnosti k padli travnimu identifikovan v lokusu Mla, ktery se
Casto podili na determinaci tohoto znaku a patii ke geniim s nejvys$si uc¢innosti. Druhy, nové identifikovany
gen, byl lokalizovan na kratkém rameni chromozomu 2H. Perspektivni snahou ve Slechténi je cileny vybér
potomstev kombinujicich pIlné¢ u¢inné geny rezistence, coz neni mozné pouzivanim klasickych metod. Proto
jsou jednotlivé geny mapovany pomoci DNA markert a vyvijeny markery v tésné vazb¢ s témito geny, aby
mohly byt dale vyuzivany v tzv. ,marker assisted selection, popiipadé kombinovany v jedné odolné
odrude.
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Obr. 1: Casteéna genetickdi mapa chromozomu 1H a 2H je¢mene s pravdépodobnou pozici geni
odolnosti R vii¢i padli travnimu detekovanymi u zdroje odolnosti P1466197.
Hodnoty v levé ¢asti chromozomu jsou mapové vzdalenosti mezi sousednimi DNA markery udavané v cM.
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DIAGNOSTIKA FYTOPATOGENOV V SCACHTITEELSKYCH PROGRAMOCH
DIAGNOSTIC OF PHYTOPATHOGENS IN BREEDING PROGRAM

Otakar KUDELA - Miroslav GLASA

The conventional breeding and breeding including the new biotechnological procedures are labour and time consuming
processes. There are many critical steps in breeding program. One of risks is the infection with phytopathogens. Due to
their biological properties, mainly the infection with viruses, viroids and phytoplasmas can be serious problem. The
lecture presents the possibilities of current and perspective detection technologies for the diagnostic of these pathogens
and our practical experience with their detection.

Key words: viruses, viroids, phytoplasmas, detection methods

1. Uvod

Konvencné slachtenie ako aj $lachtenie vyuzivajlice moderné biotechnologické postupy a metody je
pracné a ¢asovo naro¢éné. Uspesnost §lachtitelského programu a produkcia potomstva s pozadovanymi
a stabilnymi vlastnostami zavisi od mnohych faktorov (napr. geneticka vybava a variabilita biologického
materidlu, pouzit¢é metody, Slachtena vlastnost’ ap.). Rizikovym faktorom s vyznamnym vplyvom na
vysledok S$lachtenia je infekcia rastlinnymi patogénmi. Z nich najmé virusy, viroidy a fytoplazmy vdaka
svojim biologickym vlastnostiam a mechanizmami interakcie s hostitelmi moézu byt vaznym az
neriesitelnym problémom.

2. Virusy
Rastlinné virusy reprezentuju pocetni skupinu patogénov, prevazne s RNA genomom. K ich zakladnym
charakteristikam v stvislosti s procesom $lachtenia patri:

- rozmanitost prejavov infekcie od bezpriznakovej az po rozsiahlu systémovi infekciu, ktora
spravidla vedie k uhynutiu hostitel’a

- Siroké hostitel'ské spektrum (mnoho virusov je schopnych infikovat' az niekol’ko sto rastlinnych
druhov z mnohych ¢el’adi)

- Tlahka prenosnost’ (semeno, pel’, vegetativne, mechanicky, hmyzie vektory).

- vysoka genetickd variabilita, ktord im umoziuje prekonavat’ napr. prirodzené obranné mechanizmy,
konstruovanu rezistenciu (GMR) a umoziiuje im adaptovat’ sa na nové odrody a rézne abiotické
faktory

- minimalne moznosti lieenia ochoreni (pouzitie meristémov, termoterapia a chemoterapia si malo
ucinné a silne zavisia od kmena virusového druhu, druhu a odrody hostitel'a)

3. Viroidy

Viroidy su subvirusové agensy, ktoré tvori obnazend kruhova RNA. Jej sekvencia a od nej odvodena
sekundarna Struktira jej zabezpecuje vysoku infek¢nost’ a odolnost’ voci faktorom prostredia a obrannym
mechanizmom hostitel'a. V zavislosti od vitulencie a hostitel'a infekcia mdze byt bezpriznakova alebo sa
prejavi vznikom symptémov ako napr. zakrpatenost, zvinovanie listov, nekréza a hnednutie zil, mozaika,
chlorotické a nekrotické $kvrny. Infekcia viroidmi nie je lieCitel'na. Vsetky zname viroidy st mechanicky
prenosné. Na ich Sireni sa najviac podiela ¢lovek prostrednictvom najmad polnohospodarskych nastrojov
a technoldgii. V mensej miere s prenasané hmyzom alebo vertikalne cez pelové zrna a semend. Na nasom
uzemi hostiteI'mi viroidov mézu byt’ okrasné rastliny, uhorka, chmel’, zemiak, rajéiak, jablon, hruska, vini¢
a sklenikové citrusy a palmy.

4. Fytoplazmy

Fytoplazmy st prokaryotické (Mollicutes) patogény, ktoré sa zatial’ nepodarilo kultivovat’. V infikovanej
rastline sa distribuuju sitkovicami. Doposial’ sa zistili v asi 300 druhoch rastlin. Interakcia s hostitel'om vedie
k vzniku ochoreni, ktoré sa mézu prejavit’ ako Zltacka, chlorotické zvinovanie listov, metlovitost’, fylodia,
sterilita kvetov a virescencia, chradnutie a odumieranie vyhonkov a celych rastlin. Infekcia je tiez Casto
bezpriznakova. Na intenzite ochorenia a Sireni fytoplaziem sa aktivne podielaju ako biotické tak i abiotické
faktory. Prenosné su vrublami, hmyzom a kukucinou (Cuscuta spp.). Z aspektu Slachtitel'skych programov
najvyznamnej$imi hostitelmi si kostkoviny, jadroviny, okrasné rastliny, zemiak, rajciak, cukrova repa,
dyna, lucerna a drobné ovocie.

5. Diagnostika

V stcasnosti pouzivané ako aj vyvijané detekéné metddy st zalozené na Strukturalnych vlastnostiach
patogénov, sposoboch ich prenosu a mechanizmoch interakcie s hostitelom. Ich zakladnymi kritériami su
citlivost’, Specificita, pracnost’ a ¢asova naro¢nost’ a nezanedbatel'né su tiez naklady. Vyber metod, resp. ich
kombinacie urcuju vlastnosti testovanych patogénov, druh hostitel'a ako aj ucel a ciele diagnostiky.
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5.1. Imunochemické metody
Tato skupina metéd vyuziva antigénne vlastnosti hlavne Strukturdlnych bielkovinnych zloziek
patogénov, ktoré¢ umozinuju pripravu polyklonovych a monoklonovych (hybridémova technika) protilatok.
NajrozsirenejSou metédou je ELISA (enzyme linked immunosorbent assay) v usporiadani DAS, TAS
alebo PTA. Jej prednostou je najmé jednoduchost’, dostupnost’ Sirokej $kaly komercnych protilatok a stprav
atiez citlivost’ (detekény limit = 1-10 ng virusu/ml) a Specificita su relativne vyhovujuce. Vyhodnotenie
ELISA moéze komplikovat vysoké pozadie v dosledku neSpecifickych reakcii a slaby signal sposobeny
nizkou koncentraciou patogéna. ELISA techniky maji dominantné postavenie hlavne v diagnostike
rastlinnych virusov. V obmedzenom rozsahu sa pouzivaju v diagnostike fytoplaziem (napr. zltacka astier).
Porovnatelnt citlivost’ s DAS-ELISA ma DIBA (dot immunobinding assay) technika. Virus je ukotveny
na nitrocelulézovi membranu a detekovany virus Specifickou protilatkou a nasledne reakciou s konjugatom.
Obdobné usporiadanie ma technika pletivovych odtlackov. Pletivové odtlacky mézu navySe poskytnat
zaujimavé informacie o distribucii virusov v rastlinnych organoch.

5.2. Metody detekcie nukleovych Kyselin
Vyvoj molekularno-biologickych technik a molekularna charakterizicia patogénov umoznili aplikaciu
diagnostickych postupov, zalozenych na detekcii genomov (RNA, DNA) a ich Specifickych sekvencii.

5.2.1. Elektroforetické metédy

V suCasnosti sa pre priamu elektroforeticki diagnostiku pouziva dvojsmernad elektroforéza
v polyakralamidovom gély (2D-PAGE) a to na detekciu viroidov. Kombinéaciou nativnych a denatura¢nych
podmienok sa viroid oddeli od hostitel'skych nukleovych kyselin ajeho pritomnost sa identifikuje
vyfarbenim gélu. Detekény limit je cca Sng RNA na dréhu.

5.2.2. Molekularna hybridizacia

Zavedenie technik molekularnej hybridizacie do diagnostickej praxe umoznili poznatky o Strukturalnych
vlastnostiach gendmov. Principom tychto technik je imobilizacia nukleovych kyselin na membranach a ich
nasledna hybridizacia s radioaktivne alebo neradioaktivne znaenou sondou (cDNA, cRNA,
oligonukleotidy, ampliméry). Radioaktivne sondy sa nahradzaji chemiluminiscentnymi procedirami (
detekuju asi 2pg viroidovej RNA).

5.2.3. PCR techniky

Polymerazova retazova reakcia je popri konven¢nej DAS-ELISA najviac pouzivanou diagnostickou
metddou. Dosahuje vysoku Specificitu (Grovei izolatov a kmenov), 10 az 100 nasobne vyssiu citlivost” ako
hybridiza¢né techniky a umoziuje identifikovat’ patogéna v rdznych rastlinnych organoch, vo vektoroch
a vroznych stadiach interakcie s hostitelom. Mozno ju pouzit' pre priamu detekciu ako DNA tak i RNA
sekvencii (RT-PCR). V kombinacii s protilatkami (imunovychytavacia PCR) je mozné az 100 nasobne
zvysit' jej citlivost. Produkty amplifikdcie st verifikované analyzou v géloch aplikiciou Specifickych
farbiciek, RFLP analyzou, hybridizaciou, prip. sekvenovanim.

Vyvoj softwarovych aplikacii a pristrojovych technoldgii umoznil do oblasti diagnostiky zavedenie
,»Real-time* kvantitativnej PCR. Technika (pouzitim TagMan alebo SYBR Green) generuje kvantitativne
udaje o PCR v skorych cykloch, ked’ je presnost PCR najvyssia. TagMan poskytuje presnu a vysoko
Specificku detekciu templatov. Metoda SYBR Green sa vyuZziva pri réznych variantach primerov a pre rozne
typy templatov. Pouziva sa pre detekciu viriodov (10x citlivejsia ako RT-PCR), virusov (napr. multiplex
TagMan detekcia virusov zemiaka) a bakterii. Metdda nepotrebuje ,,post” PCR analyzy.

5.2.4. Microarray

Microarray technologia bola povodne vyvinuta pre Stidium génovej expresie. V podstate nadvédzuje na
Southernovu hybridizacn techniku pricom vSak aplikuje najnovSie poznatky a pristrojové vybavenie
z oblasti analyz nukleovych kyselin a gendmov. Umoziuje simultdnnu detekciu az tisicov génov
a sekvencii. Na zaklade tychto parametrov je vel'mi perspektivna aj pre oblast’ diagnostiky. V stucasnosti sa
uz vyuziva v klinickej diagnostike napr. pre diagnostiku rakovinnych ochoreni alebo typizaciu
a monitorovanie patogénnych baktérii. BioCipy su komercne dostupné v usporiadani DNA, RNA,
oligonukleotidy a bielkoviny. BioCipy pre detekciu rastlinnych patogénov su v Stadiu vyvoja.

Zaver

Konvencéné a molekularne slachtenie st komplexné procesy. S narastajucimi poznatkami o genetike
rastlinnych druhov a odrdd aich interakcii s prostredim musia slachtitel'ské programy pracovat z Coraz
pocetnej§imi udajmi. Rastlinné virusy, viroidy a fytoplazmy su vyznamnymi biotickymi faktormi.
Z davnejSej imenej davnej minulosti existuje viacero prikladov, ked vlastnosti a variabilita tychto
patogénov mala priamy dopad na praktické uplatnenie vysledkov $lachtenia ( napr. odrody zemiakov Bintje
a Russel Burbank, ¢acanské odrody sliviek, transgénna rezistencia k virusu Sarky slivky).
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Diagnostika fytopatogénov ma nezastupitelni ulohu v prevencii ochoreni av ziskavani zdravého
rastlinného materidlu. Priklady z praxe poukazuji aj na jej vyznam v §lachtitel'skej praxi. Problematika
diagnostiky je otvoreny proces, pretoze tak ako sa rozsiruji a prehlbuju poznatky o patogénoch, otvaraji sa
moznosti dalSicho zdokonalovania pouzivanych detekénych metdd a vyvoja novych diagnostickych
technologii.

Mnozstvo informacii a viac ¢i menej preverenych udajov a faktov o biologickych a molekularnych
vlastnostiach patogénov kladie vysoké poziadavky na odbornost, experimentalne a praktické diagnostické
skusenosti. Tieto skutocnosti tak formuji potrebu uzkej spoluprace pracovisk, orientovanych na
molekularno-biologicky vyskum patogénov aich diagnostikovanie, s pracoviskami, ktoré sa zaoberaju
realizaciou §lachtitel'skych programov.
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EXOCHITINAZY A EXO-B-1,3-GLUKANAZY SYNTETIZOVANE
V PRIMARNYCH LISTOCH JACMENA PO INFEKCII MUCNATKOU V
OBDOBI SPORULACIE PATOGENOV
EXOCHITINASES AND EXO-B-1,3-GLUCANASES SYNTHESIZED IN THE
BARLEY PRIMARY LEAVES INFECTED BY POWDERY MILDEW IN THE
PERIOD OF PATHOGEN SPORULATION

Elena HLINKOVA- Dusan PERECKO- Jan RAFAY- Zuzana KOVACOVA- Milan
BOBAK- Zuzana KUTARNOVA

Present work studied changes in the content of selected hydrolytic enzymes induced in the patterns of basic proteins
synthesized in the barley primary leaves infected by powdery mildew with different virulence possibility. Protein patterns
analyses show that basic intercellular protein spectra strongly reflect of interaction phenotype. Incompatible and
hypersensitive interaction of hosts showed relatively the smallest changes in the both quantitative and qualitative
changes in the protein content in the period of pathogen sporulation. By compatible interactions, content of basic p-1,3-
exoglucanases changed their quantity as well as their quality. The most expressive changes were in the region of
Mr=40-45 kDa where are localized de novo synthesized basic glucanases. Four basic exo- glucanases were synthesized
constitutly independently of the host resistance genes and the pathogen avirulence/virulence genes. Their Mr wre from
molecular mass interval 72-45 kDa. De novo synthesized exochitinases were two. Low molecular basic form of exo Chi
14.4 was not serologicaly related to their acid form, or it is possible that the quantive content of this protein is under
level of imunoblot sensitivity.

Key words: barley, powdery mildew, basic proteins, exoB —f5-1,3-glucanase,exoB-chitinase

Uvod

Jednym z désledkov infekcie mucnatkou pri vSetkych typoch interakcii je syntéza PR-a DR-proteinov.
PR-proteiny st rozdelené do 14 skupin na zaklade ich biochemickych, molekularnych
a fyzikalnochemickych vlastnosti (Madsen et al. 2003). Medzi dve najrozsiahlejsie skupiny PR-proteinov,
ktoré st syntetizované v priebehu patogenézy patria B-1,3-glukanazy (EC 3.2.1.39) a chitinazy (EC
3.2.1.14). V hostitel'skych rastlinach su kddované viacerymi rodinami paralogickych génov. p-1,3-glukanazy
hydrolyzuju 1,3-D-glukozidovu vdzbu v B-1,3-glukane. Na zaklade ich primarnej Struktiry boli rozdelené do
S-tried (Meins et al. 1993). V infikovanych rastlinach plnia obrannt funkciu, ktorej cielovym miestom st -
1,3-glukany bunkovych stien patogéna (WESSELS, STIESMA, 1981). Viaceré z nich maju antifungalnu
aktivitu (HLINKOVA et al., 2004). Degrada¢né produkty, ktorymi st prevazne modifikované molekuly
glukézy (OKINAKA et al., 1995) hydrolytickych procesov tychto enzymov, plnia ¢asto—krat funkciu
elicitorov obrannych reakcii v hostitel'skych rastlinach. Produkty ortologickych génov nachadzame aj
u patogénov (HLINKOVA a kol., 2001). Nespecifické formy B-1,3-glukanaz exprimovanych konstitutivne,
nachadzame aj v skorych vyvinovych procesoch zdravych rastlin (WU et al., 2001; HLINKOVA et al.,2005;
MATUSIKOVA et al., 2005). Chitinazy s dalsie hydrolytické enzymy, ktorych gény st exprimované vo
zvySene] miere v obdobi patogenézy. Chitinazy [1,4-(N-acetyl- B-D-glukézoamid)-glykanohydrolazy]
hydrolyzuju chitin, ktory je linearnym polymérom [-1,4-N-gluk6zoaminu (GlcNac, LEUBNER-
METZGER, MEINS, 2000). Chitindzy degraduju jednoducht vizbu C-C medzi dvomi nasledovnymi N-
acetylglukdézoaminmi v chitine na N,N’-diacetylchitobiézu a vysSie oligoméry. Hydrolyza mdze byt
indukovand ako exo tak endolytickymi drahami (SHINSHI et al., 1990). Chitinazy syntetizované v priebehu
patogenézy su delené do 7 tried, ktoré koduju paralogické gény chi a (vpr 3); chi b (ypr 8); chi ¢ (ypril);
chi d (ypr4) (VAN LOON, VAN STIESMA, 1999). Podobne ako niektoré glukandzy aj urCité chitinazy
maja antifungalne u¢inky (SELA-BURLAGE et al., 1993; HLINKOVA et al., 2003). Glukanazy a chitinazy
maju synergicky G¢inok a ich nadprodukcia v transgénnych rastlinich patogénom (MATUSIKOVA et al.,
2005). Bazické formy tychto hydrolytickych enzymov st preskimané podstatne menej ako ich kyslé formy
a to predovsetkym v neskorych fazach patogenézy. Cielom nasej prace bola identifikacia PR a DR-proteinov
s glukanazovou a chitinazovou aktivitou v bazickej oblasti proteinového spektra v intercelularnom extrakte
primarnych listov jacmena nesticeho rézne gény rezistencie a infikovaného muc¢natkou s réznou virule¢nou
schopnost'ou v obdobi sporulacie patogénov.

Material a metody

Na analyzu bazickych proteinov syntetizovanych v priebehu hostitel'sko-parazitickych interakcii boli
pouzité mladé, osemdnové asepticky kultivované rastliny jacmena siateho (Hordeum vulgare L.). Reakcie
boli sledované pri Styroch genotypoch jaémena nesuceho rozne gény rezistencie (P02-Ml-a3; PO4B-Mi-a7 a
P10-Ml-al2). Ako pozitivna kontrola bol pouzity senzitivny cv. Dvoran bez génov rezistencie z Ml-a lokusu
Na inokulaciu sme pouzili dva patotypy maénatky (Blumeria graminis DC Speer f.sp. hordei RU-3 a Sk-
5/11 ) odlidujice sa génmi virulencie/avirulencie a trvanim anamorfa (HLINKOVA et al., 2001). Ako
senzitivny kontrolny variant bol pouzity cv. Dvoran bez génov rezistencie z Mi-a lokusu.Po 6smych diioch
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kultivacie pri T=18+2°C, osvetleni 800pumolm™s™ a svetelnom rezime 16/8 hodin sme rastliny vo faze
prvého listu inokulovali dvomi patotypmi maénatky (Blumeria graminis DC Speer f. sp. hordei- RU-3 a Sk-
5/11). Po 6smych diioch od inokulacie boli primarne listy zo zdravych a infikovanych rastlin odstranené a
pouzité na izolaciu intercelularnej kvapaliny podla REPKU (1997) a dalsie molekularno-biochemické
analyzy. Kvantitativne a kvalitativne analyzy v extrakte boli identifikované Bradfordovou metddou (1976).
Bazické proteiny boli odseparované Reisfeldovou metédou (REISFELD et al., 1963). Proteiny s
hydrolytickou funciou: exo [B-1,3- glukanazy a chitinazy boli identifikované podla TRUDEL-a &
ASSELIN-a (1989) a PAN-a et al. (1991). Ako Standard molekulovych hmotnosti sme pouzili lyzozym a
celulazu (Sigma, St. Luis, USA) Experimmenty boli opakované tri krat.

Vysledky a diskusia

V spektre bazickych interceluldrnych proteinov sme identifikovali v oblasti Mr ~ 45-72kDa proteiny
s glukanazovou aktivitou pri vSetkych genotypoch ja¢mena (obr.1B). Kvantitativne zastupenie tychto
glukanaz bolo mierne zvySené iba v miestach infekcie. Rozdiely medzi genotypmi jaémena ako i pouzitymi
patotypmi neboli velmi vyrazné. Pritomnost’ glukanaz v tejto Casti spektra potvrdili obidve metddy
pouzivané na identifikdciu tohto enzymu (PAN et al. 1991; TRUDEL, ASSELIN, 1989). Zvyskové
proteinové spektrum je zobrazené na obr.1A. V obdobi sporuldcie patogénov boli de novo syntetizované iba
dve nové bazické glukanazy anachadzali sa iba v infikovanom mieste listov, ich Mr bola 42 a 45 kDa.
Kvantitativne zastipenie de novo syntetizovanych glukanaz vaéSmi ovplyvnil genotyp patogéna ako
hostitela. Velmi slabu glukanazova aktivitu mali iniektoré PR-proteiny z nizkomolekulovej oblasti
(Mr~25-30 kDa).

Imunologické analyzy (Western blot obr.1B) s Ciastocne Specifickou protilatkou pripravenou ku kyslej
intercelularnej chitinaze Chi 14,4 ukazali, ze nezavisle od genotypu je zastupenie proteinov s chitindzovou
aktivitou (pri zdravych rastlindch) ako u pri cv. Dvoran tak aj pri izogénnych liniach cv. Pallas rovnaké
agény pre bazické chitinazy koduju proteiny z intervalu  Mr=42-72 kDa . Infekcia mucnatkou
v infikovanych miestach listov indukuje syntézu dalSej chitindzy s Mr=42 kDa. Tato chitinaza je
lokalizované na rovnakom mieste kde je aj bazickd Glu42. V tomto pripade pri 1D-C-PAGE je vidiet’
typicky hmotnostny prekryv. Koncentracia Chig 42 je pri NIL cv. Pallas podstatne nizsia ako cv. Dvoran.
Sérologicky nepribuznd bazicka chitindza Chil4,4 je syntetizovana iba infikovanych castiach listov pri
kompatibilnych interakciach (farbené Calcoflour white, TRUDEL a ASSELIN 1989). Pri NIL ja¢mena
P04B a P10 je pravdepodobné, ze bazické proteiny z oblasti 35-50 kDa mozu patrit’ aj do kategodrie chitin-
viazucich proteinov (PR-3), pretoze zmizli zo zvy$kového proteinového spektra (obr. 1A).

Zavery

Pri kompatibilnych interakciach sa v bazickom proteinovom spektre meni kvantitativne aj kvalitativne
zastipenie glukanaz i chitindz. Zdravé rastliny jaémena nezavisle od genotypu obsahuju 3 paralogické gény
pre bazické chitindzy, ktoré si exprimované konstitutivne. Nie vSetky bazické chitindzy vykazuja
sérologicku pribuznost’ s Chisl4,4. Intercelulirne PR a DR- proteiny maji odpovedajice kandly
v bunkovych stenach a membranach, ktoré umoziuju ich transport do intercelularneho priestoru.
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Obr. 1: Selektované spektra intercelularnych bazickych proteinov
A) zvyskové spektrum bazickych proteinov po dvojitom blote

B) Westernnoblot z elektroforetogramu extracelularnych bazickych proteinov izolovanych z primarnych
listov roznych kultivarov jaémena nesucich rézne gény rezistencie v obdobi sporulacie patogénov
charakteristickych odlisnymi génmi virulencie a avirulencie (biele pruzky oznacuju proteiny s chitinazovou
aktivitou, modré pruzky s glukanazovou aktivitou; primarna protilatka pre chitinazy bola pripravena ku
kyslej intercelularnej Chil4,4; PR-3 protein)

Adresy autorov

RNDr. E. Hlinkova, CSc., Mgr. Zuzana Kovacova Katedra genetiky, PRIF UK, Mlynska dolina, 842 15 Bratislava 4,
hlinkova@fns.uniba.sk

RNDr.D. Peregko, CSc., UMB SAV, Dibravska 21, 842 51Bratislava

Doc. J. Rafay, CSc. VUZV Nitra, Hlohovecka cesta 2, 949 92 Nitra

Prof. RNDr. M.Bobak, Mgr. Zuzana Kutarnova, Katedra fyziologia rastlin, PRIF UK, Mlynska dolina, 842 15 Bratislava 4 .

52



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

REZISTENCIA A TOLERANCIA POPULACII PSENICE PROTI SEPTORII
PLEVOVEJ A FUSARIUM CULMORUM
RESISTANCE AND TOLERANCE OF WHEAT POPULATIONS AGAINST
STAGONOSPORA NODORUM BLOTCH AND FUSARIUM HEAD BLIGHT

Stefan MASAR! - Kvetoslava MASAROV’A’1 - Martin UZIK' - Darina MUCHOVA? -
Frantisek ONDREJCAK? - Martin PASTIRCAK' - Bernard VANCO!

This study provides information about the resistance of F; wheat populations Rada x Arida, Rada x Armelis and Rada x
80997 against stagonospora nodorum blotch - SNB and fusarium head blight - FHB caused by Fusarium culmorum.
The least reduction of number of seeds in spike (PZK) and weight of seeds in spike (HZK) has been in population Rada x
Arida. The variance of AUDPC values for SNB and FHB have been quantitative chracter. The best population was Rada
x Arida.

Key words: wheat, stagonospora nodorum blotch, fusarium head blight, resistance, tolerance

Uvod

Cielom prace bola analyza rezistencie troch populacii pSenice letnej formy ozimnej proti Stagonospora
nodorum (stagonospora nodorum blotch - SNB) a Fusarium culmorum (fusarium head blight - FHB).
Srachtenie na rezistenciu proti chorobam je zlozité. Zaznamenivané rozdiely v rezistencii genotypov
pSenice ozimnej proti septdrii plevovej s vo vacsine pripadov vysledkom parcialnej rezistencie (DU et al.,
1999). Vsetky genetické Studie rezistencie pSenice proti FHB sa tykaju rezistencie voci rozsirovaniu huby
(MESTERHAZY et al.,, 2002). Rezistencia proti FHB je Casto spojena s d’al§imi morfologickymi a
agronomickymi znakmi (HILTON et al., 1996).

Mateial a metody

Vybery z 3 populacii F5 generacie hybridov z VSS Maly Sari$ 1. Rada x Arida, 2. Rada x Armelis a 3.
Rada x SO997 pozostavali z 50 klasovych vyberov v kazdej populacii vysiatych systémom klas - riadok
v pol'nom pokuse. Po 100 klasov z kazdej populacie sme infikovali SNB a FHB a zvySok sme nechali ako
neoSetrentt kontrolu. Na infekciu klasov sa pouzila zmes sporulujucich izolatov Stagonospora nodorum.
Hodnotili sa v % napadnutia klasu v troch terminoch. Vizualne symptémy napadnutia Fusarium culmorum
po umelej infekcii sa hodnotili kazdu dekadu v % napadnutia klasu. Z odpozorovanych udajov sa vypocitala
hodnota AUDPC podl'a vzorca AUDPC = X(yi + yi+1)/2x(ti+1-ti) kde y je napadnutie a t je pocet dni medzi
hodnoteniami. Pred zberom sme odobrali vzorky 25 klasov z infikovaného a neinfikovaného materidlu pre
stanovenie poctu zfn v klase (PZK), hmotnosti 1000 zfn (HTZ) a hmotnosti zrna v klase (HZK). Ziskané
udaje sme vyhodnotili analyzou rozptylu (Statgraphics).

Vysledky a diskusia

AUDPC pre FHB na 95% hladine vyznamnosti (tab. 6) boli v populécii Rada x Arida. V hodnotach AUDPC
pre SNB vysoko preukazné boli rozdiely medzi populaciami (tab.2). Na 95% trovni spolahlivosti bola
populécie, oSetrenia a interakcie populacii s oSetrenim. Najvyssie hodnoty PZK (tab.8) mala populacia Rada
X Arida a v interakcii populacia Rada x Arida infikovana septdriou. V znaku HZK vysoko preukazné boli
oSetrenia a interakcia populacia x oSetrenie (tab.4). Najvyssie hodnoty HZK (tab.9) mali populacie Rada x
Arida a Rada s Armelis. Najvyssie hodnoty HZK pri infekcii septdériou plevovou mala populacia Rada
s Armelis. V znaku HTZ vysoko vyznamné boli populacie a oSetrenia (tab.5). Najvyssie hodnoty HTZ boli
v populacii Rada x Armelis. NajvysSie hodnoty znaku mali neoSetrené a oSetrené varianty populacie Rada x
Armelis (tab.10). Z frekvencii hodn6t AUDPC FHB a SNB (graf 1 a 2) vyplyva, Ze odroda Rada mala vyssie
hodnoty AUDPC pre FHB a SNB. Odroda Rada v kontrolnych rastlinach mala stredné hodnoty PZK a
redukciu PZK a HZK v infikovanom variante mala populacia Rada x Arida, v znaku HTZ populacia Rada x
Armelis. Vysledky analyzy naznacuji, Ze z hl'adiska tolerancie proti SNB a FHB boli populacie takmer
rovnocenné, najhodnotnejsia bola populacia Rada x Arida. Variabilita hodn6t AUDPC pre FHB a SNB vo
vsetkych troch populaciach hybridov Rada x Arida, Rada x Armelis a Rada x SO997 mala kvantitativny
charakter, podobne ako kvantitativne znaky PZK, HZK a HTZ. Toto indikuje, Ze obe choroby v tychto
populaciach boli riadené polygénnym systémom a je mozné robit’ selekciu. Rezistencia pSenice proti FHB je
riadena polygénmi na lokusoch a casto je spojend s d’al§imi agronomickymi znakmi, ako je vyska rastliny
a doba kvitnutia aj z hladiska ich vplyvu na pasivnu rezistenciu (BUERSTMAYR et al., 2002). Tieto
populécie st vzhl'adom na pouzitych rodicov zaujimavé aj z pohl'adu odolnosti proti hrdzi pSenicove;.
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Zavery

Analyzou populacii z VSS Maly Sari§ Rada x Arida, Rada x Armelis a Rada x SO997 bolo zistené, ze

v znaku HTZ populacia Rada x Armelis. Variabilita hodnét AUDPC pre FHB a SNB vo vsetkych troch
populéciach hybridov Rada x Arida, Rada x Armelis a Rada x SO997 mala kvantitativny charakter, podobne
ako kvantitativne znaky PZK, HZK a HTZ. Toto znamena, Ze obe choroby v tychto populéciach boli riadené
polygénnym systémom.
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Graf 1: Frekvencie AUDPC pre FHB hybridov Rada x Arida, Rada x Armelis a Rada x SO997
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Graf 2: Frekvencie AUDPC pre SNB hybridov Rada x Arida, Rada x Armelis a Rada x SO997
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Tabul’ka 1: Analyza rozptylu AUDPC pre FHB populicie MS
Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio P-Value

A:Populacia 23985,70 2 11992,80 3,15 0,04
B:Osetrenie 0,00 1 0,00 0,00 1,00
AB 0,00 2 0,00 0,00 1,00
RESIDUAL 1120000,00 294 3803,54
TOTAL 1140000,00 299

Tabulka 2: Analyza rozptylu AUDPC pre SNB populicie MS

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio P-Value

A:Populacia 35460,40 2 17730,20 31,22 0,00
B:Osetrenie 0,00 1 0,00 0,00 1,00
AB 0,00 2 0,00 0,00 1,00
RESIDUAL 166961,00 294 567,90
TOTAL 202422,00 299
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Tabulka 3: Analyza roz

ptylu PZK populicie MS

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio P-Value
A:Populacia 1273,76 2 636,88 17,20 0,00
B:Osetrenie 11670,20 1 11670,20 315,23 0,00
AB 2058,07 2 1029,04 27,80 0,00

RESIDUAL 10884,20 294 37,02
TOTAL 25886,20 299
Tabul’ka 4: Analyza rozptylu HZK populicie MS

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio P-Value
A:Populacia 0,27 2 0,13 0,93 0,40
B:Osetrenie 49,81 1 49,81 342,25 0,00
AB 3,97 2 1,98 13,63 0,00

RESIDUAL 42,79 294 0,15
TOTAL 96,84 299
Tabul’ka 5: Analyza rozptylu HTZ populiacie MS

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio P-Value
A:Populacia 1409,05 2 704,53 28,70 0,00
B:Osetrenie 1712,53 1 1712,53 69,77 0,00
AB 175,65 2 87,83 3,58 0,03

RESIDUAL 7216,13 294 24,54
TOTAL 10513,40 299
Tabul’ka 6: Najmensie $tvorce AUDPC pre FHB populicie MS na 95% hladine vyznamnosti
Level Count Mean Stnd.Error Lower Limit{ Upper Limit
GRAND MEAN 300 45,63
Populacia
1 100 39,07 6,17 26,94 51,21
2 100 58,28 6,17 46,14 70,41
3 100 39,55 6,17 27,41 51,69
Osetrenie
1 150 45,63 5,04 35,72 55,54
2 150 45,63 5,04 35,72 55,54
Populacia by OSetrenie
1 1 50 39,07 8,72 21,91 56,24
1 2 50 39,07 8,72 21,91 56,24
2 1 50 58,28 8,72 41,11 75,44
2 2 50 58,28 8,72 41,11 75,44
3 1 50 39,55 8,72 22,38 56,72
3 2 50 39,55 8,72 22,38 56,72
Tabul’ka 7: NajmensSie §tvorce AUDPC pre SNB populiacie MS na 95% hladine vyznamnosti
Level Count Mean Stnd.Error | Lower Limit | Upper Limit
GRAND MEAN 300 39,43
Populacia
1 100 25,95 2,38 21,26 30,64
2 100 39,75 2,38 35,06 44,44
3 100 52,58 2,38 47,89 57,27
Osetrenie
1 150 39,43 1,95 35,60 43,25
2 150 39,43 1,95 35,60 43,25
Populacia by Osetrenie
1 1 50 25,95 3,37 19,32 32,58
1 2 50 25,95 3,37 19,32 32,58
2 1 50 39,75 3,37 33,12 46,38
2 2 50 39,75 3,37 33,12 46,38
3 1 50 52,58 3,37 45,94 59,21
3 2 50 52,58 3,37 45,94 59,21
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Tabul’ka 8: NajmensSie §tvorce PZK populicie MS na 95% hladine vyznamnosti

Level Count Mean Stnd.Error Lower Limit | Upper Limit
GRAND MEAN 300 39,51
Populacia
1 100 42,35 0,61 41,15 43,55
2 100 37,52 0,61 36,32 38,72
3 100 38,66 0,61 37,46 39,86
Osetrenie
1 150 45,75 0,50 44,77 46,72
2 150 33,27 0,50 32,29 34,25
Populacia by Osetrenie
1 1 50 45,88 0,86 44,19 47,57
1 2 50 38,82 0,86 37,12 40,51
2 1 50 47,30 0,86 45,61 48,99
2 2 50 27,74 0,86 26,04 29,43
3 1 50 44,06 0,86 42,37 45,75
3 2 50 33,26 0,86 31,57 34,96

Tabul’ka 9: Najmensie §tvorce HZK populacie MS na 95% hladine vyznamnosti

Level Count Mean Stnd.Error Lower Limit [ Upper Limit
GRAND MEAN 300 1,95
Populacia
1 100 1,98 0,04 1,91 2,06
2 100 1,97 0,04 1,89 2,04
3 100 1,91 0,04 1,84 1,99
OSetrenie
1 150 2,36 0,03 2,30 2,42
2 150 1,55 0,03 1,48 1,61
Populacia by Osetrenie
1 1 50 2,27 0,05 2,16 2,37
1 2 50 1,69 0,05 1,59 1,80
2 1 50 2,53 0,05 2,42 2,64
2 2 50 1,41 0,05 1,30 1,51
3 1 50 2,29 0,05 2,18 2,39
3 2 50 1,54 0,05 1,43 1,64

Tabul’ka 10: NajmenSie Stvorce HTZ populicie MS na 95% hladine vyznamnosti

Level Count Mean Stnd. Error Lower Limit | Upper Limit
GRAND MEAN 300 49,18
Populacia
1 100 46,64 0,50 45,66 47,61
2 100 51,93 0,50 50,96 52,91
3 100 48,98 0,50 48,01 49,96
Osetrenie
1 150 51,57 0,40 50,78 52,37
2 150 46,79 0,40 46,00 47,59
Populacia by OSetrenie
1 1 50 49,74 0,70 48,36 51,12
1 2 50 43,53 0,70 42,15 44,91
2 1 50 53,26 0,70 51,88 54,64
2 2 50 50,60 0,70 49,23 51,98
3 1 50 51,72 0,70 50,34 53,10
3 2 50 46,25 0,70 44,87 47,63

Adresa autorov:
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PROBLEMATIKA SLECHTENI CHMELE (Humulus lupulus L.) NA ODOLNOST
K HOUBOVYM CHOROBAM
HOP (Humulus lupulus L.) BREEDING AIMED AT RESISTANCE TO MYCOSIS

Vladimir NESVADBA - Josef PATZAK - Karel KROFTA

Hop breeding aimed at resistance to mycosis seems to be a more difficult process due to the fact that hop (Humulus
lupulus L.) is a dioecious plant. Mother plants selected for crossing are tested on resistance to downy mildew
(Peronoplasmopara humuli) with the help of artificial infections. Saaz, Sladek, Zenith, Nugget, Silnyj or Magnus belong
to the group of tolerant cultivars. On the contrary Target, Vojvodina, Talisman, Galena, Olympic and Hersbrucker Pure
are more sensitive varieties. After crossing progenies are selected with the help of artificial infections by powdery mildew
(Sphaerotheca macularis var. humuli). Nearly sixty percent of resistant plants within a crossing process are possible to
obtain in dependence on parents. Some posterities arte totally destroyed. Model crossings were carried out for
determination of resistance transmission in the both above-mentioned pathogens. Four mother plants Target, Magnum,
Yeoman and Premiant) and four father plants (known under denominations 82/6, 86/4, 87/3 and a degenerated male plant
of Saaz Osvald clone no. 72) were selected. Results show that some progenies having their origin in mothers with higher
susceptibility to mycosis prove higher resistance to these diseases on average.

Key words: hops, Humulus lupulus L., resistance, downy mildew, Peronoplasmopara humuli Miy. et Tak), powdery
mildew, Sphaerotheca humuli Burr., DNA, analyses.

Uvod

Slechténi chmele je vysoce komplikovany proces. V soucasné dobé je §lechténi chmele zaméfeno na
kiizeni vhodnych rodicovskych komponentt. Problematiku slechténi chmele 1ze shrnout do tif bodi: chmel je
dvoudoma rostlina, je vysoce heterozygotni a je nutné nové nadéjné rostliny dlouhodobé¢ testovat. Chmel je
péstovan pro jeho generativni organy, které jsou u samicich rostlin tvofeny chmelovymi hlavkami. Tim sam¢i
rostlina vstupuje do kfizeni jako neznamy opylovac. Z tohoto divodu je nutné samici rostliny testovat, jak
pfenasi pozadované znaky na potomstva. V poslednich letech je Slechténi chmele zaméfeno na odolnost
k vyznamnym houbovym chorobam — peronospora chmelova a padli chmelové. V soucasné dob¢€ jsou tvoreny
metodiky umélych infekci a jejich vyuziti ve Slechtitelském procesu, je testovan rozpracovany Slechtitelsky
material a predevsim je hodnocen vychozi material pro kiizeni, jak ptfendsi odolnost ¢i nachylnost na
potomstva. V poslednim obdobi jsou vyuzivany i metody studia DNA jak u hostitele, tak i patogena.

Jednou znejlepsich moznosti jak vzdorovat zvySenému vyskytu houbovych patogent je vyuZiti
rezistentnich rostlinnych materialti. Na zakladé nejnovéjsich poznatkl bylo téZ zjisténo, Zze mechanismus
rezistence a architektura jednotlivych genti rezistence rostlin k riznym patogeniim jsou velice podobné
(TAKKEN, JOOSTEN, 2000; YOUNG, 2000; PAN et al., 2000). Rezistence rostlin proti riznym patogeniim
je nejvice zaloZena na mechanismu genu proti genu. Specificky gen rezistence (R) rozpoznava patogenni gen
virulence (Avr), ¢imz se rozbiha mechanismus hypersenzitivni reakce (HR — hypersensitive response) vedouci
az k systematické ziskané rezistenci (SAR — systematic acquired resistance) a vyrazné redukci infekce
(TAKKEN, JOOSTEN, 2000). V posledni dobé bylo zjisténo, ze vétSina R geni obsahuje urcité
konzervované oblasti nachazejici se ve velkém poctu v rostlinnych genomech. Jsou to predevsim
nukleotidové vazebné misto (NBS — nucleotide binding site) a doména bohaté na leucinové repetice (LRR —
leucine-rich repeat), v nékterych piipadech jesté Toll/interleukin receptor (TIR) a leucinovy zip (LZ)
(YOUNG, 2000). Tyto genové mechanismy jsou velice podobné i u hmyzu a savci, a lze predpokladat, ze
jsou univerzalni pro v§echny zivé organismy (PAN et al., 2000).

Material a metody

Testace Slechtitelského materialu je provadéna pomoci umélych infekci peronospory chmelové (tercikova
metoda). V Cervnu je proveden odbér listd chmele s povlakem peronospory chmelové. Tyto listy se omyji
destilovanou vodou a ziskana zoosporamgiova suspenze se nastiikuje na listy testovaného materialu. Po 6 az 7
dnech je hodnoceno poskozeni na listech (% plochy poskozeni).

Testace Slechtitelského materidlu na odolnost k padli chmelovému bylo zahdjeno v roce 2005 pomoci
ptirodnich infekei ve sklenikové koji. Infekce jsou uchovany na pivodnim rostlinném materialu (zamrazeno).
Tento material je pouzit pro infikaci nachylnych chmelovych rostlin. Po vytvofeni bilych povlakt jsou
k témto rostlinam pfeneseny semenace jednotlivych potomstev. Po 7 az 10 dnech jsou patrné rostlinky
napadené ¢i nenapadené padlim chmelovym. Do soucasné doby se nepodaiilo uméle uchovat infekce padli
chmelového.

Dalsi metodou hodnoceni odolnosti k peronospotre chmelové a k padli chmelovému je stanoveni poskozeni
chmelovych hlavek (bonitace chmele). Odolnost k peronospote chmelové i k padli chmelovému je hodnoceno
vizualné dle klasifikatoru chmele v 5 tfidach: 1. odolné - bez poskozeni

3. slabé napadené - poSkozeni hlavek do 10 % 5. stiedné napadené - poskozeni hlavek do 30 %

7. siln¢ napadené - poskozeni hlavek do 50 % 9. velmi silné napadené - poskozeni nad 50 %

Zakladem pro Slechténi chmele je stanoveni pfenosu odolnosti na potomstva. Jedna se o dlouhodobou
a predevsim velmi naro¢nou cinnost, ale ziskané vysledky jsou dlouhodobé vyuzivané ve Slechtitelském

57



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

procesu. Pro modelové kiizeni ze kterych se ziskala potomstva F, generace byly vybrany rostliny, které se
odlisovaly v genetickém ptivodu. V genetickych zdrojich chmele ve Chmelaiského institutu s.r.o. Zatec je
témét 330 riznych genotypu, z kterych byly vybrany tyto mateéné rostliny: Target - anglicka odrida, ktera je
charakteristicka stfedni citlivosti k peronospoie chmelové (5. tfida), ale vykazuje odolnosti k padli
chmelovému (1. tfida). Magnum - némecka odriuda, ktera je charakteristicka stiedni citlivosti k peronospoie
chmelové (5. tiida) a vyssi citlivosti k padli chmelovému (7. tfida). Yeoman - anglicka odrida, ktera je
charakteristicka vyssi citlivosti k peronospoie chmelové (7. tfida) a vyssi citlivosti k padli chmelovému (5.
tiida). Premiant - ceska odrida, kterd je charakteristicka stfedni citlivosti k peronospoie chmelové (5. tfida) i
k padli chmelovému (5. tfida) — hodnoceni genetickych zdroji chmele. Sam¢i rostliny byly vybrany ze Skolky
samcti Chmelatského institutu s.r.o. Zatec, kde je zahrnuto témét 110 riiznych genotypti. Opét vybrané saméi
rostliny se odliSuji svym piivodem. Jedna se o tyto samci rostliny, které jsou oznaceny (bohuzel nelze hodnotit
poskozeni hlavek): 82/6 - hybridni genotyp po matecné rostliné odriidy Bor, v ptivodu je zastoupeno 24 %
Zateckého poloraného Eervenidku. 86/4 - hybridni genotyp po mateéné rostling odridy Sladek, v ptivodu je
zastoupeno 33 % Zateckého poloraného &erveiiaku. 87/3 - hybridni genotyp po mateéné rostling odrady
Premiant, v ptivodu je zastoupeno 50 % Zateckého poloraného &ervendku. Kl. 72 - jedna se o saméi rostlinu,
ktera byla nalezena v porostu Osvaldova klonu 72 v produkéni chmelnici ve Smilovicich (doslo ke zvrhnuti
puvodni samiéi rostliny v samci rostlinu). Pro stanoveni pienosu odolnosti ¢i nachylnosti k uvedenym
houbovym chorobam byly vybrané samci a samici rostliny vzajemné kiizeny (dialelni kiizeni). Z kazdého
potomstva bylo hodnoceno minimalné 80 rostlin.

Na zakladé regresniho koeficientu (b), popfipadé korelacniho koeficientu lze stanovit koeficient
heritability (h”) hodnoceného znaku u cizosprasnych rostlin, kam patii i chmel (VEIL, SKUPINOVA, 1997):

- regrese mezi praméry rodiét a jejich potomstvem, h® =b

- regrese mezi jednim z rodi&d a jejich potomstvem, h? = 2b

- korelace mezi sourozenci, h® = 4r.
Chmelova rostlina je dvoudoma a znaky se hodnoti pouze u samicich rostlin, tzn. ze, v potomstvu F; generace
se hodnoti dcery. K vypoctu regrese se pouzivaji pouze priméry matetskych rostlin (samiéi rostliny - P;) ve
vztahu primérnych hodnot dcer a nikoliv k priméru celého potomstva (dcery a synové). Z tohoto diivodu byl
vypoéet heritability proveden na zakladé vzorce h? = b, ktery uvadi vztah matka a dcera (NESVADBA, 2001).

Vysledky a diskuse
Testovani vychoziho materialu na citlivost k peronospoie chmelové je provadéno i pomoci umélych
infekei (ter¢ikovou metodou). Z dosazenych vysledkt (% poSkozené plochy listu peronosporou chmelovou)
1ze matecné rostliny rozdélit do skupin:
Tolerantni (poskozeno do 10 % plochy listu): Zatecky polorany &ervenak, Sladek, Premiant, Northdown,
Challenger, Zenith, Southern Brewer, Fuggle, Willamette Nugget, Chinook, Atlas, Blisk, Buket, Silnyj, Perle,
Tradition, Magnum.
Citlivé (poskozeno 10 az 40 % plochy listu): Premiant, Agnus, Golding, Bramling Cross, Early Promise,
Columbia, Comet, Bobek, Precoce de Bourgogne, Hallertau, Huller Bitterer, Spaltzer Select, Northern
Brewer, Cascade, Ringwood Special.
Silné citlivé (poskozeno nad 40 % plochy listu): Target, Vojvodina, Talisman, Braustern, Galena, Olympic,
Eroica, Hersbrucker Pure, Whitte Bine, Izabela, Granit, A. Polesja, Stimul, Kumir, Smena, Zaklad, Marynka.
Vroce 2005 byly provedeny infekce padlim chmelovym u potomstev S$lechtitelského materialu.
Z dosazenych vysledkti (Tabulka 1) je patrné, nekterd potomstva vykazuji vysokou citlivost k padli
chmelovému (Agnus x Li.) a naopak potomstva po matec¢né rostliné 4784 vykazuji téméf 60 % odolnych
jedincu.

Tabulka 1: Podil odolnych a napadenych rostlin padlim chmelovym u jednotlivych potomstev

Kiizeni (2 x &) | Agnusx Li 4709 x 99 4715 x OP | Taurus x Sm | Zenithx OP | 4784 x OP
Odolné 0 4 15 15 12 52
Slabé napadené 0 25 24 56 11 23
Napadené 102 37 137 98 44 12

% odolnych 0 6,1 8,5 8,9 17,9 59,8

Potomstva odridy Target vykazuji nejvyssi odolnost k peronospore chmelové (3,39 bodi — slabé
napadeni), ale soucasné vykazuji i nejvyssi variabilitu (Vk = 66,49 %), jak je patrné z tabulky 2. Stfedni
napadeni vykazuji potomstva odrid Premiant (5,26 bodii) a Magnum (5,79 bodi). Nejvyssi napadeni
chmelovych hlavek vykazuji potomstva odridy Yeoman. Potomstva odrid Magnum, Yeoman a Premiant
vykazuji nizkou diferenci ve variabilit¢ znaku a to od 35,78 % (Magnum) do 38,02 % (Yeoman). Samci
rostliny vykazuji niz$i rozdil primérnych bodd. Potomstva sam¢i rostliny 87/3 dosahla nejvyssi pramérné
hodnoty 5,71 bodil a naopak potomstva samci rostliny 82/6 vykazuji 4,91 bodi.
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Tabulka 2: Primér bodového hodnoceni odolnosti k peronospoie chmelové u potomstev F; generace
dle rodic¢ua

Q| Target Magnum | Yeoman | Premiant X s Vk Potadi
) (%) priméri
82/6 3,15 4,65 7,57 4,28 4,91 2,418 49,25 1
86/4 1,80 5,64 6,86 5,42 4,93 2,710 55,02 2
87/3 4,04 6,86 6,18 5,77 5,71 2,128 37,26 4
Kl. 72 4,53 6,00 4,44 5,64 5,16 2,330 45,15 3
X 3,39 5,79 6,27 526 518
s 2,254 2,070 2,384 1,934 2,425
Vk (%) 66,49 35,78 38,02 36,70 46,85
Poradi 1 3 4 2

Prikaznost rozdilu primérné odolnosti k peronospofe chmelové mezi jednotlivymi potomstvy byla
stanovena t-testem. S 99 % pravdépodobnosti potomstva testovanych samicich rostlin vykazuji odolnost.
U potomstev hodnocenych dle samcich rostlin, vykazuji pouze potomstva samci rostliny 87/3 s 99 %
prikaznosti vyssi nachylnost k peronospoie chmelové nez potomstva ostatnich saméich rostlin.

V prvni filidlni generaci potomstva odriidy Target vykazuji nejvyssi odolnost k padli chmelovému
(3,95 bodti — slabé napadenti), ale vykazuji nejvyssi variabilitu (Vk = 57,64 %). Z tabulky 3 je dale patrné, ze
témef shodné primérné bodové hodnoceni (véetné variability) vykazuji potomstva odrid Premiant a
Magnum. Potomstva odridy Yeoman a samci rostliny 87/3 maji nejvyssi bodové hodnoceni (nejvyssi

v

diferenci mezi priméry.

Tabulka 3: Primér bodového hodnoceni odolnosti k padli chmelovému u potomstev F; generace dle
rodici

Q/3 Target Magnum | Yeoman | Premiant x s Vk Poradi
(%) priméra
82/6 3,92 4,65 6,90 4,44 4,97 2,276 45,85 1
86/4 2,20 5,71 6,43 5,25 4,89 2,548 52,15 2
87/3 4,48 6,14 6,41 6,38 5,85 1,862 31,83 4
Kl. 72 5,24 4,92 4,67 5,64 5,13 2,364 46,13 3
X 3,95 5,35 5,60 5,42 5,08
s 2,274 2,089 1,712 2,028 2,139
Vk (%) 57,64 39,07 30,66 37,42 42,13
Potadi 1 2 4 3

Prtikaznost rozdilu primérné odolnosti k padli chmelovému mezi jednotlivymi potomstvy byla stanovena
t-testem. S 99 % pravdépodobnosti potomstva odrudy Target vykazuji vyssi odolnost nez potomstva ostatnich
odrid. Potomstva odridy Magnum vykazuji s 90 % pravdépodobnosti vyssi odolnost nez potomstva odridy
Yeoman. Mezi ostatnimi potomstvy nebyla stanovena prukaznost rozdilu. U potomstev hodnocenych dle
samcich rostlin, vykazuji pouze potomstva samci rostliny 87/3 s 99 % prikaznosti vyssi nachylnost k padli
chmelovému nez potomstva ostatnich saméich rostlin.

Na zékladé dosazenych vysledkii byla vypoctena heritabilita u odolnosti k peronospofe chmelové
(h* = 0,64) a u odolnosti k padli chmelovému (h* = 0,42). Dosazené vysledky charakterizujici heritabilitu je
nutné chapat jako dil¢i, protoze byla vypoctena z omezeného poctu jedinci. Presto 1ze dosazenou heritabilitu
u odolnosti charakterizovat jako vy$§i neZ napt. u dalSich znakéi — hustota nasazeni pazochii (h* = 0,29)
a hustota nasazeni hlavek (h* = 0,13) — dle vypoéti (NESVADBA, 2001).

Jelikoz slechtitelsky proces je velice zdlouhavy a selekce velice obtizna, proto jsme zacali studovat
moznosti vyuziti molekularnich metod. V molekularné biologickych analyzach jsme vychazeli z vysSe
uvedenych predpokladii, kdyz na zakladé téchto sekvenci bylo pripraveno 6 PCR primerd, které byly vyuzity
v kombinaci z AFLP k hledani asociovanych oblasti genti rezistence a jejich homologti podle HAYES a
SAGHAI MAROQOF (2000). V téchto experimentech byla provedena detekce polymorfismu DNA na zakladé
segregacni analyzy F1 populaci (BSA —bulk segregant analysis) kiizeni rezistentnich genotypt se senzitivnimi
genotypy chmele. Z prvnich experimenti bylo patrné, ze bude mozné nalézt amplifikované reproducibilni
polymorfni produkty z dobrou korelaci zrezistenci k padli chmelovému. Siln€ korelujici markery gent
rezistence ¢i asociovanych oblasti budou dale sekvenovany a jejich sekvence porovnany s dostupnymi
genovymi bankami na sekvenéni podobnost sjinymi geny rezistence pomoci analyzaénich softward.
Z pouzitych molekularné-genetickych markert bude vypracovan systém selekce podle genetickych markert
(MAS), jez vyrazné zefektivni Slechtitelsky proces. Dalsim faktorem jez vyznamné ovliviiuje samotnou
rezistenci rostliny vac¢i patogenovi, je samotny patogen. Populace rostlinnych druh jsou v lokalitich
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v kontaktu s pfirozenymi patogeny, kde mize pokraovat vyvoj patogena (vznik novych virulentnich ras) a
dochazi tak k vzajemné evoluci plodin (rekombinace gent k virulenci ras) s patogeny (Woods, 1987).
V zahranici se jiz podafilo stanovit jednotlivé rasy padli chmelového - v Némecku 7 ras, ve Francii 1 rasa,
v Anglii 3 rasy a v USA 2 rasy (SEIGNER et al., 2001). V Ceské republice nebyla problematika identifikace
jednotlivych houbovych patogent, jejich ras a isolatt dfive studovana. Vyuziti molekularné biologickych
technik je novou a vysoce efektivni metodou v determinaci jednotlivych patogenli, umozinujici nejenom
detekci jednotlivych druhii patogenu (HATSCH et al.,, 2002; REITHMULLER et al.,, 2002; SAENZ ,
TAYLOR, 1999), ale i jednotlivych ras a izolati (PAAVANEN-HUHTALA et al., 1999; 2000; REHMANY
et al.,, 2000). Soucasné se zabyvame studiem DNA patogena V naSich experimentech se nam podafilo
charakterizovat sekvenci tDNA padli chmelového Podosphaera humuli (AF448224) a odvotit univerzalni a
specifické PCR primery pro rychlou detekci a determinaci jednotlivych houbovych patogenti. Pomoci
restrikéni analyzy PCR produkti (CAPS) se podatilo odlisit jednotlivé isolaty patogena z Ceské a Slovenské
republiky. V budoucnu se chceme vénovat podrobnéjsimu studiu jednotlivych ras a izolati padli v CR.

Zavér

Z dosazenych vysledkli je patrnd vysoka narocnost na Slechténi chmele na odolnost. Zakladem pro
Slechténi chmele je ziskat rodi¢ovské komponenty, po kterych se budou ziskavat odolné nadéjné genotypy.
I kdyz sledovani pfenosu odolnosti na potomstva je velmi naro¢né, jsou piesto dosazené vysledky zakladem
pro Slechténi chmele na odolnost. Déle je nutné pro Slechténi chmele vytvorit a maximalné vyuzivat umélé
infekce pro selekci ziskaného Slechtitelského materidlu.
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POROVNANI VYBRANYCH KLONU JABLONi VYSLECHTENYCH NA
REZISTENCI VUCI VENTURIA INAEQUALIS (CKE.) WINT., PUVODCI
STRUPOVITOSTI JABLONE
THE COMPARISON OF THE SELECTED APPLE TREE CLONES BRED FOR
RESISTANCE TO VENTURIA INAEQUALIS (CKE.) WINT., THE CAUSAL
AGENT OF APPLE SCAB

Stanislav BOCEK

During the period 2002-2004 we assessed the collection of 19 apple tree clones originating from Research and
Breeding Institute of Pomology Holovousy Ltd. The experimental plot was established in Brno (altitude 223 m, mean
temperature 8.7 °C, mean precipitation 490 mm) in spring in 1999. The trained tree form was spindle-like scrub,
spacing 2.2 x 0.6 m. We tested the level of resistance to Venturia inaequalis (Cke.) Wint. under the provocative
conditions made by increased infectious pressure of the pathogen. We also observed the incidence of other fungal
diseases (powdery mildew, brown rot) and physiological disorders (bitter pit) and we evaluated the properties
of generative growth (yield, fruit weight). Out of the overall 19 clones we assessed the clones HL 783, HL 820, HL 1112
(Vf gene from Malus floribunda 821 progenitor) and HL 665 (Va gene or VA gene from the variety ‘Antonovka’) to be
fully resistant to Venturia inaequalis (Cke.) Wint.. Out of the 13 clones with unknown polygenic factors of resistance the
clones HL 121 and HL 1004 expressed the highest degree of resistance. Statistically positive correlation was found
between the foliar and fruit scab severity, the relation was different among the clones, some discrepancies between
foliar and fruit scab severity were found. The clones HL 130, HL 135 and HL 137 manifested very low scab severity in

comparison to disease severity on leaves. The clone HL 121 showed high level of resistance to apple scab, powdery
mildew and brown rot. The variety 'Produkta’ and the clones HL 130, HL 1711 and HL 121 reached the highest yields.
Key words: Venturia inaequalis, apple scab, powdery mildew, brown rot, bitter pit, yield, fruit weight

Uvod

Jednou z efektivnich cest, jak ve vysadbach jabloni omezit §kody plisobené houbou Venturia inaequalis
(Cke. Wint., je péstovani rezistentnich odrid. VétSina odrid vySlechténych na rezistenci k Venturia
inaequalis (Cke.) Wint. ziskala tuto rezistenci ze selekci odvozenych zklonu Malus floribunda 821
(monogenni zaklad — gen V). Existence fyziologickych ras 6 a 7 houby Venturia inaequalis (Cke.) Wint.,
které tuto rezistenci prekonavaji (PARISI et al., 1993; ROBERTS, CRUTE, 1994) piiméla Slechtitele
k hledani alternativnich zdroji rezistence a k jejich vzajemnému kombinovani, s cilem trvanlivost rezistence
zvysit (SANSAVINI et al., 2002). Soucasné je snahou v novych odridach sloucit rezistenci i k dal$im
houbovym nebo bakteridlnim chorobam, ptipadné zivoc¢isnym sktdctim (FISCHER, 2000). Ve Vyzkumném
a Slechtitelském tstavu ovocnarském v Holovousich s.r.o. zafazuji do programu rezistentniho Slechténi také
zdroje, u kterych se predpoklada polygenni zaklad dédi¢nosti (BLAZEK, PAPRSTEIN, 1997). Od roku
1995 probihda v ramci spoluprace s Mendelovou zemédélskou a lesnickou univerzitou v Brné hodnoceni
vybranych perspektivnich klont na Ustavu $lechténi a mnoZeni zahradnickych rostlin Zahradnické fakulty
v Lednici. V podminkach jizni Moravy je u materialu testovan nejen stupen rezistence k Venturia inaequalis
(Cke.) Wint. a k dalsim houbovym patogeniim, ale soucasn¢ jsou sledovany vyznamné hospodarské znaky a
vlastnosti, jako je riist, plodnost a kvalita ploda (BOCEK, REZNICEK, 2005). Cilem této studie je
prezentovat nékteré vysledky hodnoceni kolekce zalozené v roce 1999 na pokusné plose v Brné.

Material a metody

Pokus byl zalozZen v aredlu Mendelovy zemédélské a lesnické univerzity v Brn€. Lokalita se nachazi v
nadmofiské vys$ce 223 m n. m., primérna ro¢ni teplota v dlouhodobém normalu ¢ini 8,7 °C, pramérny ro¢ni
uhrn srazek 490 mm. Pozemek se nachazi na roving, ptidnim typem je antrozem humoézni.

Material byl doddan VSUO Holovousy s.r.o. ve form& roubi. Piehled je uveden v tabulce 1. Po
naroubovani metodou anglické kopulace na podnoz J-OH-A byly sazenice vypéstovany v kontejnerech o
objemu 5 1 ve vegetacni kleci klasickym dvouletym zptisobem. Na jaie roku 1999 byly stromky (dvouleté
vypéstky s korunkou) vysazeny po tiech kusech od kazdého klonu na pokusny pozemek v arealu MZLU v
Brné. Jako kontrolni odrtida byla pouzita odriida “Golden Delicious’. Stromky byly vysazeny do sponu 2,2 x
0,6 m, kazdy k individualni opore. Mezifadi byla zatravnéna, ptikmenné pasy o Siice 0,8 m byly udrzovany
v bezplevelném stavu okopavkou. Zavlaha byla realizovéna systémem kapkové zavlahy Nadir. Stromky
byly zapéstovany jako vietenovity zdkrsek, provadén byl pouze zimni fez, probirka plodid nebyla
uplatiiovéana.

Hnojeni bylo provadéno 2 x ro¢né (pfi raseni a po ¢ervnovém propadu) viceslozkovym hnojivem Cererit
vdavee 35 gm™ individualng ke kazdému stromku, potatkem Cervence a pocatkem srpna aplikaci
kapalného hnojiva Wuxal Kalcium (0,3 %) formou postiiku. Ve vysadbé nebyla provadéna zadna fungicidni
osetfeni. Ochrana vici zivo€iSnym Skidctim byla provadéna na zakladé signalizace jejich vyskytu podle
platnych metodik Statni rostlinolékatské spravy Ceské republiky.
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Testovani klonl na rezistenci k Venturia inaequalis (Cke.) Wint. probihalo v provokacnich podminkach
zvySeného infekéniho tlaku patogena v letech 2002-2004. Infekéni tlak byl zvySovan rozmisténim silné
napadenych listi nachylnych odrad (na podzim roku 2001 a 2002 listy odrid "Golden Delicious’,
"Jonathan’, "Sampion’, 'Idared” ziskané z pokusnych parcel UKZUZ Lysice, vroce 2003 pouze listi
sledovanych klontt) pod koruny stromkd.

Na jafe roku 2004 byly na pokusné lokality umistény kontejnerované rostliny diferenciacnich odrud
(genotypl) k fyziologickym rasam ¢. 1 — 7 Venturia inaequalis (Cke.) Wint. Jednalo se o genotypy,
respektive odridy "Golden Delicious’, ‘Granny Smith” (rasa 1), "Dolgo’, D4811, D2250 (rasa 2), ‘Geneva’
(rasa 3), D2249 (rasa 4), D2225, 9AR2T128, OR45T132 (rasa 5), 'Prima’ (rasa 6), 'Priscilla’, Malus
floribunda 821 (rasa 7). Material v podobé& roubovancti dodal VSUO Holovousy s.r.0..

Tabulka 1: Prehled kloni, jejich rodicovské komponenty, zaloZeni rezistence uvedené Slechtitelem a
rok kiiZeni

Klon Puvod Zdroj Rok
(odruda) Matka Otoc . Z({gsi:;lr)lce kiizeni
HL 67/83 | Sampion HL 2x57 (Oldenburgovo x polygenni | 1978

Mclntosh)
HL 121 Zvonkové Nabella polygenni | 1978
HL 130 Lord Lambourne Spartan polygenni | 1971
HL 135 Lord Lambourne Spartan polygenni | 1971
HL 137 Lord Lambourne Spartan polygenni | 1971
HL 141 Starkrimson Delicious James Grieve polygenni | 1971
HL 158 Clivia Rubin polygenni | 1977
HL 166A | Clivia Rubin polygenni | 1977
HL 166B | Clivia Rubin polygenni | 1977
HL 186A | Jonadel Rubin polygenni | 1977
HL 547A | Quinte Mio polygenni | 1977
HL 665 Spartan HL A28/39 (Antonovka v.s.) VA 1977
HL 783 Rubin Priscilla 144 1980
HL 820 NJ 55 Coop 17 Vf 1973
HL 1004 | Goldenspur Zvonkové polygenni | 1977
HL 1112 | Purdue 1083-206 Purdue 1947-108 Vf 1973
A 4 (Hedvabné pozdekveté
HL 1196 X sza{Zkogtoepia Eréi(f\?sliie) - Trent d 1975
HL 1711 | Idared Discovery polygenni | 1980
Produkta | HL A28/39 (Antonovka v.s.) Goldspur VA 1974

Vyskyt strupovitosti jabloné na listech byl kazdoro¢né hodnocen devitibodovou stupnici (Paprstein, Blazek,
Lansky, 1999), vyskyt padli jablon¢ na listech a vyhonech devitibodovou stupnici (Blazek, 1999), kde
predstavuje rezistentni reakci (bodova reakce— “pin—point pits“ nebo chlorotické 1éze bez sporulace
patogena). Hodnoceni napadeni diferenciacnich genotypt fyziologickych ras Venturia inaequalis (Cke.)
Wint. bylo provedeno dle upravené stupnice Chevalier, Lespinasse, Renaudin (1991).

Dale byl zjistovan vynos na | strom (kg) a primérna hmotnost 1 plodu (g). Intenzita vyskytu strupovitosti
jablon& na plodech byla vyjadiena jako plocha 1ézi na 1 plodu (mm?) podle vzorce:

Ss=YS; (mm®) Si=mnd’/4 (mm?)
i=1

kde n....pocetlézi (ks),

d;.... pramér 1éze (mm),

Si.... plocha 1 1éze (mm®) — byl uvazovan tvar kruhu

S.... celkové plocha 1ézi na plodu (mm?)
U plodi byl hodnocen vyskyt moniliové hniloby plodi (Cetnost napadenych plodd — %), fyziologické
skvrnitosti plodt (devitibodova stupnice, kde 9 — bez vyskytu choroby, 1 — maximalni vyskyt).
Meétené hodnoty byly statisticky zpracovany analyzou rozptylu v pocitacovém programu Unistat 5.1.,
nasledné testovani bylo provedeno Tuckey HSD testem (P=0,05). Srovnani vyskytu strupovitosti jablon¢ na
listech a plodech a vztah mezi vyskytem strupovitosti jabloné na listech a padlim jablong bylo provedeno na
zaklade korelacnich koeficientli (program Microsoft Excel).
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Vysledky a diskuse

Béhem tii let sledovani vyskytu strupovitosti jabloné na listech a plodech byla zjisténa {iplna rezistence
(bez ptiznakii choroby v podob¢ sporulujicich 1ézi) u klontt HL 783, HL 820 a HL 1112, u kterych $lechtitel
predpokladal gen rezistence Vf, a také u klonu HL 665. Na zakladé fenotypového projevu nelze urcit, zda je
rezistence u klonu HL 665 podminéna polygennim zékladem — gen VA, ktery zminuje napt. Fischer (2000)
nebo monogennim (Va), ktery byl zjistén v selekci "Antonovka” PI 172623 (WILLIAMS, KUC, 1969).
Obdobna situace je u odridy "Produkta’, u které byl ovSem slaby vyskyt strupovitosti jablon¢ zaznamenan
(tabulka 2).

Silny vyskyt strupovitosti jabloné na listech i plodech byl zaznamenan u klonu HL 1196, u kterého byl
predpokladan gen rezistence Vf. Diferenciacni genotypy a indikatory fyziologickych ras Venturia inaequalis
(Cke.) Wint. neprokazaly v pokusné vysadbé pritomnost fyziologickych ras 6 a 7, proto miize byt nachylnost
nami sledovaného klonu pod ozna¢enim HL 1196 vysvétlena zaménnou rostlinného materidlu (BOCEK,
REZNICEK, 2005). BLAZEK a PAPRSTEIN (1997) hodnotili HL 1196 v Holovousich jako zcela
rezistentni (stupen 9).

Mezi intenzitou vyskytu strupovitosti jablon¢ na listech a plodech byla zjisténa statisticky vysoce
vyznamna pozitivni korelace (r = 0,794**, P=0,01, df=18). V ramci jednotlivych klond byly ov§em rozdily.
Klony HL 67/87 a HL 186A se vyznacovaly vyssi citlivosti a klony HL 130, HL 135 a HL 137 naopak vyssi
odolnosti plodl, nez by odpovidalo danému vyskytu choroby na listech. Tato skute¢nost by mohla ukazovat
na urCit¢ omezeni umeélych infekénich testd v ranych fazich selekéniho cyklu, kdy dochézi k eliminaci
nachylnych jedinct na zdklad¢ symptomd choroby u semenacti ve fazi 2-3 pravych listi. Tento rutinni
postup je ve Slechténi bézn¢ vyuzivan (KEMP et al., 2004)

Tabulka 2: Primérné hodnoty vyskytu strupovitosti jabloné, padli jabloné, moniliové hniloby plodi,
fyziologické skvrnitosti plodi, vynosi a hmotnosti plodu z let 2002-2004

Str.uPOVItVOSt Padli Moniliova | Fyziologicka , Hmotnost

Klon - abloné jabloné hniloba skvrnitost Vynos plodu

listy plody

(%b) (mm’) (9b) (%) (9b) (kg) (g)
HL 67/83 | 63 |22,19 |ab | 7,7 5,1 |abc 889 | b 3,37 |abc 172,5 | de
HL 121 7.3 0,04 |a 7,0 32 |a 898 | b 6,58 | bed | 181,9 | def
HL 130 5,0 536 |a 6,3 42 |ab 893 | b 830 | cd | 1738 | de
HL 135 6,3 | 052 |a 6,0 12,5 |abed | 8,75 | b 5,00 |abed | 200,9 fg
HL 137 63 | 017 |a 6,7 11,8 |abcd | 845 |a 522 |abed | 205,0 g
HL 141 57 |13.84 |a 7,0 19.4 d | 877 | b 5,08 |abed | 1663 | d
HL 158 6,3 | 458 |a 4,0 56 |abed | 898 | b 528 | bed | 189,3 efg
HL166A | 50 | 2268 |ab | 7,7 18,2 cd 899 | b 4,97 |abed | 1424 | ¢
HL166B | 60 | 1544 |ab | 6,0 12,5 |abed | 898 | b 3,30 | abc 116,6 | b
HL 186A | 67 | 1582 |ab | 3,7 10,0 |abed | 9,00 | b 527 | bed | 237,0 h
HL547A | 47 13995 | b | 57 4,6 |abc 899 | b 4,13 |abc 94,6 |a
HL 665 8,7 0,00 |a 43 10,2 |abed | 881 | b 4,13 |abc 1410 | ¢
HL 783 9.0 | 0,00 |a 5,0 55,6 e 900 | b 0,08 |a 82,8 |a
HL 820 9.0 | 0,00 |a 2,0 4,8 |abc 9,00 | b 5,07 |abed 99.2 |ab
HL 1004 | 70 0,26 |a 6,0 55 |abed | 893 | b 5,85 | bed 90,6 |a
HL 1112 190 | 0,00 |a 6,0 6,6 |abecd | 9,00 | b 6,10 | bed | 191,3 efg
HL 1196 172,1

2.3 4 d| 4,0 17,1 | bed | 9,00 | b 1,79 |ab 230,3 h
HL 1711 | 57 | 1584 |ab | 4,0 149 |abed | 897 | b 723 | cd | 1648 | d
Produkta | 77 | 043 |a 6,0 9,7 |abed | 898 | b | 10,04 d | 1724 | de
Kontrola 108,4

1,7 7 C 5,7 9,7 abcd 8,97 b 3,67 |abc 138,6 | ¢

Vysv.: Rozdilna pismena mezi fadky znaci statisticky vyznamny rozdil (P=0,05, Tuckey HSD test) mezi klony.

Zadny ze sledovanych kloni nebyl zcela rezistentni k houb& Podosphaera leucotricha. Nejvyssim
stupném odolnosti se vyznacovaly klony HL 67/83, HL 166A, HL 121 a HL 141 (tabulka 2).

V daném souboru klont byla vyssi odolnost k strupovitosti jablon¢ korelovana s nizsi odolnosti k padli
jablong, tato korelace vSak byla velmi slab4, statisticky nevyznamna (r = -0,168, P=0,05, df=18).

v

vyskyt moniliové hniloby plodt byl zaznamenan u klond HL 121, HL 130, HL 547A a HL 820 (mén€ nez 5
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% plodt). Nejvyssi citlivosti k fyziologické skvrnitosti plodii se vyznacoval klon HL 137, ktery se od
ostatnich statisticky vyznamné lisil (tabulka 2). Zcela bez poskozeni zistaly plody klont HL 783, HL 820,
HL 1112 aHL 1196.

Ve sledovaném souboru klont byly zjistény statisticky vyznamné rozdily ve vysi vynost a praimérné
hmotnosti plodu (tabulka 2). Nejvyssi primérny vynos za sledované obdobi dosdhla odrida "Produkta’
(10,04 kg), nasledovaly klony HL 130 (8,3 kg), HL 1711 (7,23 kg) a HL 121 (6,58 kg). Velmi nizkou
plodnost mély klony HL 783 (0,08 kg) a HL 1196 (1,79 kg). Klon HL 1196 se spolu s klonem HL 186
vyznacoval velmi velkymi plody (230,3 g, respektive 237,0 g). Plody s primérnou hmotnosti vyssi nez 200
g mély klony HL 186A, HL 1196, HL 135 a HL 137, naopak plody o primérné hmotnosti nizs$i nez 100 g
mély klony HL 547A (letni dozrévéni), HL 783, HL 820 a HL 1004. U klonu HL 820 byl zaznamenan
vysoky sklon k periodicité plodnosti.

Zavér

Z celkového poctu 19 hodnocenych klonti, respektive odriid, vykazaly uplnou rezistenci k Venturia
inaequalis (Cke.) Wint. klony HL. 783, HL 820 a HL 1112, nesouci pravdépodobn¢ gen rezistence V7, a klon
HL 665, u kterého je rezistence zaloZena na genu Va nebo VA zodridy "Antonovka’. Zadny klon s
predpokladanym nezndmym polygennim zakladem rezistence se neukazal byt zcela rezistentni k Venturia
inaequalis (Cke.) Wint.. Mezi perspektivni z této skupiny patfily klony HL 121 a HL 1004 vykazujici
vysokou odolnost listii i ploda a také klony HL 130, HL 135 a HL 137, které vykazaly zna¢nou odolnost
plodi. Tyto klony ptedstavuji cenny alternativni zdroj rezistence. Klon HL 121 vykazal pii soucasné vysoké
pravidelné plodnosti a idealni primérné hmotnosti plodi i vysoky stupeni odolnosti k padli jabloné a
moniliové hnilobé plodii. Tento klon se miize stat zajimavym zdrojem mnohonasobné rezistence. Z hlediska
plodnosti vynikla odriida "Produkta” a klony HL 130, HL 1711 a HL 121.
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VYUZITIE METODY RAPD PRI STUDIU EVOLUCIE PSENICE DVOJZRNOVEJ
[Triticum turgidum sbsp. dicoccum (Schrank)]
APPLICATION OF RAPD METHOD IN THE STUDY OF EMMER WHEAT
[Triticum turgidum sbsp. dicoccum (Schrank)] EVOLUTION

Peter CIVAN — Miroslav SVEC — Katarina MIKULOVA — Toma$ KUCHTA — Peter
SIEKEL

Emmer wheat [Triticum turgidum sbsp. dicoccum (Schrank)] is among the most ancient cereal crops of the Old World's
agriculture. T. dicoccum is tetraploid, hulled and non-shattering wheat with a genome constitution AABB. Nowadays, the
cultivation of emmer is restricted to only few marginal areas, it is a relic crop sporadically grown in some parts of Europe,
Asia and Africa. In the present study RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) molecular marker technique was used in
an attempt to determine genetic diversity levels, phylogenetic relationships and evolutionary divergence of a set of T.
dicoccum accessions originated from several countries of their traditional cultivation. The study demonstrated that RAPD
analysis can be used for estimating phylogenetic relationships among different T. dicoccum accessions and surveying their
genetic diversity levels. Our results have proved clear taxonomic identity of Slovakian emmers in convar. serbicum. In cluster
analysis the European material was clearly separated in two main clusters that roughly shadow two major neolithic farming
routes into Europe, one along the Mediterranean and Atlantic coasts and the other through the river valleys of central
Europe.

Key words: emmer wheat, Triticum turgidum sbsp. dicoccum (Schrank), RAPD, genetic diversity, spread of agriculture

Uvod

Tetraploidna pSenica dvojzrnova [Triticum turgidum sbsp. dicoccum (Schrank)] sa radi medzi tzv. plevnaté
pSenice, ktoré v minulosti patrili k zédkladnym polnohospodarskym plodindm, no v stiCasnosti je ich reliktné
pestovanie v Europe obmedzené len na niekol'ko polnohospodarsky okrajovych regionov. 7. dicoccum bola
prvou polnohospodarskou plodinou domestikovanou v neolite v juhovychodnej casti dneSného Turecka
(OZKAN a kol., 2002), ainiciovala tak prechod Tudskej spolo¢nosti zlovecko-zberaéského na usadly,
pol'nohospodarsky sposob zivota. Doésledkom tejto zmeny bol fenomén neolitickej revolucie a nasledné
migraéné viny obyvatel'stva, ktoré postupne osidlovali uzemia v Eurépe, Afrike a Azii, nesic so sebou
myslienku pol'nohospodarstva spolu s pSenicou dvojzrnovou a dal§imi plodinami. 7. dicoccum je zéaroven ako
donor AABB gendémov predkom pokrocilych foriem pSenic (Triticum aestivum L.) (NESBITT a SAMUEL,
1996) a patri teda medzi ich primarne genetické zdroje.

Cielom tejto prace bolo diferencovat’ stibor genotypov 7. dicoccum (pochadzajicich z réznych krajin ich
tradi¢ného pestovania) na zaklade DNA polymorfizmov, stanovit' hodnoty genetickej diverzity a tym odhalit’
fylogenetické vztahy medzi jednotlivymi genotypmi pSenice dvojzrnovej. Zvlastnu pozornost sme venovali
slovenskym zastupcom 7. dicoccum a ich taxonomickej prislusnosti. Na tieto ucely sme zvolili metodu RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA), ktora bola uspesne pouZita na stanovenie genetickej diverzity divych
populécii 7. dicoccoides (FAHIMA a kol., 1999).

Metdéda RAPD (WILLIAMS a kol., 1990) je zalozena na polymerdzovej retazovej reakcii, pricom vyuziva
kratke, iba 9-10 nukleotidové primery, ktorych sekvencia nie je odvodend od ziadnej znamej DNA sekvencie
skamaného genému. V jednej reakcii je pouzity len jeden primer, ktory pri anelacnej teplote znizenej az na
36°C nasada na nezname lokusy v kddujucich aj nekodujicich regionoch a v pripade, Ze dva primery nasadni na
templatovii molekulu DNA v amplifikovatelnej vzdialenosti, tvoria sa anonymné produkty roznych dizok.
Variabilita medzi jedincami v RAPD profiloch je vacsinou dosledkom substiticii alebo inzercii/delécii, ktoré
modifikuju alebo eliminuju miesto pre hybridizaciu primeru. Dalsim zdrojom polymorfizmov mézu byt inzercie,
ktoré posunu miesta pre primery do vzdialenosti, ktord uz nie je amplifikovatel'na, alebo tiez inzercie/delécie,
ktoré zmenia dizku DNA segmentu bez obmedzenia jeho amplifikicie (WILLIAMS a kol., 1990). Vo vé&sine
pripadov st RAPD markery dominantné, tzn. fragment je bud pritomny (u dominantnych homozygotov
a heterozygotov), alebo nie je pritomny (u recesivnych homozygotov), heterozygotny stav teda nie je odlisitelny.

Material a metédy

V tabulke 1 su uvedené vybrané genotypy 7. dicoccum, ktoré boli podrobené RAPD analyzam. Z 5 — 10
diiovych, v tme rasticich klickov sme izolovali celkovi DNA pouzitim CTAB extrak¢nej metoédy podla
DOYLE and DOYLE (1990) s malymi modifikaciami.

Optimalizovana RAPD-PCR reak¢na zmes (25 pl) pozostavala z 10 ng templatovej DNA, 1x PCR pufru
(Qiagen), 25 mmol. I MgCl, (Qiagen), 100 ng 10-nukleotidového primeru (OPA-3, OPA-12, OPA-19, OPA-20
a OPF-15, Operon Biotechnologies), 0,4 mmol.I"" dNTP Mix (Fermentas) a 1,0 U Taq polymerazy (Hot Star,
Qiagen). PCR program pozostaval z 15 min tivodnej denaturacie pri 95°C, 45 cyklov (1 min denaturécia pri
94°C, 2 min annealing pri 37°C, 2 min polymerizacia pri 72°C) a 8 min zaverecnej polymerizacie pri 72°C.
Reakcie boli prevedené v termocykléri Whatman Biometra. 12 pl produktov PCR amplifikacie bolo
separovanych na 1,4% agarézovom géli v elektrolyte TAE 3,5 h pri konstantnom prade 70 V a fragmenty boli
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detekované etidium bromidom. V snahe otestovat’ reprodukovatelnost’ vysledkov bola PCR amplifikacia
zopakovana pre kazdy primer a kazdy genotyp minimalne dvakrat.

Vysledky ziskané z elektroforetogramov boli prevedené do binarnej matice. U kazdého genotypu bola
pritomnost’ jednotlivych bandov oznacena ako (1), ich nepritomnost’ ako (0), tzn. boli hodnotené ako lokusy
s dvoma alternativnymi prejavmi. Stupenn genetickej podobnosti resp. evoluénych odlisnosti pre vSetky dvojice
hodnotenych genotypov bol vypocitany v programe DistAFLP pomocou Jaccardovho koeficientu. Pri klastrovej
analyze bola pouzita metéda Neighbour-Joining (SAITOU a NEI, 1987) v programe PHYLIP (FELSENSTEIN,
1999-2000). Vystupné data boli v programe TreeView (PAGE, 2000) prevedené na kladogramy, fylogramy
a radialne stromy.

Vysledky a diskusia

V porovnani s inymi metédami detekcie polymorfizmov u blizko pribuznych taxénov je prednostou techniky
RAPD relativne nizka cena analyz, rychlost, jednoduchost amalé naroky na laboratérne vybavenie.
Najzavaznejsou nevyhodou tejto metody je slaba reprodukovatelnost’ vysledkov (Jones a kol., 1997), ktord moze
byt ovplyvnena Cistotou templatovej DNA, podmienkami PCR reakcie, typom polymerazy, typom termocykléra
atd. Preto sme uskutoCnili sériu optimalizacnych experimentov v snahe (i) dosiahnut ¢o najvyssiu
reprodukovatelnost’ vysledkov PCR amplifikdcie a stcasne (ii) zachovat vysoky pocet amplifikovanych
fragmentov, ich intenzitu a vzajomnu rozliSiteInost. Testované boli zmeny prakticky pri vSetkych krokoch
RAPD analyzy: (i) spdsob izolacie templatovej DNA, (ii) podmienky PCR (r6zne koncentracie Taq polymerazy,
templatovej DNA, kationov horéika, dNTP a primerov), (iii) pocet cyklov RAPD reakcie a dizka jednotlivych
krokov PCR, (iv) hustota agardézového gélu, vyska elektrického pradu a ¢asovy interval pri elektroforetickej
separacii fragmentov. Optimalizaciou podmienok PCR sme dosiahli uspokojivii reprodukovatelnost RAPD
profilov.

Kazdy z piatich pouzitych primerov amplifikoval useky z niekolkych lokusov u kazdého analyzovaného
genotypu T. dicoccum. Vsetky primery produkovali v skimanom stbore bandy monomorfné i polymorfné (obr.
1). Jednotlivé RAPD primery generovali v celom stibore 7-12 maximalne reprodukovatelnych bandov, resp. 14-
18 bandov s réznou reprodukovatelnostou, intenzitou a ostrostou. PCR produkty varirovali v dizkach od 110 bp
po 2200 bp, pricom produkty s velkost'ou pod 350 bp a nad 2000 bp poskytovali vacsinou slabé bandy s nizSou
reprodukovatelnost'ou. Pouzitim piatich primerov sme ziskali produkty zo 79 RAPD lokusov, z ktorych bolo 45
polymorfnych (56,96%) a 34 monomorfnych (43,04%).

Pri vyhodnoteni vsetkych RAPD lokusov sme ziskali hodnoty genetickych vzdialenosti v rozsahu 0,018 —
0,344 (tab. 2). Najvyssiu geneticki vzdialenost’ sme zistili medzi genotypmi TRI 9754 (India) a CGNO08354
(Izrael), ale podobne vysoké genetické vzdialenosti (0,343) st aj medzi genotypmi CGN10426 (byv. Juhoslavia)
aTRI 17204 (Taliansko) amedzi TRI 11293 (Slovensko) a TRI 17204 (Taliansko). NajnizSie odhalené
genetické vzdialenosti (0,018) boli medzi genotypmi TRI 11283 (Slovensko) a TRI A5100 (byv. Juhoslavia)
amedzi TRI 5329 (Svaj¢iarsko) a CGNO8104 (Izrael). Maximilne a minimalne hodnoty genetickych
vzdialenosti slovenskych dvojzrnick vzhladom k jednotlivym genotypom ukazali, ze slovenské pSenice
dvojzrnové nepatria k typicky eurépskemu materialu a su geneticky blizsie k suprakonvariete asiaticum.

Ziskané dendrogramy (obr. 2) je mozné rozdelit’ na dve Casti, ktoré mdézeme povazovat’ za zakladné klastre.
V prvom klastri nachadzame zastupcu supraconvar. abyssinicum (CGNO7975) z Etiopie spolu s indickou
dvojzrnkou TRI 9754 a zastupcov supraconvar. asiaticum TRI 6158 (Iran), TRI 17023 (Turecko) spolu
s genotypom TRI 445 (USA). V ramci tohto klastra je vzdy pritomny aj podklaster so slovenskymi genotypmi
(TRI 11283, TRI 11293) a dvojzrnkami z byvalej Juhoslavie (TRI A5100, CGN10426), ¢im sa potvrdzuje
jednak prislusnost slovenského materidlu ku konvariete serbicum atiez prisluSnost konvariety serbicum
k supraconvar. asiaticum. Tento klaster, ktory mézeme oznacit’ ako ,,vychodny®, zahfiia dvojzrnky zdiel'ajuce
relativne vzdialenych najbliz§ich spoloénych predkov a tvoriace najstarSie fylogenetické vetvy evoluénych
stromov, preto ich povazujeme za povodnejsie. Z vysledkov je Citatelna nasledovna evolu¢na linia: najskor doslo
k odcleneniu materialu, ktory pretrval na tizemi Iranu, vzapiti sa odclenila d’alsia vetva, ktora pokracovala az do
Etiopie. Z toho istého spolo¢ného predka sa odpajaju genotypy z Turecka a linia, ktora dava zaklad konvariete
serbicum. Druhy klaster, ktory sme oznacili ako ,,zapadny*, zahifia dvojzrnky zo supraconvar. dicoccon, ktoré
predstavujii typicky eurdpsky material [TRI 2883 (Nemecko), TRI 18201 (Franctuzsko), TRI 17700
(Spanielsko), TRI 17204 (Taliansko), TRI 5329 (Svajéiarsko), TRI 11486 (Rakusko), CGN08351 (Nemecko),
CGNO07976 (Nemecko)]. K nim sa vSak pomerne jednozna¢ne priradili aj genotypy z Izraela (CGN08354,
CGNO08104) aKuvajtu (TRI 3432) a do tohto klastra spadd aj marocka dvojzrnka (CGN12281), zastupca
supraconvar. maroccanum. Vo vsSeobecnosti, ,,zdpadny*“ klaster je mladsi, obsahuje genotypy navzajom
pribuznejsie a viac premiesané. Niektoré vzajomné vztahy vSak naznacuji suvislost’ stredomorskych dvojzrniek
z Franctizska, Maroka, Spanielska a Talianska.

Kedze slovenské dvojzrnky majii vzhlad povodnych foriem z Malej Azie a sucasne ich spoloéni predkovia
v ziskanych dendrogramoch su relativne vzdialeni, povazujeme oba slovenské genotypy za povodny material,
ktorého reliktné pestovanie na nasom Uzemi pretrvalo od obdobia neolitu az do druhej polovice minulého
storoCia.
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Zaver

Metdda RAPD je po dokladnej optimalizacii vhodna na $tidium genetickej diverzity tetraploidnych pSenic.
Pozitim malého poctu primerov sa nam podarilo diferencovat’ cely stbor, potvrdit’ taxonomické zaradenie
slovenskych genotypov a odhalit’ vzajomné fylogenetické vztahy v ramei poddruhu dicoccum.

Geneticky zaklad v sucasnosti kultivovanych pSenic je relativne uzky. Dovodom je extenzivny inbreeding
spdsobeny autogamnym rozmnozovanim pSenic, ale tiez pomerne neddavny vznik sucasnych foriem a tzv.
bottleneck efekt, ktorym presli poCas domestikacie. Redukovana diverzita pestovanych pSenic ich robi
nachylnejs$imi k ochoreniam, pesticidom a réznym environmentalnym stresom. (JOSHI a NGUYEN, 1993).
Introgresia novych zelanych vlastnosti z predkov modernych psenic je preto velkym prislubom pre
Slachtitel'stvo, priCom prave pSenica dvojzrnova moze prispiet’ niekolkymi cennymi vlastnostami. Potreba
studia jej genetickej diverzity je zdoraznena aj tym, ze dostupnost’ genetickej variability vo vybranom materidle
je podmienkou pre kazdy slachtitel'sky program zacieleny na zlepSenie produktivity pSenice.
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Tabul’ka 1: Koeficienty genetickych vzdialenosti (Jaccard) pre vSetky dvojice analyzovanych genotypov T. dicoccum pri hodnoteni
vSetkych RAPD lokusov

R

2. 3. 4 5 6 T 8 9. 10. 11. 12. 13. 14. 15. 1le6. 17. 18 19. 20. 21. 22.

. TRI'11293 0.053 0.071 0.036 0.230 0.242 0.213 0.217 0.230 0.246 0.286 0.230 0.302 0.288 0.254 0.169 0.343 0.270 0.254 0.197 0.286 0.266

. TRI 11283 0.0530.018 0.210 0.194 0.222 0.226 0.180 0.197 0.266 0.180 0.281 0.242 0.206 0.119 0.299 0.250 0.234 0.148 0.238 0.219
. CGN 10426 0.036 0.230 0.242 0.242 0.246 0.230 0.217 0.258 0.230 0.302 0.288 0.254 0.169 0.343 0.297 0.281 0.197 0.258 0.266
. TRI A5100 0.197 0.210 0.210 0.213 0.197 0.213 0.254 0.197 0.297 0.258 0.222 0.136 0.313 0.266 0.250 0.164 0.254 0.234
CGN 8351 0.088 0.183 0.186 0.071 0.246 0.200 0.105 0.217 0.148 0.226 0.258 0.210 0.153 0.103 0.254 0.230 0.086
TRI 2883 0.167 0.169 0.088 0.230 0.183 0.088 0.200 0.131 0.180 0.213 0.164 0.103 0.086 0.210 0.153 0.069
CGN 11486 0.0710.183 0.3120.183 0.183 0.200 0.131 0.266 0.213 0.222 0.197 0.150 0.238 0.270 0.164
TRI 18201 0.186 0.290 0.217 0.186 0.203 0.164 0.242 0.217 0.226 0.200 0.153 0.242 0.246 0.167
TRI 3432 0.246 0.230 0.105 0.186 0.148 0.226 0.230 0.210 0.183 0.136 0.254 0.200 0.119
TRI 9754 0.302 0.246 0.344 0.303 0.153 0.186 0.333 0.258 0.270 0.213 0.274 0.254
. TRI 17700 0.138 0.155 0.206 0.281 0.286 0.210 0.183 0.197 0.308 0.286 0.180
. CGN 12281 0.1550.148 0.197 0.200 0.180 0.121 0.136 0.254 0.200 0.119
CGN 8354 0.2220.270 0.328 0.254 0.230 0.183 0.323 0.274 0.197
CGN 7967 0.231 0.206 0.129 0.131 0.083 0.231 0.206 0.067
CGN 7975 0.226 0.288 0.210 0.194 0.194 0.254 0.177
. TRI 17023 0.266 0.242 0.254 0.103 0.230 0.238
. TRI 17204 0.164 0.148 0.288 0.238 0.131
. TRI 18219 0.086 0.238 0.213 0.069
. TRI 5329 0.2220.197 0.018
. TRI1 445 0.226 0.206
. TRI 6158 0.180
. CGN 8104

Obriazok 1: Amplifikacné produkty generované
primerom OPA-19. Drahy: /4 CGNO07967; 15
CGNO07975; 16 TRI 17023; 17 TRI 17204; 18 TRI
11283; 79 TRI 18219; 20 TRI 5329; 21 TRI 445, 22
TRI 6158; 23 CGNO08104; K negativna kontrola; L
Standard molekulovych hmotnosti (100 bp)
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Obrazok 2: Radidlny dendrogram ziskany
z dat na vSetkych 79 RAPD lokusoch suboru T.
dicoccum. Pouzity bol Jaccardov koeficient
a Neighbour-Joining klastrovacia metoda. Krajiny
povodu jednotlivych genotypov 7. dicoccum su
uvedené v texte.
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STRUKOVINY AKO ZDROJ ZDRAVIU PROSPESNEHO SKROBU
LEGUMEN AS SOURCE OF HEALTH-PROMOTING STARCH

Daniela MIKULIKOVA - Jan KRAIC - O'ga HORNAKOVA - Michaela BENKOVA

The content of retrograded resistant starch RS; and total starch has been determined in 74 accessions of 6 current
legumen in human food. There were significant differences in individual crops and their accessions too. All analysed
legumen besides soya bean are too suitable natural source of health-promoting RS;. The supreme levels of RS; were
found in peas. There were extensive differences in resistant and total starch in the later crop accessions. In wrinkle seed
peas, higher resistant and lower total starch were found. Maximal RS; content was detected in Ctirad, Dinara, Royal
Salute and Elkan. In smooth seed peas, lower resistant and higher total starch was estimated. In lentils were also
ascertained high RS; levels, especially in L.C.M.B. 12/58 and L.C.M.B .1941 68/58. There were similar RS; values in
chickpea, faba bean and kidney bean. The most of RS; was determined in kidney bean Ultima, Fabia, 545/97 47/2 and
545/97 453/2, chickpea Alfa, CM-7-1/85, BG 004233, PK 51814 and 88193 and faba bean Alfréd and Omar. No soya
bean accession was suitable RS source.

Key words: resistant starch, pea, lentil, kidney bean, faba bean, chickpea, soya bean

Uvod

Myslienka, Ze strava ovplyviiuje zdravie ¢loveka, je vel'mi stara. Uz Hippocrates (460-377 pred n.l.)vo
svojich medicinskych spisoch pise: ,,Kazda zlozka potravy posobi na l'udské telo a meni ho. Od tychto
zmien zavisi cely d’alsi Zivot cloveka — ¢i bude zdravy, chory alebo sa uzdravi. Nech je strava vasim
liekom!”

Predstavy o funkcii potravy v l'udskom Zivote sa postupne menili. V minulosti sa zdoraziiovala funkcia
utiSenia hladu a zachovania zivota. Neskor sa zistilo, ze pri absencii alebo znizenom mnozstve klasickych
zivin vznikaju choroby. V stcasnosti sa venuje pozornost potravindm, ktoré upeviuju zdravie a dobri
kondiciu konzumenta.

Pocas poslednych desatroci narastli poznatky o vplyve vyzivy na zdravie a dobrt kondiciu. Tieto vplyvy
sa davajui do suvislosti ku konkrétnymi zlozkami potravy. Na zéklade novych poznatkov mozno navrhovat
nové zdravSie potraviny, tzv. funkcné potraviny. Funkéné potraviny dnes patria v Japonsku, USA, Kanade i
v Eurépe k najdiskutovanej$im témam v oblasti vyzivy. Myslienka vyvijat’ potraviny, ktorych pravidelnou
konzumaciou by sa zamedzilo vzniku ochoreni, vznikla v 80. rokoch minulého storo¢ia v Japonsku.
Eurdpsky vyskum sa nimi zaobera v ramci vyskumnych programov sponzorovanych Europskou komisiou uz
asi 10 rokov. Vyskum funkénych potravin sa zaobera vedeckym zdovodnenim vplyvu ich konkrétnych
funkénych zloziek na zdravie a vyrobou funkénych potravin alebo funkénych potravinovych zloziek. V
ramci 4. a hlavne 5. ramcového programu Eurdpskej komisie sa zahdjilo rieSenie viac nez 50 rozsiahlych
projektov, ktoré sa zaoberajui vplyvom funkénych potravin na civilizaéné choroby, najmd na
kardiovaskularne a onkologické.

Funkéné potraviny su definované ako potraviny, ktoré maji okrem svojej nutri¢nej (vyzivovej) hodnoty
pozitivny vplyv na zdravie ¢loveka, na jeho dusevnu sviezost’ alebo fyzickil vykonnost. Su to potraviny s
vy$§im obsahom zloziek s preukazne priaznivym G¢inkom na zdravie alebo s niz§im obsahom zlozZiek s
negativnym ucinkom. Funkéné potraviny musia ostat’ potravinami a priaznivé ucinky musia vykazovat’ v
davkach, ktoré sa predpoklada bezne skonzumovat’. Hlavné triedy ingrediencii s priaznivym u¢inkom platia
celosvetovo (Food Group, Dansko). Patria k nim probiotikd, prebiotika, vitaminy, mineraly, antioxidanty,
proteiny, peptidy, aminokyseliny, mastné kyseliny a fytochemikalie. K eliminovanym zlozkdm patria
potravinové alergény, patogénne mikroorganizmy, mykotoxiny, zvySky pesticidov a toxické kovy.

K novsie objavenym zlozkam, ktoré prispievaju k upevneniu zdravia, patri rezistentny Skrob. Pre jeho
priaznivy vplyv na fyzioldgiu travenia sa zarad’'uje medzi novi generaciu diétnej vlakniny ako prebiotikum.
ENGLYST et al. (1992) ho definuju ako Skrob a jeho degradacné produkty, ktoré zdravy ¢lovek nie je
schopny absorbovat’ v tenkom cCreve. Nestraveny Skrob prechadza z tenkého creva do hrubého, kde je
fermentovany ¢revnou mikroflorou. Vznikajii pri tom nasytené monokarboxylové kyseliny s kratkym
retazcom (SCFAs) — butyrat, propionat a acetat a plyny — vodik, CO, a metan. RS je fermentovany
mnohymi c¢revnymi baktériami, najmd Bacteroides spp., Bifidobacterium spp., Clostridium spp.,
Streptococcus spp., Escherichia spp. a Fusobacterium spp. Pri optimalizovanej ¢revnej mikroflore ma RS
prostrednictvom SCFAs priaznivé ucinky na diabetes mellitus 2 typu (nezavisly od inzulinu), na fyziologiu
travenia, na karcinogenézu a na koncentraciu cholesterolu a triacylglycerolov v krvi.

Existuju 4 typy rezistentného Skrobu. Typ RS, je prirodzene fyzicky nedostupny degradacii
amylolytickymi enzymami trdviaceho traktu (napr. nahrubo pomleté semend). Typ RS, ma primarnu
Struktiru a konforméciu, ktoré sposobuju jeho odolnost’ proti degradécii (mutanty s vysokym obsahom
amylézy alebo zelené banany a surové zemiaky). Typ RS; vznikd pri beznej Gprave potravin varenim,
pecenim alebo zmrazovanim. Typ RS, je chemicky modifikovany Skrob esterifikaciou alebo prie¢nymi
vézbami.

V zahraniéi je rezistentny $krob dostupny bud’ ako samostatny vyzivovy doplnok alebo vo funkénych
potravinach (pekarenské vyrobky, cestoviny, nutricné ty¢inky, ranajkové cerealie, jogurty, napoje, instantné
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polievky a omacky). Ako zdroj RS vo funkénych potravinach sa vyuziva typ RS, z geneticky
modifikovanych odrod ja¢mena alebo kukurice, pripadne chemicky modifikovany typ RS,.

U nas zatial' nie je rezistentny Skrob dostupny ani ako vyzivovy doplnok ani vo forme funkénych
potravin. Vzhl'adom na vyznamny ochranny ucinok RS proti onkologickym a kardiovaskularnym chorobam
sme hl'adali jeho prirodzené prirodné zdroje. Pri ich hl'adani sme vyuzili literarne daje, podla ktorych
obsah RS zavisi od mnoZzstva amylozy a prave strukoviny maju prirodzene vy$si obsah amylozy nez
obilniny alebo pseudoobilniny. Navyse sme zamerne vybrali kolekciu hrachu tak, aby obsahovala pol'ny aj
zahradny hrach a aby sme ich mohli navzajom porovnat. Pol'ny hrach ma gulaty tvar semien a zdhradny
hrach mé zvraskaveny povrch semien. Mutdcia na R lokuse totiz spdsobuje stratu enzymovej aktivity
vetviaceho enzymu Skrobu (SBEIIb). Tieto mutanty maji v Skrobe vyssi obsah amylézy. V doésledku toho
dochéadza k zmene osmotického tlaku a k zvraskaveniu semien. Zmenena Struktira Skrobu sa prejavi aj v
zmenenych fyzikalno-chemickych vlastnostiach.

Cielom $§tadie bol screening 6 druhov strukovin, ktoré sa bezne pouzivaji v humannej vyzive a pri
priprave pokrmov sa upravuju tak, ze su vytvorené podmienky pre retrogradaciu, pri ktorej rezistentny skrob
typu RS; vznika.

Material a metody

Semena vzoriek 74 genotypov 6 druhov strukovin boli z oddelenia genetickych zdrojov Vyskumného
ustavu rastlinnej vyroby v Piestanoch. Boli dopestované r. 2003 v lokalite Piestany. Analyzovalo sa 14
genotypov fazule zahradnej (Phasoleum vulgaris L.), 20 genotypov hrachu siateho (Pisum sativum L.), 11
genotypov SoSovice jedlej (Lens esculenta Moench), 16 genotypov cicera baranicho (Cicer arietinum L.), 5
genotypov bdbu obyc¢ajného (Vicia faba L. partim) and 8 genotypov soje fazulovej (Glycine max (L.)
Merrill).

Srot sa hydrotermalne opracoval kvoli vytvoreniu rezistentného $krobu (SKRABANIJA et al., 1998).
Obsah rozpustného, rezistentného a celkového Skrobu sa stanovil kitmi Resistant Starch Assay Kit a
Resistant starch Control Kit (Megazyme Int., Ireland) podla McCLEARY et al. (2002). Metoda je
akceptovana spolocnostami AOAC a AACC. Ako kontrola sa pouzila firemna vzorka s obsahom 4,7%
rezistentného Skrobu a interné kontrolné vzorky pre kazdy rastlinny druh: fazula Fabia, hrach Gloriosa,
SoSovica Renka, cicer Slovak, bob Omar a sdja Balkan. Hodnoty obsahu jednotlivych Skrobov sa v
kontrolnych vzorkach stanovili ako aritmeticky priemer zo 6 paralelnych stanoveni v 2 réznych diioch.
Presnost’ a opakovatel'nost’ stanoveni bola na dobrej Grovni.

Hodnoty Skrobov v jednotlivych genotypoch sa uréovali ako aritmeticky priemer + smerodajna odchylka.
V ramci druhu sa genotypy Statisticky hodnotili analyzou rozptylu. Vztah medzi obsahom rezistentného a
celkového Skrobu sa v hrachu siatom hodnotil pomocou korela¢ného koeficientu.

Vysledky a diskusia

Strukoviny (okrem sdje) maju v porovnani s obilninami a pseudoobilninami viac rezistentného a mene;j
celkového skrobu (MIKULIKOVA et al., 2005). Aj v literatare sa uvadza, ze $kroby strukovin obsahuju viac
amylozy nez $kroby obilnin alebo pseudoobilnin. Obsah rezistentného skrobu v g/100g Srotu v nich bol
nasledovny: hrach 8,27 + 1,73, SoSovica 6,27 £ 0,20, fazul'a 5,51 £ 0,28, bob 5,44 + 0,28, cicer 5,24 £0,29 a
soja 0,28 + 0,04. Mnozstvo celkového Skrobu v g/100g dwb klesalo v poradi: $osovica 52,59 + 1,61, cicer
47,46 + 2,54, bob 44,10 + 1,03, fazula 43,50 + 2,69, hrach 38,88 + 8,45 a so¢ja 5,73 + 0,48. Podiel
rezistentného k celkovému Skrobu bol: hrach 21,27%, fazul'a 12,67%, bdb 12,34%, SoSovica 11,92%, cicer
1,04% a sdja 4,88%.

Hrach mal zo vsetkych strukovin najviac rezistentného Skrobu. V tomto rastlinnom druhu sa zistila vel’ka
variabilita v obsahu rezistentného i celkového skrobu. Hrachy sa rozdelili do dvoch skupin: na
gulatosemenné (hrach siaty) a na hrachy so zvraskavenym povrchom semien (hrach siaty pravy). Zistil sa
medzi nimi vyznamny rozdiel v obsahu RS i celkového skrobu. Divy typ hrachu s gulatym tvarom semien
mal vyssi obsah celkového Skrobu (47,92 + 0,80 g/100g) a nizsi obsah rezistentného Skrobu (6,46 + 0,55
g/100g). Podiel RS k celkovému Skrobu v fiom bol 13,48 + 1,09 %. Typ hrachu so zvraskavenym povrchom
semien mal vSak podstatne vys$si obsah RS (9,76 + 0,22 g/100g) a nizsi obsah celkového skrobu (31,01 +
0,95 g/100g). Podiel RS k celkovému Skrobu v tomto subore bol 31,01 = 0,95 %. V kolekcii vSetkych
genotypov hrachu sa zistila vyznamnd negativna korelacia medzi obsahom rezistentného a celkového
Skrobu. Hodnota korelaéného koeficientu (r) bola r = - 0,9557. Vysledky st v zhode s pozorovaniami inych
autorov, ktori zistili, Ze pokles podielu amylopektinu sa prejavi znizenim mnozstva celkového Skrobu
(HYBL et al., 2001).

Uz r. 1865 Johann Gregor Mendel zistil, ze divy typ hrachu je gulatosemenny a je homozygotom pre
dominantnu alelu R (rugosus). Mutant obsahuje recesivnu alelu », ktora sposobuje zvraskavenie semien
hrachu. Gul'atosemenné su homozygoty RR alebo heterozygoty Rr, zvraskavené su iba homozygoty rr. Az
po vyse 100 rokoch sa zistilo, ze mutanty rr maji modifikovany Skrob, preto dochdadza k zmene
osmotického tlaku. Dnes je zname, ze mutacia na R lokuse spdsobuje stratu enzymovej aktivity vetviaceho
izoenzymu SBEIIb, ktory prednostne vetvi amylopektin (BURTON et al., 1995). Mutacia na tomto lokuse
spdsobuje znizenie mnozstva amylopektinu i celkového Skrobu. Mutanty obsahuju viac amyldzy, takmer iba
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B-typ Skrobovych granul a maji zvraskavené semend. Zmena v zlozeni Skrobu sa prejavi aj vo fyzikalno-

chemickych vlastnostiach — najmd v zmenenej rozpustnosti, napuciavani, zelatinizacii, retrogradacii a
stravitel'nosti $krobu (BOGRACHEVA et al., 1999; SKRABANIJA et al., 1999).

Hrach je ve'mi vhodnym prirodzenym zdrojom zdraviu prospe$ného $krobu, najma typ so zvraskavenym
povrchom semien. Najvyssi obsah rezistentného skrobu sa zistil v genotypoch Ctirad, Dinara, Royal Salute a
Elkan.

Vysoky obsah RS sa zistil aj v SoSovici, najmi v kultivaroch L.C.M.B.12/58 a L.C.M.B.1941/68/58.
Sosovica obsahuje najviac celkového krobu zo vietkych hodnotenych strukovin. Variabilita v obsahu
rezistentného i celkového Skrobu v SoSovici je pomerne nizka.. Vysledky so zrovnatelné s pozorovaniami
inych autorov (TOVAR et al., 1992). JENKINS et al. (2000) opisali zdraviu ¢loveka prospesné ucinky
Sosovice, aké sa pripisuju rezistentnému Skrobu.

Mnozstvo RS vo fazuli je nizsie ako v hrachu a v SoSovici Je vSak podobné ako v bobe a ciceri. Vo fazuli
sa zistila vysSia variabilita obsahu RS nez v SoSovici, bobe a ciceri. Najvyssi obsah RS sa nasiel v tychto
genotypoch fazule: Ultima, Fabia, 545/97 47/2 a 331/97 453/2.

Z genotypov bdbu mali najviac rezistentného skrobu genotypy Alfréd a Omar.

Nezistili sa vyznamné rozdiely v obsahu RS ani celkového Skrobu medzi Kabuli, Desi a Intermediate
cicerom. Najviac RS mali genotypy Alfa, CM-7-1/85, BG 004233, PK 51 814 a 88 193.

Séja sa obsahom i zloZenim skrobu vel'mi lisi od ostatnych hodnotenych strukovin. Mnozstvo celkového
Skrobu je vel'mi nizke, menej nez 10 g/100g Srotu. Obsah rezistentného skrobu v sdji je zanedbatelny -
pohybuje sa na dolnej hranici citlivosti stanovenia kitu. Prevaznu Cast’ semien soje tvoria bielkoviny a lipidy.

Zaver

Strukoviny mozno hodnotit’ ako vel'mi vhodny prirodny zdroj zdraviu prospesného rezistentného skrobu.
Ich Skroby maji vysoky obsah amylozy, z ktorej RS retrogradaciou vznika. Najvyssi obsah RS sa zistil v
tychto druhoch a ich genotypoch: hrach - vsetky so zvraskavenym povrchom semien, najmé vSak Ctirad a
Dinara, $oSovica L.C.M.B.12/58, L.C.M.B.1941 68/58, fazul’a Ultima, Fabia, 545/97 47/2 a 331/97 453/2,
cicer CM-7-1/85, Alfa, PK 51 814, BG 004233 a 88 193 a bob Alfréd a Omar.
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Obsah RS v strukovinach (g/ 100 g dwb)

12

10

Fazula Hrach SoSovica Soéja Bob Cicer

Obsah celk. Skrobu v strukovinach (g/ 100 g dwb)

.

Fazula  Hrach Sosowca Sola Cicer

Obsah RS v hrachu (g/ 100 g dwb)

Obsah celk. Skrobu v hrachu (g/ 100 g dwb)

60
50
40
30
20

Obsah RS a celk. Skrobu v hrachu g/ 100 g dwb

11 13 15 17 19

Vypracovanie §tudie bolo umoznené v ramci Statnej ulohy vyskumu a vyvoja SP 27/0280E02/0280E02 ,Kvalita, bezpecnost' a
funkénost’ primarnych potravinovych zdrojov. ”

Adresa autora:
RNDr. Daniela Mikulikova, CSc., Doc. RNDr. Jan Kraic, PhD., Ing. OI'ga Horndkova a Ing. Michaela Benkova, Vyskumny ustav
rastlinnej vyroby, 921 68 Piestany, Bratislavska cesta 122. Telefon: 033/77 223 11, fax: 033/77 263 06.

( e-mail: mikulikova@vurv.sk, kraic@vurv.sk, hornak@vurv.sk, benkova@vurv.sk )

72




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

ROZSIRENIE CHARAKTERIZACIE GENETICKYCH ZDROJOV FAZULE
POMOCOU MIKROSATELITOV

INCREASING OF CHARACTERIZATION OF GENETIC RESOURCES OF
BEAN BY MICROSATELLITES

Michal SAJGALIK - Olga HORNAKOVA

We used microsatellite DNA markers to increase the characterization of genetic resources of bean maintained in
Genebank of Slovak Republic, Piestany. Plants are usually characterized by morphological markers which are limited
by number of descriptors and level of polymorphism. Recently hundreds of microsatellites are known in many plant
species and their number increases every day. Some of microsatellites are linked with agronomic traits as well as
important genes.

Key words: microsatellites, common bean, genetic resources

Uvod

Ciastoéné samozasobovanie obyvatel'stva fazulou zabezpegilo znaéné zachovanie jej genetickej diverzity
ako v jednej zmala pol'nohospodarskych plodin na Slovensku. V mnohych lokalitach sa dedia krajové
odrody fazule z generacie na generaciu, ¢im popri ich vyuzivani dochadza ku konzervacii genetickych
zdrojov. Do kolekcie genetickych zdrojov fazule udrziavanej na VURV Piestany bolo k 31. 6. 2005
prijatych 1892 vzoriek a ztoho je 955 vzoriek uchovanych v Génovej banke semennych druhov rastlin
Slovenskej republiky, Piestany. Vzorky st charakterizované pomocou 33 morfologickych a agronomickych
charakteristik rastlin a semien podla deskriptoru Phaseolus L. (HORNAKOVA et al., 1991). Cennym
roz§irenim charakterizadcie genotypov st molekularne analyzy. Polymorfizmus zasobnych bielkovin
a izoenzymov vo fazuli je nedostatocny a preto je efektivnejsie vyuzivanie DNA analyz. V sticasnej dobe su
dostupné stovky mikrosatelitnych markerov (SSR) pre rozne druhy rastlin, pricom mnohé znich sa
nachadzaji v kédujucej oblasti DNA, je znama ich chromozémova lokalizacia, Groveii polymorfizmu
a v mnohych pripadoch st vytvorené vdzbové mapy s hospodarsky vyznamnymi znakmi. Lokalizacia
mikrosatelitov v EST (expressed sequence tags) a UTR (untranslated regions) oblastiach génov mdze
ovplyviovat’ funkciu génu resp. jeho produktu (LI et al., 2004).

Ucloveka st zname mnohé choroby zapri¢inené zvySenim alebo znizenim poctu repeticii
v mikrosatelitoch. U rastlin nie su tieto mechanizmy dostato¢ne prestudované. Sucasna charakterizacia
rastlinnych genotypov je prevazne zalozena na hodnoteni anatomicko-morfologickych znakov. Tato metoda
je spolahliva, financne nenarocna, ale Ciastocne obmedzena poctom deskriptorov a polymorfizmom
jednotlivych znakov. Vyhoda vyuzitia mikrosatelitnych markerov na charakterizciu genotypov spociva
v skuto¢nosti Zze mikrosatelity st polymorfné, hojne sa vyskytujice po celom genéme, ahko hodnotiteI'né,
pristupné laboratéridm prostrednictvom publikovanych sekvencii primerov. V neposlednom rade vyhodou
DNA je nezévislost’ od prostredia, moznost’ identifikacie, diferencidcie, charakterizacie genotypov v kazdom
ontogenetickom §tadiu rastliny. Slabé vyuzivanie genetickych zdrojov v Slachtitel'skych programoch je
sposobené nedostatoénou charakterizaciou jednotlivych vzoriek apreto treba usilie v tejto oblasti
zintenzivnit'.

Material a metody

Z kolekcie genetickych zdrojov fazule, ktord je udrziavani na VURV Pieitany sme ziskali 88
genetickych zdrojov fazule zahradnej (Phaseolus vulgaris L.), ktoré pochadzali zo zberovych expedicii.
Celkovli DNA sme izolovali z ¢erstvych mladych listov 10 rastlin kombinaciou dvoch izola¢nych postupov
DELLAPORTA et al. (1983) a GRANER et al. (1990). V databaze nukleotidovych sekvencii GenBank
(www.ncbi.nlm.nih.gov) sme vyhl'adali DNA sekvencie fazule obsahujiice mikrosatelity (Tab. 1). On-line
programom Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3 www.cgi) sme navrhli Specifické
primery pre analyzu dizkového polymorfizmu mikrosatelitov. Z literatary YU et al. (1999, 2000) sme
pouzili 7 parov publikovanych sekvencii mikrosatelitnych primerov. Amplifikdciu sme uskutoénili
v termocykleri PTC-200 (MJ Research Inc., Waltham, USA) v objeme 15ul. ZloZenie reak¢nej zmesi: 10
mmol.I"" TRIS-HC], pH 8,3, 50 mmol.I"" KCL, 1,5 mmol.I" MgCl,, 0,15 umol.l'1 primery, 0,2 mmol.I" zmes
dNTP, 0,8 U Taq DNA polymeraza, 25 ng DNA. Uvodna denaturacia trvala 3 min. pri 94° C, po nej
nasledovalo 30 cyklov: 1 min. denaturacia pri 94° C, 1 min. hybridizécia pri 48° C, 1 min. polymerizacia pri
72° C. Zaverecna polymerizacia trvala 8 min. pri 72° C. Separaciu amplifikovanych fragmentov DNA sme
uskuto¢nili v 6% mocovinou denaturovanych PAGE. DNA sme vizualizovali striebrom. Dokumentaciu sme
zabezpecovali pomocou Kodak Electrophoresis Documentation and Analysis System 120 a programom
Kodak 3D. Ziskané DNA profily sme previedli do binarnej ststavy a pouzili na vypocet Jaccardovho
koeficientu genetickej podobnosti pre vSetky parové kombinacie, ktoré sme uskutoc¢nili modulom SPSS v.
6.0.1. Takto ziskani matricu genetickej podobnosti sme pouzili na konstrukciu dendrogramu. Pre jednotlivé
mikrosatelitné markery sme stanovili index diverzity (WEIR, 1990), pravdepodobnost’ identity (PAETKAU
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et al., 1995), polymorfickll informacnt hodnotu (WEBER, 1990) a percento heterozygotov (pocet genotypov
s 2 alelami na lokus / celkovy pocet genotypov * 100).

Vysledky a diskusia

Charakterizaciu 88 genetickych zdrojov fazule sme rozsirili analyzou dizkového polymorfuzmu
mikrosatelitov. V 12 mikrosatelitoch sme detekovali polymorfizmus s celkovym poctom 64 alel, 2-17 alel na
lokus (priemer 5,3). V jednom lokuse v genotype Viola sme detekovali nulovu alelu. Vo vzorke 365/97
480/1 sme v lokusoch BNG-4, BNG-91 a PVGLNDS5 detekovali 3 alely na lokus, ¢im sme potvrdili
hodnotenie pomocou anatomicko-morfologickych znakov, Ze sa jedna ozmes genotypov. V urcitych
lokusoch (BNG-4, PVMEI1G, PDX1, BNG-6) sme zistili vysoki mieru heterozygotnych profilov (2
alely/lokus/genotyp). Najviac heterozygotnych profilov (78,4%) sme detekovali v lokuse BNG-4 —
mikrosatelit sa nachadza v promotorovej oblasti YPr-10 génu. Koéduje PR-10 protein, ktory patri medzi
vnutrobunkové PR (pathogenesis-related) proteiny koédované vysoko polymorfnou rodinou minimalne 20
génov. Vysoké percento heterozygotnych genotypov v danom lokuse je pravdepodobne spdsobené tlakom
prostredia na rastliny a zvyhodnenim rastlin obsahujucich SirSie spektrum PR proteinov, alebo réznou
uroviou ich expresie.

Klastrovou analyzou sme rozdelili genotypy do siedmich skupin. V prvej skupine (50 vzoriek)
prevladaju genotypy s krickovym habitusom a zelenou farbou nezrelych strukov, v piatej skupine (21
vzoriek) sa nachadzaju genotypy sovijavym habitusom azelenou farbou nezrelych strukov.
V malopocetnych skupinach 2., 4., 6. a 7. prevladaju resp. sa vyskytuju iba genotypy s indeterminantnym
vrcholom, zelenou farbou nezrelych strukov a v 3. skupine genotypy s determinantnym vrcholom a zelenou
farbou nezrelych strukov. V prvej skupine genotypov sme detekovali dve dvojice ajednu Stvoricu
s rovnakymi mikrosatelitnymi DNA profilmy. Dvojica 412/97 5/3 a497/97 13/5 ma podobny fenotyp,
druha dvojica 331/97 453/2 a KP_Vrbovce vyrazne odlisny (krickovy/ovijavy habitus). Stvoricu genotypov
mobzeme rozdelit' podla HTS (hmotnost tisic semien) na 2 podskupiny 476/97 53/4 a KP_Sovinec II;
363/97 479/1 a 474/97 53/2. 'V pripadoch genotypov s odlisnym fenotypom, ale identickym
mikrosatelitnym DNA profilom sme zachytili zhodné oblasti genomu medzi odliSnymi genotypmi.

Zaver

Analyzou diZkového polymorfizmu sme rozsirili charakterizaciu genetickych zdrojov fazule. Ziskané
informacie je mozné vyuzit' pri diferenciacii genotypov nerozliSitelnych anatomicko-morfologickymi
znakmi, pri markermi podporovanom vybere (MAS) v §lachteni a efektivnom manazmente genetickych
zdrojov rastlin (GZR) v génovych bankach, na odstranenie duplicit vo vzorkach zo zberovych expedicii.
Dve dvojice a jednu Stvoricu genotypov sme pouzitymi markermi nedokazali rozliSit. PresnejSiu
diferenciaciu a podrobnejSiu charakterizaciu je mozné uskutocnit’ SirSim spektrom mikrosatelitnych DNA
markerov,
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Tabul’ka 1: Pouzité polymorfné mikrosatelity fazule

Nazov GenBank  |Mikrosatelit Pocet| DI | PI | PIC |%He
zadznam alel t
BNG4 X96999 (AT) 12 |0,736]0,010|0,731| 78,4
BNG5 AZ301615 | (CAC); CAACAC | 2 10,086|0,839(0,082| 0,0
BNG6 AZ301605 (AT), 3 10,262(0,528(0,262|11,0
BNGI1 AZ301561 (TAT), 3 ]0,588|0,217]|0,541| 5,7
PDX1 AY007525 (TC)s (AC)g 2 10,568/0,304|0,470| 11,4
PHVPVPK*  [J04555 (CTT); (T); (CTT)s | 5 1]0,574]0,280/0,479| 6,8
PVGLND5* X61293 (AT)5 12 |0,850(0,037]0,834| 8,0
PVGSRI1* X04001 (AG)g 2 0,463(0,386/0,356| 0,0
PVME1G* X80051 (AT), 17 (0,929]0,009]0,925| 15,0
YU-1%* U77935 (GCC ACO); 2 10,513/0,360(0,401| 3,4
YU-2%* X53603 (TTTC), 2 10,391/0,443|0,321| 1,1
YU-3%* X74919 (AT)s 2 0,524(0,345|0,420| 5,7

* mikrosatelity podl'a Yu et al. (1999), ** mikrosatelity podla Yu et al. (2000), DI —index diverzity, PI —
pravdepodobnost’ identity, PIC — polymorficka informa¢na hodnota, %Het — percento heterozygotov.
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SOUCASNY STAV V UDRZOVANI STABYCH RUZI PRO POTREBY
SLECHTENI
PRESENT STATUS OF THE OLD ROSES MAINTENANCE FOR BREEDING
USE

Béla SVITACKOVA - Anna KUCEROVA

The old roses represent the important group of the roses for breeding process. From historical view all modern rose
cultivars have in their pedigree some species of the old roses. Only 11 species are important for breeding process. They
vary in flower shape, flower colour, time of blooming and growth habit. The old roses collections can be found in
several prestigious botanical and rose gardens.

Key words: old roses, species, cultivar, breeding, rose garden

Ruize provézi ¢lovéka po celou dobu jeho existence. Za kolébku péstovani rizi se poklada Cina, kde se
péstovaly Cinské ruze pred vice nez 2000 let. Historie péstovani je velmi dlouhd, v obdobi dynastie Han
(141-84 pred n.l.) nesmély rizové kefe chybét v zadné zahradé cisafskych palaci. Nalezené fosilie
dokladaji, ze existence ruzi je stars$i 40 miliont let. V provincii Shandong byly nalezeny zkamenélé zbytky
divoké rize, ktera byla pojmenovana Rosa Shanwangensis a jeji staii se odhaduje na 25 miliont let.
Botanické druhy ruzi se ze svého genocentra v centralni Asii se postupné rozsitily po celé severni polokouli,
s vyjimkou oblasti subtropi a arktické oblasti.

Staré rGize maji velmi zajimavou historii svého vzniku a jejich stafi se odhaduje na 6000 az 8000 let.
Jejich dikladné poznani je dtlezité pro dnesni uplatnéni starych rizi v podobé komponentl pro Slechténi a
zamérnou tvorbu novych odrid tohoto typu rizi nebo k udrzeni pivodnich odrid.

Systém tfidéni ruzi je velmi slozity a pomérné i nejednotny. Mezi dnes pouzivanymi systémy existuji
podstatné rozdily. Mnohé skupiny rdzi nemaji ve vSech tiidicich systémech adekvatni prot&jsky a pfi jejich
klasifikaci je tfeba dohledavat znaky podle rodokment. Déleni skupiny starych rizi je mozno provést podle
Casového hlediska. V literatufe jsou uvadény urc€ité letopocty, které vyrazné ovlivnily vyvoj zahradnich rizi.
Jako prvni se udava rok 1809, kdy se v Anglii.objevila Rosa x odorata Sweet., kterd vyznamné ptispéla
k vyvoji ¢ajovych ruzi a cajohybridi. Oddé€leni ¢ajovych rtzi od ostatnich skupin starych rdzi je
opodstatnéné, podobaji se spise modernim ¢ajohybridim.

Druhy casovy tdaj je rok 1773, kdy zamérnym kiizenim vznikl prvni kultivar Rosa gallica ,Perle von
Weisstein".

Hranice mezi starymi rizemi a ostatnimi skupinami rizi se snazila definovat fada autorti. KEAY'S (1953)
navrhoval rok 1880, BAYARD (1936) rok 1880 a TESTU (1984) rok 1920. V soucasné dob¢ se mezi staré
ruze fadi kultivary, pokud patfi do t¥idy, ktera existovala jiz pied rokem 1867 a vykazuji jeji typické znaky.

Znalost genetickych pomérd u starych rizi je dilezitd pro jejich vyuziti v sou¢asném Slechténi.
Polyploidni fada u starych rizi a jejich rodi¢ovskych kombinaci vychazi ze zakladniho poétu chromozomtl,
bunkach roste se vzdalenosti péstitelského arealu.

Diploidni pocet chromozomu maji dulezité botanické druhy, ze kterych staré rize vznikaly. Jsou to napf.
nejstarsi kultivary Cinskych razi, Rosa chinensis "Minima’, "Mutabilis’, ‘Old Blush’, "Viridiflara" nebo
noissetka "‘Maréchal Niel .

Triploidni rGze predstavuji prvni ¢ajovky a dalsi velmi znamé kultivary jinych skupin, napt.”Souvenir de
la Malmaison’, "La France’, "Slater’s Crimson China’.

Tetraploidni riiZze tvoii nejrozsifenejsi skupinu. Vyskytuji se zejména u skupiny portlandek, remontantek,
bourbonek, floribundek, ¢ajohydridt a u kultivard Rosa x centifolia "Muscosa’.

Hexaploidni stara rize je Rosa x alba L.

Puvodni druhy Rosa x damascena L., Rosa x alba L., Rosa x centifolia L. ptedstavuji pfirozené hybridy.
U starych rizi se pomérné Casto vyskytovaly mutace. Od kultivaru "Souvenir de la Malmaison” vznikla fada
mutaci, které se oznaCovaly jako sporty, napf. "'Kronenprinzessin Victoria’, "Lewesan Gower’, "Souvenir de
St.Armé s’. Zvlastni typ mutaci predstavuji chiméry, které prezentuji kultivary Rosa x damascena
"Versicolor” a Rosa gallica "Versicolor’.

Pro objasnéni problematiky identifikace rizi se pouzivaji nejmodernéj$i genetické metody. RAPD
analyza umozni ur¢it pivod kultivaru, pokud jsou znamé rodicovské kombinace nebo ovérit, zda jsou
totozné dvé sobé si podobné rostliny. Piikladem je ovéfeni pivodu Rosa moschata Herrm., dvou prvnich
kultivarti noissetek a ovéreni vneseni Cervené barvy do vétS§iny modernich rizi kultivarem “Slater’s Crimson
China’.

Piehled nejdiilezitéjsi skupin starych ruzi.
1. Rosa gallica L.
Nejstarsi péstovana okrasna i 1éCiva ruze, predstavuje jediny piivodni druh v Evropé a vychodni Asii.
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2. Rosa x damascena Mill.

Vznikla pravdépodobné kiizenim Rosa gallica L. a Rosa phoenicia Boiss., kvete pouze jednou za vegetaci,
v 1éte.

Rosa damascena semperflorens Rowley.

Vznikla z kiizeni R. gallica L. x R. moschata L., kvete v 1ét¢ a na podzim.

3. Rosa x alba L.
Vznikla pravdépodobné kiiZzenim urcité rize ze sekce Caninae (pravdépodobné R. canina subs.corymbifera)
a Rosa x damascena Mill..

4. Rosa centifolia L.
Mnohonasobny hybrid Rosa gallica L., Rosa phoeniciana Boiss., Rosa moschata Herrm., Rosa canina L.

5. Rosa x centifolia "Muscosa .
Pupenova mutace Rosa x centifolia L..

6. Rosa chinensis Jacq.
Pro Slechténi jsou vyznamné mutace ptivodni formy, pifip. hybridy Rosa gigantea Coll., vyznamné se
podilely na vzniku bourbonek, portlandek, noissetek a cajovek.

7. Rosa x noissetkiana Thorg.
Bohat4 a vyznamna skupina rizi, vznikla okolo roku 1800 kiiZzenim Rosa chinensis Jacq. x Rosa moschata
Herrm..

8. Rosa Bourboniana Desp.
Vyznamna skupina, vznikla na pocatku 19.stol. kfizenim Rosa chinensis Jacq. a Rosa x damascena
semperflorens Rowley..

9. Portlandky
Puvod neni jasny, skupina vznikla na pocatku 19.stol., jedna se o mnohondsobné kiizeni mezi Rosa x
chinensis Jacq., Rosa x damascena semperflorens Rowley.,a Rosa gallica L..

10. Rosa x odorata Sweet.
Velmi vyznamna skupina rizi, jedna z rodicovskych komponent vSech evropskych cajovek, zakladem je

v

ktizeni Rosa gigantea Coll. x Rosa chinensis Coll., nejelegantnéjsi a nejchoulostivejsi riize.

11. Remontantky

Velmi bohata skupina starych razi, mnohondsobné hybridy s té¢zko zjistitelnym ptivodem. Za zéklad je
povazovano kiizeni portlantky "Rose du Roi” a 'Glorie de Rosomare ', ktera je hybrid bourbonky a rtze
¢inské.

Rod Rosa mé vice nez 100 botanickych druht a samotny podrod Eurosa ptedstavuje vice nez 120 skupin
zatazenych do 10 sekci. Nejvhodnéjsi kombinaci pro kiizeni dnes piedstavuji kiizenci ptvodnich
evropskych a ¢inskych ruzi. Spliuji soucasné pozadavky, které jsou kladeny na nové kultivary razi
z pohledu kvality kvétu a kveteni, habitu, rezistence i péstitelskych technologii.

Soucasné studie ukazaly, Zze pouze 11 druhti je dnes vyuzivano pro Slechténi. Nejvyznamnéjsimi druhy
jsou Rosa canina L., Rosa chinensis Jacq., Rosa foetida Herrm., Rosa gallica L., Rosa gigantea Collet. ex
Murr., Rosa moschata Herrm., Rosa multiflora Thumb. ex Murr., Rosa rugosa Thumb., Rosa wichuriana
Crép. a Rosa rubra Blackw.

Ostatni druhy nejsou pro Slechténi prilis dulezité, napt. Rosa bracteata Wendl., Rosa indica odorata
Andr. a Rosa persica (Michx.) Bornm.

Pro praktické Slechténi je nutno mit k dispozici kompletni péstitelské a okrasné hodnoty Slechtitelského
materidlu, véetné dostatecného mnozstvi fertilnich sam¢ich a samicich komponent vysoké kvality.

Z pohledu genetickych zdrojii predstavuji rosaria hodnoty, které jsou prakticky nenahraditelné.V
soucasné dobé ma fada velmi vyznamnych svétovych rosarii ve svych kolekcich zastoupeny ptivodni staré
ruze. Staré riize se stdvaji v souCasnosti velmi zajimavou zalezitosti a dne$ni nové kultivary si zachovavaji
krasu rdzi vzniklych v 18. a 19.stoleti, doplnéné vsak o vlastnosti, které na n¢ klade moderni doba.

Nevyznamnéj$i rosarium, kde se nachazi nejvétsi sbirka starych rizi je v Sangerhausenu v SRN.
Rosarium bylo zalozeno v r.1898 a dnes predstavuje nejveétsi sbirku rizi na svété. Staré ruze jsou zde
zastoupeny 160 kultivary Rosa gallica L., 30 kultivary Rosa x damascena Mill., 25 kultivary Rosa alba L.,
40 kultivary Rosa x centifolia L., 130 mechovek, 55 noisettek, 65 bourbonek, 16 portlandek a 500
remontantek. Rada kultivar( je dnes zcela unikétnich, nejsou nikde jinde péstovany.

Dalsi velmi vyznamné rosarium je Roseraie du Parc de Bagatele v Pafizi, kde se nachazi velmi
vyznamna sbirka starych razi. Dalsi sbirky maji rosaria v Lyonu a v L "Hay-les-Roses ve Francii.

Velmi bohaté kolekce starych rizi se nachazi v rosariich v Belgii, Dansku, Svycarsku, Velké Britanii, na
Novém Zélandg, Japonsku a samoziejmné v Italii , a Recku.

Velmi znamé a vyznamné jsou rosaria David Austin, Allerighton a Hidcote Manor Garden
Chippingcampan ve Velké Britanii, Portland International Rose Test Garden v Portlandu, USA a Prado
Municipal Rose Garden Montevideo.
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Dnes v CR jsou staré riize zastoupeny zejména v genofondovych sbirkach Botanického tstavu AV CR
v Prthonicich, kde jsou vysazeny kefe Rosa x centifolia L., Rosa x centifolia "Muscosa’, bourbonky,
remontantky a né€kolik ptivodnich rizi slechtitele Geswinda.

Nékteré staré riize je mozno najit i ve sbirkach VUKOZ v Prihonicich, v Botanické zahradé v Liberci,
v zameckém parku v Castolovicich.

Na Slovensku je kolekce starych rizich v Arborétu Borova Hora.

Ruzové skolky v CR se nevénuji mnoZeni starych rizi, jelikoz zajem je o né maly. Jedinou kolkou,
ktera mnozi a nabizi staré rize je Ruzova Skolka Michaely a Lubose Pelcovych v Sobotce u Mladé
Boleslavi. Skolky byly zalozeny vroce 1992 a nabizi pomérné bohaty sortiment. Ze starych rizi jsou
k dispozici kultivary Rosa x centifolia L., Rosa x alba L.,Rosa chinensis "Viridiflora’, "Mutabilis’, "Felicité
et Perpetue *, "Paul’s Himalayan Musk’, 'R. a P. de Grasse aus dem Orient’. Tyto kultivary prozatim nelze
nikde jinde v CR ziskat.

Staré ruze v soucasné dobé se mohou uplatnit jako Slechtitelsky material pfi tvorbé novych kultivari
starych rtzi. V celé fadé evropskych zemi nastala nova doba jejich renesance. Jejich vlastnosti v porovnani
s dalsimi skupinami rtzi nevykazuji zvySenou nachylnost k chorobam, ani nevyzaduji zvlastni péci pfi
pestovani. Vyznacuji se vSak neobvyklymi tvary kvétl, které vynikaji bohatosti kveteni a intenzivni vini.
Tyto vlastnosti byly vyuZity dnes pfi Slechténi skupiny anglickych rizi i dalSich skupin.

Jelikoz skupina starych rtzi je velmi variabilni, je jejich uplatnéni ve vefejné i soukromé zeleni
perspektivni.
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HODNOCENI A SLECHTENI SVETLICE BARVIRSKE
(CARTHAMUS TINCTORIUS L.) NA MZLU V BRNE
SAFFLOWER EVALUATION AND BREEDING AT MZLU BRNO

Jiti UHER

In the 1995-2005 years were at Horticultural Faculty of Mendel University of Agriculture and Forestry in Brno
collected and observated nearly 140 samples of safflower (Carthamus tinctorius L.). Collected varieties and landraces
were evaluated in 40 morphological and phenological characters, in consideration of a correlations among them. A
number of evaluated landraces seems to show a more valuable combinations of preferred characters than cultivars
which are offered commercially for a floricultural practice. Contrary to existence of high correlations between a yellow
flower colour and spiny bracts formation, nearly spineless yellow-flowered genotypes was recognised as well, and
together with a newly located medium-early lines with a deep vermillion florets were used like a initial material to
selection of new ornamental varieties.

Keywords: safflower, varieties, landraces, descriptors, evaluation, cultivars breeding; Carthamus tinctorius.

Uvod

Svétlice barvitska (Carthamus tinctorius L.) je starym kulturnim druhem, péstovanym nejméné tii
tisicileti jako rostlina barvitska, 1éciva nebo olejodarna. Teprve v poslednich desetiletich je vSak doceflovana
jeji hodnota okrasna - svétlice se ustalila zhruba na padesaté pricce febiicku nejpéstovanéjsich kvétin k fezu
a byla nabizena v bezmala Sedesati okrasnych kultivarech. Umérné s rostoucim poétem okrasnych odrid
roste vSak nejen potieba jejich konzervace, ale i ddslednéjsiho hodnoceni - tomu byla svétlice dosud
vystavena jen z hlediska konzervace genovych zdroji (ASHRI, 1973; LI & al., 1993 a dalsi) a se zfetelem k
potiebam olejaiskych koncernti.

S piihlédnutim k dosud postavenym ideotypiim pro olejné kultivary (BUZZA, 1978; SAWANT, 1985),
predev§im ale na zéklad¢ porovnani charakteristik dostupnych odrid a jejich konfrontacemi s potiebami
kvétinarské praxe byly stanoveny ideotypy pro odridy péstované k suseni (UHER, 2003). Tomu ovSem
predchéazela nutna uprava stavajicich IPGRI deskriptord (ASHRI & al., 1983) tak, aby lépe odpovidaly
potiebam kvétinarské praxe (UHER, 1995), a nésledné vypracovani deskriptorti zohlediiujicich potieby
praxe olejaiské i kvétinarské (HOFBAUER & al., 2000). Na zéklad¢ podchyceni znakt v kvétinarské praxi
upfednostiiovanych (absence ostni na thlednych a suSenim nedeformovanych zakrovnich listenech, syté
zbarveni kvétl neptechazejicich pii suseni do nezadoucich odstini, veliké, pomalu odkvétajici ubory nesené
krat§im nebo pfitisklym vétvenim lokalizovanym v hornich tfetinach stonktl, rychlé vzchézeni a schopnost
kompetice s pleveli, odolnost houbovym a chromistogennim chorobam) bylo pak pfistoupeno k vybéru
vzorkd vhodnych pro dalsi Slechtitelské zpracovani.

Material a metodika

Na 60 komeréné nabizenych odrid okrasnych, olejnych i barvitskych a téméi 80 krajovych odrid bylo
v letech 1995-2005 vyhodnoceno ve 40 morfologickych a fenologickych znacich prostfednictvim
upravenych IPGRI deskriptori. Vybrané hodnoty byly pouzity ku stanoveni korelaci sledovanych znakd a
dale dosazeny do vzorcu sestavenych k objektivnéjSimu posouzeni uplatnitelnosti kultivard k produkci
suchych i zivych kvétin (UHER, 2003). Z vytypovanych vzorkll dva byly vyuzity pro dalsi Slechténi:
vzhledem k charakteristikdm jejich populaci byly voleny metody hromadné selekce (CART 9/82) a
smésného (bulk) Slechténi (CART 67/83).

Vysledky a diskuse

Data pro komer¢ni kultivary byla jiz diskutovana (UHER, 1995, 2003): vysoce ocenované vlastnosti jako
jsou absence ostnd, pritisklé vétveni anebo syté cervené zbarveni kvitkti byvaji u svétlice zpravidla spojeny
s vy$$im vzristem a pozdnim kvetenim. Skute¢né témét vSechny vzristné a pozdni odridy obdrzely vysoka
bodova ohodnoceni. Na druhé¢ stran¢ ale velmi dobie obstaly nékteré ze stfedné vzrstnych a v nakvétani
spiSe rangjSich selekci (‘Tangerine’ a nize zminované linie podchycené ze $tépeni GER-10-CT), vedle
relativni absence ostnil také diky syté rumélkové cervenym kvétiim; podobné byly v celé kolekci nalezeny
uz jen u inermniho pozdniho kultivaru "Donkeroranje Select” s viibec nejvyssim bodovym hodnocenim v
ramci odrid k suseni. S vyjimkou vySe zminované ‘Tangerine” a vybranych GER-10-CT linii neobstal vSak
zadny z vysoce hodnocenych pozdnich kultivard v ocefiovani pro produkci zivych kvétenstvi k moznému
obohaceni trhu s fezanymi kvétinami.

Na zaklad¢ diskutovanych hodnoceni byly prostiednictvim ZF MZLU v Brné vyvinuty a registrovany
dva inermni, stfedné rané kultivary. Rumélkové kvetouci "Vierka’ je smési (bulk) GER-10.6-CT a GER-
10.7-CT linii odvozenych ze slibného, avSak extrémné nesourodého CART 67/83 (GER-10-CT) z IPK
Gatersleben, zlutokvéta ‘Brnénka” povstala hromadnymi selekcemi staré moravské olejné odridy ‘Brnénsky
Bezostnaty” (CART 9/82).
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Zavér

V naSich zemich, kde se okrasné odrudy svétlice péstuji v podstaté jen k suseni, patii k nejrozsifenéjsim
"Feuerschopf” a "Goldschopf” (Benary, Hann. Miinden). Perspektivnimi se v téchto ohledech jevi také
mnohé ze sledovanych krajovych odriid, jmenovité SLK-07-CT a SLK-10-CT (VURV Piestany), GER-10-
CT, SDN-01-CT, POL-01-CT, MAR-07-CT a MAR-08-CT (IPK Gatersleben), CHN-01-CT a CHN-04-CT
(Institute of Botany CAS, Beijing) nebo IRN-01-CT, IRN-04-CT, IRN-05-CT, AFG-01-CT, AFG-02-CT,
CND-05-CT, CND-06-CT a CND-08-CT (Res.St.Agriculture, Pullman). Ranost u odrid pro suSeni
nedosahuje sice vyznamu, jakému se té$i u odrad pro sklenikové kultury - Casné€j$i kveteni mize ale
presouvat sklizn¢ do mésicii méné narocnych na skliziiové prace u jinych taxont uplatiiyjicich se na trhu
suchych kvétin. Pfipadné zohlednéni pribéhu reproduktivnich stadii mtize pak hodnoceni posunout
ve prospéch ranéjsich odrid typu ‘Tangerine” anebo "Vierka'.

Uznani a podékovani: Osivo pro sledovani bylo poskytnuto semenarskymi firmami Benary (Hannover-
Miinden, Némecko), Walz Samen (Stuttgart, Némecko), H. Meisert Samenzucht (Hannover-Buchholz,
Némecko), Hammer Bloemzaden (Zwijndrecht, Holandsko), Leen de Mos Bloemzaden (s’Gravenzande,
Holandsko), Kieft Bloemzamen (Venhuizen, Holandsko), Wyss Samen und Pflanzen (Zuchwil-Solothurn,
Svycarsko), Petunia Cerny (Jaroméf, CR), Seva (Valtice, CR), genobankami VURV Piestany (SR), IPK
Gatersleben (Némecko), Res.St. Agriculture Canada (Lethbridge, Kanada) a nékolika botanickymi
zahradami - predev§im Institute of Botany CAS (Beijing, Cina), Gruga Park (Essen, Némecko) a Medicinal
Plant Research Station (Tsukuba, Japonsko). Hodnoceni sledovanych odrid probihalo za podpory projektu
MzeCR E - 97/01 - 3160 - 0200 a projektu MSM 435100002 MSMT CR.

Souhrn

V letech 1995-2005 bylo na zahradnické fakult¢ Mendelovy zemédélské a lesnické univerzity v Brné
soustfedéno a sledovano 140 polozek svétlice barvitské (Carthamus tinctorius L.). Kolekce byly hodnoceny
ve 40 znacich s pfihlédnutim k jejich korelacim u sledovanych vzorkd. Vedle odrid selektovanych pro
kvétinarskou praxi a nékolika olejnych kutivari byla vice nez polovina téchto polozek predstavovana
krajovymi odridami, pti¢emz nekteré z nich se zdaji vykazovat vyhodnéjsi kombinace preferovanych znaki
(absence ostnitosti, vybarveni kvét, resistence houbovym patogenim) nez odridy komeréné nabizené.
Podobné ekotypy mohou byt v kvétinafské praxi uplatnény piimo (homogenita soucasnych komeréné
nabizenych odriid v pfesevech naznacuje podobny ptivod) nebo 1épe pii Slechténi dalSich v kvétinatstvi
uplatnitelnych odrud; vybrané vzorky byly jiz vyuZity ve $lechténi registrovanych odriid ‘Brnénka” (1997) a
"Vierka” (1998).
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vysvétlivky k tabulkam
AHS: velikost ubort (1: drobny; 2: stfedni; 3: veliky)
IBM: tvar zakrovnich listenti (postupné zaokrouhlovany, 1: kopinaty; 3: elipCity; 5:opakvejcity)
IBD: velikost zakrovnich listenti (1: krat$i a 2: del$i nez primér zakrovu)
IBS: ostnitost zakrovnich listenti (1: pfilezitostna; 3: slaba; 5: stfedni; 7: silnd)
FCF: barva zivych kvétd (od bilych 1 pres zluté a oranzové, v postupné tmavnoucich odstinech po Cervené
9)
FCD: barva suchych kvétt (od bilych 1 ptes zluté a oranzové, v tmavnoucich odstinech, po cervené 9)
FCU: uniformita zbarveni kvitkt, kresba na petalech (1: nevyvinuta; 2: slaba; 3: vyrazna)
TPH: vyska rostlin k poc¢atku kveteni (zaokrouhleny primér z deseti typicky vyvinutych rostlin)
HFU: uniformita, dynamika nakvétani (1: nahlé, 2: postupné nakvétani kvitkd v celém tboru)
LBN: pocet vétvi s vyvinutymi tbory (zaokrouhleny primér z deseti typicky vyvinutych rostlin)
LBL: délka postranniho vétveni (1: kratké; 2: stfedni; 3: dlouhé)
LBA: Gihel vétveni (1: 15-20° 3:20-60° 5: 60-90°)
ISCp: index vhodnosti odridy pro suseni; v idealu se blizi hodnoté 1.0

Adresa autora:
Dr.Ing. Jifi Uher, Department of Floriculture and Vegetable Crops Production, Faculty of Horticulture, Mendel University of,
Agriculture and Forestry at Brno , Valticka 344, 69144 Lednice na Moravé, Czech Republic, uher@zf.mendelu.cz
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Tabulka 1: sledované komeréni kultivary (dubnové vysevy, 40 rostlin.m™)

ISCp AHS | IBM | IBD | IBS | FCF | FCD | FCU | HFU | TPH | LBL | LBA | LBN | DTF
0.254 AC Stirling 4 1 2 5 3 4 0 2 0.70 2 5 12 81
0.286 Lesaf 34C 4 2-3 2 3 1 2 0 2 0.70 2 5 9 78
0.217 | Toupet Jaune Or. 2 1 2 5 4 4 2 2 0.85 3 5 12 84
0.346 Orange Pinsel 4 2-3 2 2 5 8 0 1 0.70 2 5 6 69
0.294 Toupet Orange 5 1 2 5 5 7 1 1 0.70 3 5 8 78
0.204 Weisser Pinsel 4 2 2 2 1 2 0 1 0.70 2 4 6 69
0.313 Finch 4 1 2 6 3 5 0 2 0.75 3 4 16 84
0.404 Sironaria 5 1 2 3 3 4 0 2 0.80 3 4 17 81
0.569 Taskentskij 51 5 3 2 0 9 9 0 2 0.90 3 4 16 90
0.577 | Miljutinskij 114 5 3 2 0 9 9 0 2 1.10 3 5 18 93
0.606 Oranzova 5 5 1 0 8 8-9 1 2 1.00 2 5 16 90
0.380 Zluta 4 2-3 1 1 3 4 0 2 0.80 2 5 11 81
0.476 Cervend 4 1 2 1 6 7 0 1 0.85 2 5 12 84
0.277 | Lasting Yellow 4 2-3 2 2 3 5 0 1 0.70 2 4 6 69
0.202 Lasting White 4 2 2 2 1 2 0 2 0.70 2 5 7 72
0.456 Sabina 3 2-3 | 1 3 6 0 2 0.85 2 5 15 81
0.393 Brnénka 3 2-3 1 1 3 4 0 2 085 | 2-3 5 12 84
0.596 Vierka 4 2-3 2 1 9 9 0 2 0.80 2 4 12 81
0.345 Sepassa 320 3 1 2 3 4 5-6 0 2 0.75 2 5 12 78
0.315 Saffola P202 4 1 2 5 4 5-6 0 2 0.70 2 5 13 78
0.295 SM 8 4 1 2 4 3 6 0 2 0.70 2 5 12 84
0.277 SM 9 4 1 2 5 3 5-6 0 2 0.75 2 5 11 81
0.218 Alcaidia 2 1 2 5 4 6 0 2 0.65 2 5 9 78
0.279 Alarosa 3 1 2 5 4 5-6 0 2 0.80 2 5 12 81
0.595 Feuerschopf 5 5 1 0 8 8-9 1 2 1.10 | 2-3 4 14 90
0.376 Kinko 5 2-3 2 2 5 8 0 1 0.70 2 5 8 69
0.508 Goldschopf 5 5 2 0 5 8 2 1 1.00 2 4 14 90
0.376 Treibgold 4 2-3 2 2 5 7 0 | 0.70 2 5 9 69
0.614 Goldkopfchen 4 1 1 0 7 8 0 2 0.85 2 5 21 87
0.324 | Orange Kopfchen 4 2 2 1 7 7 0 2 0.75 2 3 8 90
0.206 | Zitronenkdpfchen 2 1 2 5 2 4 0 2 0.80 3 4 11 81
0.148 Treibgelb 2 1 2 5 2 4 0 2 0.85 4 6 11 81
0.343 Treiborange 5 2-3 2 2 5 7 0 1 0.70 2 5 6 69
0.219 Treibweiss 4 2-3 2 3 1 2 0 1 0.70 2 5 9 72
0.295 Treibgold 4 2-3 2 2 5 2 0 1 0.70 2 5 7 69
0.277 Orangefeuer 4 2 2 2 5 4 0 1 0.70 2 5 6 69
0.348 | Espo S&G 1001 4 2-3 2 3 5 7 0 1 0.70 2 5 8 72
0.195 | Selektion Weiss 4 2-3 2 2 1 2 0 1 0.70 2 5 6 72
0.292 Selektion Gelb 4 2-3 2 2 3 5 0 1 0.70 2 5 7 72
0.442 Nebraska 8 4 1 2 3 5 8 0 2 0.80 3 5 17 84
0.444 Mogami 5 1 2 4 5 9 0 2 0.80 3 5 15 78
0.387 | Draa Basse Tige 3 1 2 3 3 6 0 2 0.75 3 5 16 81
0.387 | Draa Haute Tige 5 3 2 2 5 8 0 2 0.80 3 5 10 84
0.285 | Inerm Marrakech 3 1 2 5 3 5 0 2 0.80 3 4 12 78
0.395 | Inerme du Draa 4 1 2 1 5 7 0 2 0.80 3 4 12 84
0.378 Inerme R.A. 3 3-4 1 1 3 5 0 2 0.75 2 4 9 81
0.230 | Moyen du Draa 3 1 1 4 5 7 0 2 0.80 3 5 12 84
0.445 | S-8 Select R.A. 4 1 2 0 6 8 0 2 0.80 2 4 11 87
0.202 Alba 4 2-3 2 2 1 2 0 1 0.70 2 4 7 72
0.526 Ingrid 3 4-5 1 1 4 9 1 2 1.00 2 3 14 84
0.332 Sophia 4 2-3 2 2 5 7 0 1 0.70 2 4 6 69
0.426 Vogro 3 1 2 5 2 5 0 2 0.85 3 4 22 81
0.174 Cremewit 4 2 2 2 1 2 0 1 0.70 2 6 6 69
0.697 | Donkeroranje S. 3 4-5 1 0 8 8-9 2 2 1.10 3 5 21 81
0.362 Oranje 3 2-3 2 2 5 8 0 1 0.70 2 4 8 69
0.508 Tangerine 4 3 1 0 9 9 1 1 0.80 2 5 9 78
0.316 | Orange Grenade 4 2 2 2 6 8 0 1 0.70 2 4 8 69
0.343 Oranjegeel 4 2 2 2 5 7 0 1 0.70 2 4 6 69
0.203 White Grenade 4 2 2 2 | 2 0 | 0.70 2 5 6 72
0.262 | Yellow Grenade 4 2 2 2 3 5 0 1 0.70 2 5 6 69
0.231 Shiro 4 2 2 2 1 2 0 1 0.70 2 5 7 72
0.591 | Gladki Borowski 4 3-4 1 0 7 8-9 2 2 1.10 3 4 22 90
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Tabulka 2: vybrané krajové odridy (dubnové vysevy, 40 rostlin.m™)

ISCp AHS | IBM | IBD | IBS | FCF | FCD | FCU | HFU | TPH | LBL | LBA | LBN | DTF
0.697 CHN-01-CT 3 5 1 0 8 8-9 2 2 0.90 3 5 21 81
0.395 CHN-02-CT 4 1 2 1 5 7 0 2 0.80 3 4 12 84
0.378 CHN-03-CT 3 3-4 1 1 3 5 0 2 0.75 2 4 9 81
0.526 CHN-04-CT 5 3 2 0 8 9 0 2 1.10 3 4 14 90
0.404 CHN-05-CT 5 1 2 3 3 4 0 2 0.80 3 4 17 81
0.569 CHN-06-CT 5 3 2 0 9 9 0 2 0.90 3 4 16 90
0.569 CHN-08-CT 5 3 2 0 9 9 0 2 0.90 3 4 16 90
0.595 GER-01-CT 5 5 1 0 8 8-9 1 2 1.10 | 2-3 4 14 90
0.376 GER-11-CT 4 2 2 2 5 7 0 1 0.70 2 5 9 69
0.595 GER-12-CT 5 5 1 0 8 8-9 1 2 1.10 3 4 14 90
0.376 GER-22-CT 5 2-3 2 2 5 8 0 1 0.70 2 5 8 69
0.508 GER-26-CT 5 5 2 0 5 8 2 1 1.00 2 4 14 90
0.376 GER-27-CT 4 2-3 2 2 5 7 0 1 0.70 2 5 9 69
0.614 GER-28-CT 4 1 1 0 7 8 0 2 0.85 2 5 21 87
0.324 GER-30-CT 4 2 2 1 7 7 0 2 0.75 2 3 8 90
0.206 GER-31-CT 2 1 2 5 2 4 0 2 0.80 3 4 11 81
0.569 GER-32-CT 5 3 2 0 9 9 0 2 0.90 3 4 16 90
0.577 IRN-01-CT 5 3 2 0 9 9 0 2 1.00 3 5 18 93
0.606 IRN-04-CT 5 5 1 0 8 9 1 2 1.00 2 5 16 90
0.508 IRN-05-CT 5 5 2 0 5 8 2 1 1.00 2 4 14 90
0.395 IND-06-CT 4 1 2 1 5 7 0 2 0.80 3 4 12 84
0.508 AFG-01-CT 5 5 2 0 5 8 2 1 1.00 2 4 14 90
0.595 AFG-02-CT 5 5 1 0 8 9 1 2 1.00 3 4 14 90
0.508 CND-02-CT 5 5 2 0 5 8 2 1 1.00 2 4 14 90
0.393 CND-04-CT 3 3 1 1 3 4 0 2 0.85 3 5 12 84
0.596 CND-05-CT 4 2-3 2 1 9 9 0 2 0.80 2 4 12 81
0.595 CND-06-CT 5 5 1 0 8 9 1 2 1.00 3 4 14 90
0.595 CND-08-CT 5 5 1 0 8 9 1 2 1.00 3 4 14 90
0.395 CND-09-CT 4 1 2 1 5 7 0 2 0.80 3 4 12 84
0.378 CND-10-CT 3 4 1 1 3 5 0 2 0.75 2 4 9 81
0.508 CND-12-CT 5 5 2 0 5 8 2 1 1.00 2 4 14 90
0.343 JPN-03-CT 5 1 2 4 5 9 0 2 0.80 3 5 15 78
0.343 JPN-04-CT 5 1 2 4 5 9 0 2 0.75 3 5 18 78
0.295 JPN-06-CT 5 1 2 4 5 9 0 2 0.75 3 5 18 78
0.277 JPN-07-CT 5 1 2 5 5 9 1 2 0.80 3 5 18 81
0.348 JPN-08-CT 5 1 2 4 5 9 0 2 0.80 3 5 15 81
0.343 JPN-10-CT 5 1 2 4 5 9 0 2 0.80 3 5 15 78
0.292 JPN-11-CT 3 3 2 2 8 9 2 2 1.00 4 5 22 93
0.445 JPN-12-CT 3 1 2 5 3 5 2 2 0.85 3 4 20 81
0.526 GER-10.1-CT 5 5 2 0 3 6 0 2 1.80 3 4 10 90
0.445 GER-10.2-CT 5 2 2 1 9 9 0 2 0.85 2 5 12 69
0.508 GER-10.3-CT 5 2 2 1 4 6 0 2 0.80 2 4 14 90
0.376 GER-10.4-CT 5 2 1 3 4 6 0 2 0.80 2 5 9 69
0.445 GER-10.5-CT 5 2 1 2 9 9 0 2 0.85 2 5 11 87
0.614 GER-10.6-CT 5 4 1 0 9 9 0 2 0.80 2 3 12 90
0.595 GER-10.7-CT 4 3 2 1 9 9 0 2 0.80 3 4 11 81
0.395 GER-10.8-CT 5 2 1 3 8 8 0 2 0.80 3 4 10 90
0.348 JPN-12.1-CT 5 1 2 4 5 9 0 2 0.80 3 5 15 81
0.343 JPN-12.2-CT 5 1 2 5 5 9 0 2 0.80 3 5 15 78
0.404 JPN-12.4-CT 3 1 2 5 3 5 2 2 0.85 3 4 20 84
0.445 JPN-12.4-CT 3 1 2 4 3 5 2 2 0.85 3 4 20 81
0.343 GER-22.1-CT 4 2 2 2 5 7 0 1 0.70 2 4 6 69
0.343 GER-22.2-CT 5 2-3 2 2 5 7 0 1 0.70 2 5 6 69
0.316 GER-22.3-CT 4 2 2 2 6 8 0 1 0.70 2 4 8 69
0.343 GER-22.4-CT 4 2 2 2 5 7 0 1 0.70 2 4 6 69
0.343 GER-22.5-CT 5 2-3 2 2 5 7 0 1 0.70 2 5 6 69
0.295 GER-22.6-CT 4 2-3 2 2 5 2 0 1 0.70 2 5 7 69
0.277 GER-22.7-CT 4 2 2 2 5 4 0 1 0.70 2 5 6 69
0.348 GER-22.8-CT 4 2-3 2 3 5 7 0 1 0.70 2 5 8 72
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GENOVE ZDROJE PRO VYZKUM A SLECHTENI OLEJNEHO LNU
GENETIC RESOURCES FOR LINSEED RESEARCH AND BREEDING

Eva TEJKLOVA - Bohumila MATYSOVA - Jiti HORACEK - Michal ONDREJ - Lenka
ODSTRCILOVA - Martin PAVELEK

Some new genotypes from the Agritec linseed collection are described. Inheritance of yellow-green shoot mutation was
characterized. Genetic analysis confirmed two-alleles monogenic determination of the leaf and stem colour. Allele
controlling yellowish shoots is recessive to allele for standard, green shoots. Genetic resources of Oidium lini resistance in
linseed were found. French variety Jupiter is completely resistant to Oidium lini but very sensitive to Alternaria linicola.
Chinese linseed line K 88-12 gave O. lini and A. linicola-resistant combination after crossing with Atalante. Lines with
significant changes in fatty-acid composition of seed oil were detected after mutagenesis. High-yielding lines resistant to
Oidium lini and Alternaria linicola were detected in field trials. Negative correlation between Oidium lini and Alternaria
linicola were proved in high-linolenic and low-linolenic breeding lines.

Key words: Linum usitatissimum L., linseed, genetic resources, mutation, fatty acids, Alternaria linicola, Oidium lini,
resistance

Uvod

Slechtitelska prace u Inu ve firmé Agritec s.r.o. vychdzi z vlastni kolekce genovych zdroji, kterd svym
rozsahem patfi k nejvétsim v Evrop€. Kolekce Inu v soucasné dobé obsahuje 2041 polozek, z toho je 519
krajovych odrud, 1024 odrid a 498 vzorku slechtitelského materialu. Kolekce je udrzovana a dale rozvijena diky
mezinarodni spolupraci pii vyméné genovych zdroji a také diky materialim nové vznikajicim v prib&hu feseni
vyzkumnych projektt a diky Slechtitelskym aktivitim firmy samotné.

Material a metody

1) Linie Inu se zlutozelenym prytem NLN 14C2 vznikla v pokusech sinzeréni mutagenezi vr. 1999
(RAKOUSKY et al., 2003), transgen viak u ného nebyl prokizan. Vr. 2002 byl mutantni genotyp kiiZen
s vychozi linii NLN 245 se standardnim zelenym prytem (obr. 1). Barva pryti byla sledovana v F1 a F2
generaci. V F2 byla testovana y” testem (v tabulkovém procesoru Excell) shoda §tépnych pomérd barvy prytt
s teoretickym pomérem 3:1 a byla tesovana identita reciprokych kiizeni.

2) Materialy olejného Inu testované ve Skolce pochazeji z kiizeni zaméfeného na vytvoieni vynosné a
k chorobam rezistentni odridy jednak s klasickym zastoupenim mastnych kyselin, jednak s redukovanym
obsahem kyseliny linolenové pod 5%. K ziskani zadanych kombinaci a ke stabilizaci genotypu jsou pouzivany
pozitivni a negativni selekce a prasSnikova kultura. Jednotlivé genotypy jsou vysévany secim strojem Hege: na
Sestitddkové parcelky 1 m dlouhé, fadky 10 cm od sebe, na fadek 100 semen, do hloubky 1 cm. Odolnost
k chorobam byla hodnocena bodovou stupnici 1-5: 1 — bez napadeni, 5 — totaln¢ napadené. Byly vyhledavany
genotypy vyznacujici se kombinovanou odolnosti k Alternaria linicola (Cern Inu) a Oidium lini (padli). Rostliny
v plné zralosti byly ruéné vytrhany, ve svazcich dosuseny a odsemenény na drhliku, semena zvaZena. Byly
vybirany genotypy s relativné vy$§imi vynosy semene ve srovnani s odriidou Atalante, ktera v podminkach CR
dlouhodobé¢ vynika odolnosti k chorobam a soucasné i vynosem semene.

3) Pét linii odvozenych z mutantni rostliny po indukované mutagenezi etylmetansulfonatem (TEJKLOVA,
1995) s rozsifenou variabilitou ve skladbé mastnych kyselin (MK) bylo kmenovym §lechténim v obsahu MK
stabilizovano. Stanoveni procentudlniho zastoupeni MK v semenném oleji bylo provadéno na plynovém
chromatografu. U jednotlivych linii byl stanoven obsah MK ve 20 jednotlivych rostlinach (z kazdé rostliny byl
pouzit vzorek z 10 semen). Jako kontrola byla pouzita odrida olejného Inu Areco s klasickym obsahem MK. U
15 jednotlivych rostlin vybranych ze vSech linii dohromady byl stanoven obsah MK vzdy v 5 jednotlivych
semenech. Ziskané vysledky byly zhodnoceny programem Unistat.

4) Na parcelach o plose 10 m* bylo vr. 2005 testovano 34 genotypti ve skupiné vysokolinolenovych a 32
genotyptt ve skupiné nizkolinolenovych olejnych Inti spolu s kontrolnimi odradami Flanders pro
vysokolinolenové (klasické) a Lola pro nizkolinolenové typy Inu a to ve 4 opakovanich. Seti bylo provedeno
secim strojem Oyord, fadky 12,5 cm od sebe, hustota vysevu 1000 semen na 1 m?, do hloubky 1 cm. Odolnost
genotypu k chorobam byla hodnocena v obdobi piechodu z faze zelené do faze Zluté zralosti. K hodnoceni byla
pouzita bodova stupnice od 1 (bez napadeni) do 5 (rostliny zcela napadené). V pozdné zluté az plné zralosti byl
porost desikovan a sklizen maloparcelkovym kombajnem Wintersteiger. Po dosuSeni na 9% vlhkost byla semena
precisténa a zvazena. Byly vyhledavany genotypy s kombinaci vysokého vynosu a odolnosti k Alternaria
linicola a Oidium lini a ke komplexu dal$ich chorob zptisobujicich hnédnuti stonku.
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Vysledky a diskuse

1) Po kiiZeni linii Inu se zelenym (NLN 245) a Zlutozelenym (NLN 14C2) prytem byly v F1 generaci v obou
reciprokych kiizenich nalezeny jen rostliny se zelenymi pryty. Tab. 1 uvadi $tépné poméry zjisténé v F2
generaci.

Tabulka 1: Stépné poméry a vysledky y* testu v F2 generaci reciprokych kiiZeni mutantni linie se
Zlutozelenym prytem a linie vychozi - standardni

Zjistény podet rostlin Celkem Vysledek * testu
S pryty rostlin
zelenymi | Zlutozelenymi stépného pomeéru identity reciprokych
3:1 Py kiizeni Py
NLN 245 x NLN 14C2 105 32 137 0,657
NLN 14C2 x NLN 245 118 41 159 0,819 0,1255

Vysledky y* testu dokazuji, Ze ziskané §tépné poméry zelenych a Zlutozelenych pryti v F2 generaci
odpovidaji teoretickému pomeéru 3:1 a Ze reciproka kiizeni jsou identickd. Z toho vyplyva, Ze znak zlutozeleny
pryt je fizen monogenné a ze je recesivni viici zelenému prytu. Barva prytu je zfejmé dana snizenou schopnosti
tvorby chlorofylu v listech a stoncich. Ve srovnani s vychozi linii je mutantni linie o 4 dny pozdnéjsi, rostliny
jsou nizsi, linie dosahuje nizsiho vynosu semene (91,88 %). V ostatnich znacich se ob¢ linie nelisi.Tato mutace
je zajimava predevsim tim, Ze je spolehlivé odliSitelna od standardniho fenotypu jiz ve fazi stromecku. Moznosti
rané detekce hybridi mezi recesivnimi homozygoty bylo napiiklad vyuzito ke stanoveni frekvence
nekontrolovaného cizospraseni pfi studiu pfenosu pylu hmyzem ve Inu v ramci feSeni projektu NAZV QC 1362
a v soucasnosti v ramci vyzkumného zaméru MSMT MSM 2678424601. Tato mutace miize byt také dobrym
markerem v genetickych studiich.

2) Mezi odridami pouzitymi v kiizeni olejnych Inti vynikala jako zdroj ranosti a odolnosti k padli francouzska
odriida Jupiter. Obr. 2 ukazuje §tépici populaci vzniklou kiizenim Atalante x (Laura 1/1/1 x Jupiter) po 3
opakovanych selekcich na odolnost k padli. Jupiter je vSak soucasné nositelem nachylnosti k Alternaria linicola.
Dalsim zdrojem odolnosti k padli je ¢inska linie K 88-12, ktera sama v odolnosti k padli §tépi.

Zkombinovat v jednom genotypu vysoky vynos a odolnost k vice chorobam je slechtitelsky obtizny tukol.
Materialy vynikajici po zdravotni strance ¢asto nedosahuji vynost genotypd nachylnych k nékteré z chorob.
Orientacni vysledky z testovani novoslechténi ve Skolce vr. 2005 vsak ukazuji, Ze je mozné zkombinovat
odolnost k Oidium s odolnosti k Alternaria a ze je mozné dosahnout i u rezistentnich genotypt vysokych vynosu
(Tab. 2). Linie 496/2005, vznikla kiizenim K 88-12 x Atalante, je odolna jak k padli, tak k ¢erni Inu a dosahuje
vynosu Atalante. Linie 583/2005, vznikla z odridy Areco mutagenezi, je po zdravotni strance srovnatelna
s Atalante, ale vynosem semene ji pickonava.

Tabulka 2: Nadéjna novoslechténi ve Skolce v r. 2005

Genotyp  |Plvod Vynos semen Odolnost
z parcelky 0,6m> piepocteno k Alternaria k Oidium lini
(2) (tha™) linicola
Atalante 156 2,6 1,52 3,25
496/2005 |K 88-12 x Atalante 177 2,9 1,15 1,00
583/2005 [Areco po mutagenezi 216 3,6 1,35 3,30

3) Selekci v materialu po chemomutagenezi byly ziskany linie se zménénym obsahem MK v semenném oleji
(obr. 3). Linie 1193 vykazuje zvySeny obsah kyseliny palmitové, linie 1192, 1993, 1195, 1196 a 1197 zvySeny
obsah kyseliny olejové, linie 1192, 1196, 1197, 1198 a 1199 zvySeny obsah kyseliny linolové a sniZzeny obsah
kyseliny linolenové. Na analyzach jednotlivych semen (obr. 4) je patrna vyrovnanost hodnot pro jednotlivé MK
v ramci jednotlivych vybranych rostlin. Tab. 3 ukazuje, u kterych z 15 testovanych jednotlivych rostlin jsou
odchylky v obsahu jednotlivych mastnych kyselin statisticky vyznamné.
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Tabulka 3: Prikazné odchylky v obsahu mastnych kyselin ve vybranych rostlinach od kontrolni odriidy
se standardni skladbou mastnych kyselin v semenném oleji

53

C.linie [Pavod C. Cisla rostlin s prikaznymi odchylkami (p=0,05) od standardniho
testovanych obsahu MK
rostlin palmitova | stearova olejova linolova | linolenova
1192|Te 60/69k/3/1/3 1-20 12,17 12 12,17
21-23, 23 21,22,23,25,30, _
1193|Te 60/69k/3/1/6 21-39 75.30.33. 34 ! 21 21-23,25,30,34
1195|Te 60/71k/625/91/1 |41-60 48,52 48,52
1196(Te 60/100/652/5 61-80 63,78 63,77,78,96  163,77,78
1197|Te 60/100/652/10  |81-100 96

Genotypy sruznou skladbou MK v semenném oleji jsou vhodné ke studiu dédicnosti tvorby MK
v semenném oleji Inu setého.

4) Vynosové zkousky dovoluji vybrat z novoslechténi linie perspektivni a vyfadit linie s hor§imi parametry nez
grafii zahrnuty.

Z porovnani grafii znazorfiujicich vynos semen s grafy odolnosti k chorobam (obr. 7 az 10) vyplyva, ze
genotypy s vyssi odolnosti k 4. linicola davaly vynosy na Grovni kontrol nebo vyssi (kromé jediné), zatimco
genotypy odolné k O. lini dosahovaly jak nizsich, tak srovnatelnych i vyssich vynosi nez kontrolni odridy.

Vsechny linie s vy$si odolnosti k uvedenym chorobam (zahrnuté do grafi na obr. 7 az 10) byly zahrnuty i do
grafii vynosu semene. Linie s nejniz§imi vynosy, do grafii vynost nezahrnuté, byly siln¢ nachylné k nékteré ze
sledovanych chorob. Naproti tomu vsak linie AGT 984/02 nebo AGT 987/02, vykazovaly pomérné silné
napadeni O. lini a slabé i1 A. linicola, ptesto dosahovaly mezi nizkolinolenovymi nejvyssich vynost. Ziejmé se u
nich uplatiuje tolerance k t¢émto chorobam.

Z obr. 7 az 10 vyplyva, ze u sledovanych genotypt existuje zaporna korelace v odolnosti k 4. /inicola a k O.
lini. Genotypy nejodoln€jsi k 4. linicola nevykazovaly vys$i odolnost k O. /ini a naopak. Tab. 4 ukazuje
korela¢ni koeficienty pro celou testovanou skupinu vysokolinolenovych a celou skupinu nizkolinolenovych linii.

Tabulka 4: Vztah mezi odolnosti k Alternaria linicola a Oidium lini v testovanych souborech genotypt
vyjadiena korela¢nim koeficientem ro,

Linie Toa t t(()’()l) t((),()()l) V}”ZHal’IanSt
Vysokolinolenové -0,444 2,889 2,75 3,65 *%
Nizkolinolenova -0,887 11,035 2,75 3,65 ol

Presto vSak jiz byly ziskany genotypy s kombinovanou odolnosti k obéma chorobam, jak jiz bylo uvedeno
vySe. Tyto materidly budou vyuzity ke kombina¢nimu kiiZzeni s genovymi zdroji odolnosti k Fusarium
oxysporum f.sp. lini, - dal$i vyznamnou chorobou olejného Inu v CR i ve svéte.
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Obr. 1. Roditovské linie pouZité pro stanoveni
dédignosti Zlutozelené barvy prytu: linje NLN 14C2 s
mutantnim Zlutozelenym prytem (vlevo), vychozi linie
olejného Inu NLN 245 se standardnim zelenym prytem
(vpravo). —

< Obr, 2. Potomstvo 503/2005 (Atalante x (Laura 1/1/1 x
Jupiter)) §tépici v odolnosti k padli. Vlevo odolné rostliny,
vpravo rostlina siln& napadend padlim.

Obr. 4. Obsah mastnych kyselin v semenném

Obr. 3. Obsah mastnych kyselin v klasické odriidé Inu oleji v jednotlivych semenech jednotlivych srostlin

Areco a liniich odvozenych z materidlu po mutagenezi.
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HODNOCENI GENOFONDU LEKORICE (GLYCYRRHIZA L., FABACEAE)
Z HLEDISKA OBSAHU GLYCYRRHIZINU
EVALUATION OF GENE RESOURCES COLLECTION OF LIQUORICE
(GLYCYRRHIZA L., FABACEAE) - CONTENT OF GLYCYRRHIZIN

Jarmila NEUGEBAUEROVA

Glycyrrhiza L. is a perennial medicinal plant and a genetic resources collection of this genus is maintained at the
Horticultural Faculty in Lednice, Mendel University of Agriculture and Forestry in Brno since 1995. The dried roots
and stolones, whole or cut and peeled, have many uses mainly in pharmacy and food technology. In the years 2001,
2002 and 2005 a total of 5 genotypes (two accessions of Glycyrrhiza glabra L., G. echinata L., G. uralensis Fish., G.
pallidiflora Maxim.) were classified by using of selected economical characters according the Czech descriptor list.
Along with 25-30% of starch, 3-10% of glucose and sucrose, coumarins, triterpenoids, sterols and other compounds, the
drug contains also flavonoids and saponins, whose pharmacological activity is attributed. The saponins are mainly
represented by glycyrrhizin (also know as glycyrrhizic acid) in liquorice and a HPLC method for its identification and
calibration were used in this experiment.

Key words: Glyccyrhiza L., content matters, genotypes, glycyrrhizin (glycyrrhizic acid), HPLC

Uvod

Rod Glycyrrhiza L je zatazen mezi vytrvalé 1éCivé rostliny a jeho genofond je udrzovan na Zahradnické
fakulté¢ v Lednici, Mendelovy zemédélské a lesnické univerzity v Brné od roku 1995. Podle navrzeného
klasifikatoru jsou hodnoceny znaky hospodaiské, mezi které patii i hodnoceni drogy — Iékoficového kotene
(Liquiritiae radix). Rozdilné hodnoty v obsahu glycyrrhizinu (kyseliné glycyrrhizové) jsou jednim z kriterii
pfi posuzovani jednotlivych polozek genofondu. Minimalni mnozstvi glycyrrhizinu pro Glycyrrhiza glabra
L. jsou 4% (Cesky 1ékopis 2002) v Glycyrrhiza echinata L. bylo zjisténo mnozstvi 0,5% (KASPAROVA,
2003).

Material a metody

V letech 2001, 2002 a 2005 bylo hodnoceno pét polozek genofondu 1ékotice. Dvé polozky Glycyrrhiza
glabra L., po jedné polozce Glycyrrhiza echinata L., Glycyrrhiza uralensis Fish. a Glycyrrhiza pallidiflora
Maxim. Oddenky a kofeny byly sklizeny v terminech zafi az fijen. Podle navrzené stupnice klasifikatoru byl
hodnocen povrch a barva kofentl, barva kofenll na pficném fezu, procento susiny a glycyrrhizinu. Celkovy
obsah suginy byl stanoven gravimetricky jako rozdil hmotnosti vzorki suenych pii 105° C (JAVORSKY et
al., 1987). Stanoveni obsahu glycyrrhizinu bylo provedeno dle Ceského lékopisu 2002. Kofeny byly po
ususeni pomlety na jemny prasek, z n¢j bylo odebrano piedepsané mnozstvi (1g) a pfevedeno do roztoku
amoniaku (17,5%).

Obsah kyseliny glycyrrhizové byl stanoven metodou vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC)
pfi pouziti rezimu s obracenymi fazemi, s detekei v ultrafialové oblasti (UV) spektra. Kvalitativni stanoveni
bylo provedeno zreten¢nich dat, kvantitativni stanoveni zploch (vySek) piki vzorku a standardu.
Kapalinovy chromatograf ECOM (CZ) sestava z Casti: analytické cerpadlo LCP 4000.1 (ECOM), davkovaci
analyticky smyckovy ventil (ECOM), vnéjs§i smycka 20 pwl (ECOM), UV-VIS detektor LCD 2082.2
(ECOM), 254 nm a analytické kolony CGC 3x150 Separon SGX C 18,7 um (TESSEK). Mobilni fazi je
kyselina octova, acetonitril a voda 6:30:64 (v:v:v).

Vysledky a diskuze

Na zéklad¢ zjisténych hodnot byly jednotlivé polozky genofondu hodnoceny stupnici pro povrch kofene
1 (rozpraskany) az 2 (korkovity); barva kotent na povrchu 3 (hnédozlutd) az hnédé, na prifezu 1 (Zlutobild)
az 2 (jasné€ zlutd); procento susiny 1 (malé) az 4 (vysoké); procento glycyrrhizinu 1 (malé) az 3 (vysoké).
Obsah glycyrrhizinu se pohyboval v rozmezi 0,4-4,2%. Glycyrrhiza glabra L., kterda muze byt jedinym
mateénym druhem pro ziskani drogy (Liquiritiae radix) vyhovuje podminkdam Ceského lékopisu 2002 na
rozdil od ostatnich polozek genofondu.

Zavér

Vizualnim hodnocenim byly zji§tény rozdily v charakteru povrchu a barvé Cerstvych kotenti 1ékofice.
Polozky genofondu Glycyrrhiza glabra L maji kofeny na povrchu barvu hnédou, na pficném fezu jsou jasné
zluté, sytost barvy neni zavisla na rozdilném ptavodu téchto polozek (Lednice, Simferopol). Vyssi procento
susiny bylo rovnéz zjisténo u polozek Glycyrrhiza glabra L. Stejn€ jako obsah glycyrrhizinu (kyseling
glycyrrhizové). Glycyrrhiza glabra L spolu s Glycyrrhiza uralensis Fisch. patii do sekce Euglycyrrhizae
BOISS.,druhy Glycyrrhiza echinata L. a Glycyrrhiza pallidiflora Maxim. patii do sekce odlisné -
Pseudoglycyrrhizae KURG., druhy této sekce podle KRUGANOVE (1966) glycyrrhizin neobsahuji.
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EVIDENCE VYSKYTU STARYCH A KRAJOVYCH ODRUD VE VYBRANYCH
LOKALITACH CR
RECORDING THE OCCURRENCE OF OLD AND REGIONAL VARIETIES IN
SELECTED LOCALITIES OF THE CZECH REPUBLIC

Vojtéch REZNICEK

1t is beyond dispute that concentrated genetic resources of old vanishing varieties and of regional varieties connected with
a specific area have an economic and cultural value given by their authentic quality and irretrievability. This is a topic
carried out at the Department of Breeding and Propagation of Garden Plants, Faculty of Horticulture Lednice, Mendel
University of Agriculture and Forestry Brno, in the form of final-year, bachelor and PhD theses.

Besides own records we also evaluate growth data (height of tree, width of crown etc.), harvesting data (quantity and
quality), overall health of harvest (susceptibility to diseases and pests). Attention has so far been paid to the following
regions: Hranice — 310 apple trees, 81 pear trees; Kladruby nad Labem — 220 apple trees, 2 pear trees;, Kunstit — 852
apple trees, 55 pear trees; Tisnov— 780 apple trees, 121 pear trees; Opava — 430 apple trees, 22 pear trees; Sumperk — 116
pip-fruit trees; Treboni — 630 fruit trees; Walachia region in Moravia — 950 trees evaluated on two dates. The most
frequently occurring varieties of apples trees were: Jadernicka moravskd, Panenské ceské, Strymka; and of pear trees:
Charneuskd, Muskatelka Sedd, Konference. Pomological characteristics were elaborated for the as yet not described
varieties (apple trees: Lecar, Sarlatka boracska, Kanefl; pear trees: Neznamka, Fajfka, Knizatka, Mendlovka, Sedulka,
Spidlenka).

Keywords: old and regional varieties, pomology, records of varieties, apple trees, pear trees.

Uvod

Ovocné stromy jsou neodmyslitelnou soucasti venkovské i méstské krajiny. Ovocné zahrady u domu,
ovocné sady navazujici na selska hospodafstvi, ovocné aleje ¢i stromotadi se vyskytuji v nasich regionech jiz
od stiedovéku. Sveédci o tom znaény pocet starych a krajovych odrid, které se v hojné mife péstovaly jesté na
zacatku minulého stoleti a dodnes se snimi setkavame v fadé lokalit. Vznik téchto odrid byl procesem
samovolnym, ktery vyplyval pfedev§im z vysoké plosné hustoty a tradice péstovani. VétSinou u téchto odrid
nezname jejich puvod, vznikly ¢asto ndhodné a vzhledem ke svym kvalitam se dale Sifily do okoli. Jejich
ptrednosti je nejen dokonala ptizptisobivost k ptidné klimatickym podminkam, ale i vysoka odolnost k celé fadé
Skodlivych ¢initeld. Mnohé z téchto odriid se i v soucasné dobé jevi zajimavé ve $lechtitelskych programech
jako donory rezistence (odolnost vii¢i houbovym chorobam, nizké teploté, zamokfeni, zasoleni, suchu apod.).
Vysazuji se v marginalnich oblastech, nékteré se piimo uplatiuji v ekologickych systémech péstovani.

Soustied’'ované genetické zdroje jak starych zanikajicich odrid tak i krajovych vazicich se k urcité oblasti
maji nespornou ekonomickou i kulturni hodnotu, kterd je dana jejich originalitou a nenahraditelnosti, jsou
soucasti kulturniho dédictvi lidstva, svéd¢i o bohatosti krajiny. Pfimy ekonomicky efekt z vyuzivani
genetickych zdroju nelze zatim presné finan¢né vycislit, avSak spolecensko-hospodatrské vyuzivani a ochrana
genofondu je strategickym tkolem lidstva.

Material a metody

Ziskavéani informaci o existenci vyskytu starych a krajovych odrid ovocnych dfevin je zakladem
zéchranaiskych praci. Zadanymi bakalatskymi, diplomovymi a doktorandskymi pracemi na Ustavu §lechténi a
mnozeni zahradnickych rostlin Zahradnické fakulty Lednice MZLU v Brné jsou postupné zpracovavany
vybrané oblasti. Do souc¢asné doby byla pozornost vénovana témto oblastem: Hranicko, Kladruby nad Labem,
Kunstatsko, Olomoucko, Opavsko, Sumpersko, Tisnovsko, Ttebiésko, Tiebonsko, Valassko. Evidence v téchto
oblastech byla zamétena na ovocné zahrady u domi ¢i selskych hospodarstvi, na aleje, stromofadi a polni sady.

Ke zjistovani vyskytu bylo pouzito metod historického a etnografického badani véetné odborného terénniho
vyzkumu. Mimo vlastni evidence byly hodnoceny rustové udaje (vyska stromu, Sitka koruny, pramér kmene,
objem koruny), sklizové hodnoty (velikost sklizn¢, pomologické hodnoceni, hospodaiské vyuziti), celkovy
zdravotni stav (9 bodova stupnice, modifikace metodiky UPOV-VSUO Holovousy), citlivost k chorobam a
sktidctim (stupnice VSUO Holovousy), navrh vhodnosti vyuZiti stromd pro zachranu genofondu.

Zavérecné hodnoceni uvedené lokality shrnuje experimentalni vysledky v navaznosti na moznost dalSiho
uplatnéni a vyuziti odrid ve Slechténi, doporuc¢eni odriid pro nenarocné péstovani v alternativnim zemédé€lstvi,
ozelenéni krajiny, pfi realizaci projektti biokoridorti, skupinovych vysadeb, aleji, polnich cest a silnic nizsich
rada.

Dosazené vysledky
HRANICKO (Hranice na Morave)
Historie a soucasny stav: Krajska ovocna Skolka zalozend v Hranicich roku 1903 a ustanoveni okresniho

zahradnika vedly k rozvoji ovocnéfstvi, byly konany ovocnaiské prednasky, kurzy. Evidence byla zaméfena
na zbytky starych sadi, sledovano bylo 15 lokalit v katastru mésta Hranice na Moravé.
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Vysledky evidence: Celkem bylo zaevidovano 310 stromu jabloni a 81 stromu hrusni. Nejvétsiho zastoupeni
dosahla u jabloni odrida ‘Jadernicka moravska’, dale pak "Croncelské’, "Citronové zimni’, ‘Bananové
zimni’, "Boskoopské ¢ervené’, 'Gdansky hrana¢’, 'Kaselskd reneta’, "Panenské c¢eské’, "Matcino’,
"Strymka’. Z hrusni pak odrida "Pchavka’, "Williamsova’, "Konference’, 'Charneuska’, "Solnohradka’,
"Pafizanka’, "Spinka” a mistni odriida "Plogtica’.

KLADRUBY NAD LABEM (areal Narodniho hiebc¢ina s.p. Kladruby nad Labem)

Historie a soucasny stav: Historie samotného hiebcina saha do 16. stoleti a souvisi s existenci andaluského
kon¢ na pardubickém panstvi. V roce 1992 vznikl Narodni hieb¢in Kladruby nad Labem s.p. a v roce 1995
se stal aredl vCetné rasy starokladrubského koné statni kulturni pamatkou. Ovocné sady byly v aredlu
hfebc¢ina vysazeny ve 30. letech 20. stoleti. Hlavni alej (ptivodné trojfada, dnes dvojfadd), pfijezdova cesta
k Josefovu dvoru i tieti alej mezi padokem a Josefovym dvorem slouzi jako vybéh pro koné, vechny aleje
jsou zatravnény a pravidelné koseny.

Vysledky evidence: V alejich se nachazi 220 jabloni a 2 hrusné. Nejéastéji se vyskytuji odridy "Vilémovo’,
"Ribstonské’, "Parména zlata zimni’, "Boskoopské’, "Boikovo’, ‘Blenheimska reneta’, "Strymka’, "Hajkova
muskatova reneta’, ‘Parkerovo’, ‘Baumannova reneta” a "Croncelské’.

KUNSTATSKO

Historie a soucasny stav: Ovocnictvi v této oblasti je spojeno s bohatou historii Brnénského kraje, zejména
vznikem spolkd, které S$ifily ovocnaiskou osvétu, ale i sfadou vyznamnych osobnosti (prof. Miloslav
Vavra). Velky vliv lze pripsat ovocné Skolce ve Vanovicich a Slechtitelské praci Skolkaie Vlka.
V povéle&ném obdobi pak zkusebné UKZUZ v Lysicich. Evidence probihala v katastrech obci Kunstat,
Rozse¢ nad Kunstatem, Zbraslavec, Sebranice, Viesice, Zerﬁtky, Crhov, Olesnice.

Vysledky evidence: Celkem bylo zaevidovano 852 jabloni a 55 hru$ni. Z jabloni se nejcastéji vyskytuji
"Panenské Ceské’, ‘Boskoopské’, ‘Baumannova reneta’, 'Parména zlatd zimni’, "Boikovo obrovskeé’,
‘Boikovo’, ‘Landsberska reneta’, "Sudetska reneta’, "Gascoygneho Sarlatové’, 'Harbertova renecta’,
"Croncelské’, ‘Blenheimskd reneta’, "Strymka’, 'Gravstynské’, ‘Jadernicka moravska’, "Smifické’,
"Kminova reneta’, "Vilémovo’, '‘Gdansky hrand¢’. Z hrusni jsou nejvice zastoupeny odridy "Hardyho’,
"Pafizanka’, ‘Dielova’, ‘Boscova’, ‘Drouardova’, ‘Merodova’, ‘Spinka’.

TISNOVSKO (Lomnice, Nedvédice)

Historie a soucasny stav: Archivni prameny uvadéji, ze tiSnovsky region byl proslaven péstovanim ovocnych
stromt nejen pro prodej stolniho ovoce, ale i pro rizné zplisoby zpracovani — lisovani, suseni, vyroba vina,
povidli apod. Pro prizkum stavajicich vysadeb byla vybrana katastralni uzemi obci Bora¢, Deblin,
Doubravnik, Husle, Jilmovi, Lomnice, Nedvédice, Podoli, Tisnov, Uj ezd, Zelezné a Zerntivka.

Vysledky evidence: Celkem bylo zaevidovano 780 stromi jabloni a 121 stromi hrusni. Pro sledovanou oblast
jsou nejtypictéjsi nasledujici odridy jabloni: "Vilémovo’, "'Panenské ¢eské’, ‘Blenheimska reneta’, "Lecar’,
"Smifické vzacné’, ‘Baumannova reneta’, "Kaselskd rencta’, 'Boikovo’, "Boskoopské’, "Boskoopské
ervené’, 'Ribstonsky jadernad’, "Parména zlatd zimni’, ‘Kardinal Zihany’, "Sarlatka bora¢ska’, "Gdansky
hrana¢’, ’‘Strymka’, ‘Landsberskd reneta’. Z hrusni: 'Neznamka’, "Muskatelka Sedd’, "Knizatka’,
"Clappova’, "Charneuska’, ‘Kfivice’, "Williamsova’, "Seda letni’.

OLOMOUCKO (Velky Tynec)

Historie a soucasny stav: Stromoradi vysazené v katastru obce Velky Tynec je pomérné mladsi, vysadba byla
uskutecnéna az po 2. svétové valce. Stromy nejsou pravidelné oSetfovany, prosychaji a jsou zanedbané.

Vysledky evidence: Ve stromotadi se nachazi 61 jabloni a 6 hrusni. Z jabloni se vyskytuji odridy "Ananasova
reneta’, ‘Baumannova reneta’, ‘Bernské rizové’, ‘Cervené tvrdé’, "Gdansky hranac’, ‘Gustavovo trvanlivé’,
"Malinové holovouské’, "Jadernicka moravska’, "Jonathan’, "Matcino’, "Ochranovské’, ‘Strymka’,
"Vilémovo'.

OPAVSKO (Radun, Vrsovice, Komarov, Opava)

Historie a soucasny stav: O rozvoj ovocnictvi v regionu se v 19. stoleti zaslouzil dobroslavsky roddk Karel
Bucek, jehoz zasluhou se $ifily uslechtilé odridy po celém okoli. Staré ovocné dieviny se nyni nachazeji
predevsim v mensich soukromych zahradéch, alejich, stromotadich. Vék téchto stromt se pohybuje mezi 50
— 120 lety.

Vysledky evidence: Celkem bylo zaevidovano 430 jabloni a 22 hrusni. Z jabloni se nejcastéji vyskytuji odrady
"Boikovo’, ‘Strymka’, "‘Boskoopské’, "Croncelské’, "Jadernicka moravska’, 'Ontario’, 'Prisvitné letni’,
"Panenské Ceské’, "Studni¢né’, 'Rederova reneta’, "Landsberska’, ‘Gdansky hrana¢’, 'KniZzeci zelené’,
"Krasokvét zluty’. Vyznamny je vyskyt hrusni "Charneuska’, ‘Pafizanka’, "Konference’, "Hajenka’,
Ktivice’.
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SUMPERSKO (Bludov, Velké Losiny)

Historie a soucasny stav: Ovocnaistvi v této oblasti je spojeno se §lechtitelskym rodem panii ze Zerotina.
Vyznamnou ovocnaiskou osobnosti byl zamecky zahradnik a $lechtitel Jan Marek pusobici v Bludové
koncem 19. stoleti. Vyslechtil odridu Sudetska reneta, ktera byla rozmnozovana jesté v 60. letech 20.
stoleti. Do soucasné doby se ucelengj$i zbytky vysadeb zachovaly v zemédélsky méné vyuzivanych mistech
ve vyssich polohach, ve stromofadich silnic, polnich cest, ale i v mensich soukromych zahradach a arealech
historickych objektt.

Vysledky evidence: V katastru obce Bludov (Frantiskova alej, Matuskova hraz — ve stfedu obce) bylo
zaevidovano 116 stromid jadrovin. Nejvice jsou zastoupeny odridy jabloni ‘Bananové zimni’,
‘Berlepschova’, "Boskoopské’, "Boskoopské cervené’, 'Gdéansky hranac¢’, "Hedvabné pozdekveté’,
"Jaderni¢ka moravska’, "Parména zlata zimni’, "Sudetska reneta’. Z hrusni odrada 'épinka'.

Stafi stromu v katastru obce Velké Losiny se pohybuje od 50 do 80 rokd. Hodnoceno bylo 17 lokalit a
zjisténo 31 odrud jabloni. Nejcastgji se vyskytuji odrady 'Bernské rizové’, 'Gustavovo trvanlivé’,
"Kardinal zihany’, "Kaselska reneta’.

TREBICSKO (Brtnice — Uhfinovice)

Historie a soucasny stav: Alej byla vysazena ve 30. letech 20. stoleti v dobé, kdy Brtnici vlastnil Manfred
Collalto. Uhfinovska alej je jednostrannd, tvofena piedevsim jablonémi. V roce 2000 byl pod patronaci
Centra ekologické vychovy — Chaloupky u KnéZic — proveden odborny fez a podsadba v chybégjicich
partiich.

Vysledky evidence: Celkovy pocet evidovanych stromt byl 95 a nejvice zastoupeny odriidy jabloni "Coulonova
reneta’, “Studni¢né’, ‘Strymka’, 'Karinal Zihany’, "Boikovo’, 'Parména zlata zimni’, '§ampaﬁské reneta’,
"Baumannova reneta’, "Jaderni¢ka moravska’.

TREBONSKO

Historie a soucasny stav: Na utvareni krajiny Tieboniska se jiz od 12. stoleti podilel ¢loveék upravami vodnich
pomért této mocalovité krajiny. Dimyslna sit umélych stok a uméle zakladané rybniky budované
v n¢kolika etapach od sttedovéku do soucasnosti predstavuji dokonaly systém postupnych, koordinovanych
krajinafskych uprav. Inventarizace byla provedena v katastru obci Dunajovice, LiSov, Lomnice nad Luznici
a v alejich mezi obcemi LiSov — Hirky a Hirky — Slovénice.

Vysledky evidence: Celkem bylo hodnoceno 630 stromi jadrovin: 595 jabloni, 35 hrusni a 81 stromt slivoni. U
jabloni se nejcastéji vyskytovaly odridy "Strymka’, "Jonathan’, 'Croncelské’, 'Parména zlatd zimni’,
‘Boikovo’, "Landsberska reneta” a 'Prasvitné letni’. Z hrusni 'Clappova’, 'Esperenova’, 'Muskatelka
turecka’, "Nelisova zimni".

VALASSKO (Bilé Karpaty)

Historie a soucasny stav: Ovocnictvi na Vala$sku mélo prevazné extenzivni charakter. Ovoce se péstovalo
k pfimé spotiebé, ale znamé jsou i rizné zplsoby zpracovani: vyroba destilati, suseni apod. Evidence
starych odrtid probihala v katastru obci Brumov, Bylnice, Sidonie, Svaty Stépan a Stitna nad V1ati prevazng
v soukromych zahradach. V navaznosti bylo prfistoupeno k pokracovani a vybrano 9 lokalit v obcich
Lide&ko, Horni Lide¢ a Studlov.

Vysledky evidence: P¥i prvni evidenci (Brumov, Bylnice, Sidonie, Svaty Stépan, Stitna nad Vl1aii) bylo
zaevidovano 361 stromi jabloni a 19 stromt hru$ni. Z jabloni se nej¢astéji vyskytuji odriidy ‘Jadernicka
moravska’, 'Kozena reneta podzimni’, 'Landsberska reneta’, 'Panenské Ceské’, z hruSni 'Dékanka Seda
podzimni’, "Charneuska’, "Muskatelka Seda’, 'Spinka', "Pafizanka’.

V ramci druhé evidence bylo hodnoceno 589 stromi: 312 jabloni, 43 hrusni, 211 $vestek a 17 durancii.

Zavér

Ve vybranych lokalitach byla hodnocena mimo riistovych, skliziiovych, zdravotnich udajt také hospodarska
vyuzitelnost — organoleptické posouzeni plodii véetné skladovatelnosti a ur€eni pro stolni ¢i primyslové
vyuziti. U odrid zafazenych pro zachranu genofondu byla respektovana pravost odridy a vybér
nejkvalitnéjsiho klonu. Navrhované stromy jsou v evidenci podchyceny tak, aby byly schopné pro odbér
mnozitelského materidlu.

Ze statistického hodnoceni vybraného souboru vyplyva:

— vyska stromu byla statisticky vyznamné ovlivnéna lokalitami a vysoce vyznamné odridami

— variabilita $itky koruny byla statisticky vyznamné ovlivnéna lokalitami a vysoce vyznamné odridami,
vzajemné pusobeni odrid a lokalit vykazalo vysoce vyznamny vliv na variabilitu Sitky koruny

—  pramér kmene nebyl vyznamné ovlivnén lokalitami, ale vysoce vyznamné odridami

— variabilita zdravotniho stavu byla statisticky vysoce ovlivnéna lokalitami a odridami.

Zménou vlastnickych vztahti k pid¢ a priorit zemédélské vyroby dochazi v nynéjSim obdobi k vyrazné
likvidaci starych sadl a stromotadi. Tim se zvySuje nebezpeci ztraty krajovych forem ovocnych druhl na
nasem Uzemi. Vzniklou situaci si fada odborniki uvédomuje a snazi se informovat odbornou i Sirokou
verejnost a aktivizovat riizné iniciativy pro zachranu stavajicich a pro obnovu solitern¢ rostoucich i alejovych
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stromt, jakoz i extenzivnich sadi ceského a moravského venkova vzhledem k jejich mnohostrannému
ekologickému, socialnimu, estetickému i symbolickému vyznamu. Zadny jiny dfevinny ovocny druh nemize
byt lepsi pro rozvoj biologické diverzity v konkrétni lokalité nez ten, ktery z ni pochazi.

Literatura

1. BOCEK, S.: Evidence vyskytu diive péstovanych odriid ovoenych dievin v oblasti Kunitatska. DP MZLU
Brno, ZF Lednice na Moravé 2001, 87 s.

2. DOKOUPIL, L.: Studium genofondu starych a krajovych odrtid jadrovin v oblasti Lomnicka, Tisnovska,
Nedvédicka a moznosti jejich vyuziti ve §lechténi. Diserta¢ni prace MZLU Brno, ZF Lednice na Morave
2000, 186 s.

3. HORAKOVA, L.: Evidence vyskytu diive péstovanych odrid ovocnych dievin v oblasti Olomoucka. DP
MZLU Brno, ZF Lednice na Moravé 2001, 66 s.

4. KNAPOVA, M.: Evidence vyskytu diive péstovanych odriid ovocnych dievin v oblasti CHKO a BR Bilé
Karpaty. DP MZLU Brno, ZF Lednice na Moravé 2001, 71 s.

5. KUBICA, J.: Evidence vyskytu dfive péstovanych odrid ovocnych dievin v oblasti Valasska. DP MZLU
Brno, ZF Lednice na Moravé 2004, 78 s.

6. ONDRACEK, Z.: Evidence vyskytu diive péstovanych odriid ovocnych dievin v oblasti Velkych Losin.
DP MZLU Brno, AF Brno 2001, 67 s.

7. OTRUBA, Z.: Evidence vyskytu dfive péstovanych odrid ovocnych dievin v zajmovém tizemi mésta
Hranice na Moravé. DP MZLU Brno, ZF Lednice na Moravé 2001, 90 s.

8. MICANOVA, Z.: Evidence vyskytu diive péstovanych odrtid ovocnych dfevin v oblasti Tfeboiiska. DP
MZLU Brno, ZF Lednice na Moravé 2003, 88 s.

9. SIMONOVA, E.: Evidence vyskytu diive p&stovanych odriid ovocnych dievin v oblasti Olomoucka. DP
MZLU Brno, ZF Lednice na Moravé 2001, 66 s.

10. SKARKOVA, L.: Evidence vyskytu dfive péstovanych odriid ovocnych dievin v arealu Narodniho
htebcina s.p. Kladruby nad Labem. DP MZLU Brno, ZF Lednice na Morave 2001, 61 s.

11. VAVERKOVA, M.: Evidence vyskytu diive p&stovanych odriid ovocnych devin v oblasti Trebi¢ska. DP
MZLU Brno, ZF Lednice na Moravé 2001, 52 s.

12. VENTUSOVA, K.: Evidence vyskytu p&stovanych odrtid ovocnych dievin v oblasti Opavska. DP MZLU
Brno, ZF Lednice na Moravé 2001, 83 s.

Tabulka 1:Piehled vyskytu ovocnych druhii a odrud v ks

Hodnocené oblasti Jadroviny Jabloné Pocoet Hrusné Pocoet Slivoné
celkem odrad odruad
Hranicko 391 310 52 81 5 -
Kladruby nad Labem 222 220 44 2 2 -
Kunstatsko 907 852 95 55 19 -
TiSnovsko 901 780 68 121 28 -
Olomoucko 116 107 60 9 6 -
Opavsko 452 430 29 22 15 -
Sumpersko 116 107 60 9 6 -
Tiebi¢sko 95 92 59 3 3 -
Tieborisko 630 595 31 35 5 81
Valassko 380 361 38 19 6
355 312 46 43 5 216 17 durancie
4565 4166 582 399 100

Adresa autora: y ) 3
prof. Ing. Vojtéch Reznicek, CSc., Ustav §lechténi a mnozeni zahradnickych rostlin, MZLU Brno, Zemédélska 1, 613 00 Brno, Ceska
republika
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VYUZITI PRUTOKOVE CYTOMETRIE PRO IDENTIFIKACI
MEZIDRUHOVYCH HYBRIDU RODU TRIFOLIUM
USE OF A FLOWCYTOMETRY FOR THE IDENTIFICATION OF
INTERSPECIFIC HYBRIDS IN THE GENUS TRIFOLIUM

Hana JAKESOVA - Barbara JUNGMANNOVA - Jana REPKOVA

Red clover is a high quality fodder crop for high protein, water soluble carbohydrates (WSC), tannins,
polyphenoloxidase (PPO), polyunsaturated fatty acids (PUFA) content. As a disadvantage we consider lower
persistency in contrast with both Medicago sativa L. and Trifolium repens L. It could be improved by hybridisation
with Trifolium medium L., more persistent species, which creates rhizomes. To identify hybrids between T. pratense L.
4n 2n=4x=28) and T. medium L. (2n= from 6x to 10x= from 48 to 80) in F,generation, we used flowcytometry as one
of the possible methods (PA Partec, Germany). Variety Start 2n (2n=2x=14) was used as the reference plant, after it
had been analysed for the number of chromosomes by classical cytology. 7342 plants were analysed altogether. It has
been found that there are differences between individual interspecific hybrids with respect of genome size, that is the
number of chromosomes, respectively.
On the basis of the results obtained, the whole population was divided into 5 groups according to the number of
chromosomes:

1. 22-27(65 plants - 0,87 %)

2. 29-30 (300 plants - 4,09 %)

3. 30-33 (64 plants - 0,86 %)

4. 35-57 (12 plants- 0,16 %)

5. 28 (6901 plants- 93,9 %)
According to the parents’ number of chromosomes, the plants of the 4th group could be considered an interspecific
hybrids. The flowcytometry is able to powerful for the identification of the interspecific hybrids between Trifolium
pratense L. and Trifolium medium L. It is more precise and faster compared to the cytological methods.
Key words: Trifolium pratense L., Trifolium medium L, interspecific hybrids, flowcytometry

Uvod

Na nasem Uzemi patii mezi nejrozsitenéj$i druhy rodu Trifolium jetel luéni (Trifolium pratense L.). Jde o
picninu velmi dobré kvality jak z hlediska obsahu zivin, tak z hlediska konzervace silaZovanim pro vysoky
obsah bilkovin, vodorozpustnych cukri (WSC), tanind, polyfenoloxidaz (PPO), nenasycenych mastnych
kyselin (PUFA) ap. K nevyhodam patii mensi vytrvalost ve srovnani s vojtéskou setou (Medicago sativa L.)
a jetelem bilym (7. repens L.). Tato by mohla byt odstranéna hybridizaci s jetelem prostiednim (7. medium
L.), vytrvalej$im druhem tvoficim rhizomy. Jednou z metod identifikace hybridnich rostlin po tomto kiizeni
je prutokova cytometrie, pii niz se méfi intenzita fluorescence jaderné DNA, v niz se na pary bazi adeninu a
thyminu véaze fluorescenéni barvivo DAPI (DOLEZEL, 1998). Cim je genom vétsi, tim silngjii je méteny
signal. V roce 1992 byly v ramci Osevy piedany na Slechtitelskou stanici Hladké Zivotice s.r.o. hybridy
mezi T. pratense (2n=4x=28) a T. medium. (2n=6x az 8x=48 az 80) v F, generaci, které byly ziskany na
tehdej$im VSUP Troubsko u Brna. Byly zafazeny do §lechtitelskych §kolek.

Material a metody

Vsechny hybridni rostliny F; generace, postupné vysazovany do §lechtitelskych skolek byly v generaci
F, testovany na velikost genomu prutokovym cytometrem PA od firmy Partec, Némecko a srovnavany
s diploidni rostlinou jetele luéniho odridy Start (2n=2x=14), u niz byl potvrzen pocet chromozomu
klasickou cytologii.
Byla analyzovana potomstva 94 rostlin F; generace, u kazdého bylo méteno 70 az 100 rostlin ve stadiu
prvniho pravého listku.

Vysledky a diskuse
Testovanim pratokovou cytometrii bylo zjisténo, ze jsou rozdily mezi jednotlivymi rostlinami ve

velikosti genomu odpovidajici riznému poctu chromozomi. Ten se pohyboval u méfenych hybridnich
rostlin od 22 do 57. Celkem bylo analyzovano 7342 rostlin. Na zaklad¢ ziskanych vysledkt byla cela
populace rozdélena do 5 skupin:

1. 22 az27 chromozomi (65 rostlin - 0,87 %),

2. 29 az 30 chromozomu (300 rostlin - 4,09 %),

3. 31 az 33 chromozomy (64 rostlin - 0,86 %),

4. 35 az 57 chromozomu (12 rostlin - 0,16 %),

5. 28 chromozomu (6901 rostlin - 93,9 %).
Rostliny s 28 chromozomy pravdépodobné nebyly hybridni (5. skupina), stejné tak rostliny 2. skupiny
s malymi odchylkami v poctech chromozomi. Rostliny ve 3. a 4. skupiné mély snizenou fertilitu,
mohutnéjsi habitus a poléhavéjsi tvar nadzemni ¢asti. Z hlediska poctu chromozomil byla nejzajimavéjsi 4.
skupina, kterd bude dale analyzovana.
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Zavér

Priutokova cytometrie 1) dokéaze identifikovat mezidruhové hybridy mezi Trifolium pratense L. a
Trifolium medium L., 2) je nedestruktivni a identifikované hybridy je mozné pouzit k dalsi Slechtitelské
praci, 3) jde o rychlou metodu , ktera umozni 80 az 100 analyz denné, 4) nedokaze identifikovat ty hybridy,
které maji stejny genom jako referencni rostlina.
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MOZNOSTI POUZITIA TRITORDEA PRE ROZSIiRENIE GENETICKEJ
VARIABILITY PSENICE
POSSIBILITIES OF TRITORDEUM USE FOR ENLARGEMENT OF GENETIC
DIVERSITY IN WHEAT

Kvetoslava MASAROVA - Stefan MASAR

Hexaploid tritordeum is the fertile amfiploid (2n=6x=42, AABBH""H*") between Hordeum chilense and durum wheat.
Tritordeum is a potential source for the translocation of some importans properties of barley to wheat and in some cases,
also into other cereal species. Tritordeum is resistant to Puccinia recondita f.sp. tritici, Blumeria graminis, Septoria
tritici, Tilletia caries, Ustilago tritici, Fusarium culmorum, Fusarium graminearum and Septoria nodorum. Hexaploid
tritordeum has a very high content of proteins and its supply to tolerance against drought and salination. Nine of
genotypes hexaploid tritordeum (HTC 1380, HTC 1331, HTC 324, HTC 1323, HT 129, HT 119, HT 31-1, HT 31-2,
HT31-4) has been cross with tetraploid and hexaploid wheat. The crossability was relatively smal, from 0-12.5%. The
differents between individual combinations and of direction cross were detected. Hybrid combinations with number of
chromosoms 2n=33-35 they are probably addition lines by tetraploid wheat. Combinations by hexaploid wheat with
tritordeum 2n=42, will be necessary to analyze for possible substitution of D genome hexaploid wheat onto genome H.
chilense-H" or the translocations.

Key words: hexaploid tritordeum, Hordeum chilense, tetraploid wheat, hexaploid wheat, crossability

Uvod

Hexaploidné tritordeum je amfiploidny druh vytvoreny medzirodovou hybridizaciou divorasticeho
jatmena Hordeum chilense (Roemer et Schultese) 2n=2x=14 s genémovym symbolom H"H®" s tetraploidnou
pSenicou Triticum turgidum conv. durum Desf. s genomovym symbolom AABB cv. Cocorit. Hexaploidné
formy tritordea maju (2n=6x=42) genémovi zostavu AABBH®H®". Tato plodina je vyznamnym donorom
vysokého obsahu bielkovin, karoténov a rezistencie proti viacerym hubovym chorobam, hlavne proti
Puccinia recondita f. sp. tritici, Septoria tritici, Septoria nodorum, Blumeria graminis f.sp. tritici, Fusarium
culmorum, Fusarium graminearum a Tilletia caries. Gendm H. chilense sposobuje u tritordea zvySenu
odolnost’ na sucho a zasolenie. Tieto vlastnosti by mohli byt vyuzité pre prenos do niektorych obilnin, hlavne
pSenice a tritikale metodou vzdialenej hybridizacie.

V nasej praci sme sa pokusili o hybridizaciu hexaploidného tritordea s tetrapoidnou a hexaploidnou
psenicou.

Material a metédy

Do hybridizacie s hexaploidnym tritordeom bola vybratd odroda tetraploidnej pSenice Soldur a
translokovand linia 4204 s translokaciou 1BL/1RS vytvorena na nasom pracovisku (MASAR, MASAROVA,
1992). Z genotypov hexaploidnej pSenice bola pouzitd odroda Hana, Corsaire a hybridnd kombinacia
(Corsaire x Brea) F; x Ebi. 9 genotypov hexaploidného tritordea HT 31-1, HT 31-2, HT31-4, HT 119, HT
129, HT 1323, HT 1324, HT 1331, HT 1380 bolo pouzitych v oboch smeroch krizenia. Hexaploidné tritordea
boli ziskané zo ZVU Kroméfiz. Poéty chromozémov boli stanovené z korefiovych $pigiek v metafize mitozy
vSeobecne platnymi postupmi. KriziteI'nost’ jednotlivych kombinacii bola vyhodnotena v %.

Vysledky a diskusia

Z vysledkov hybridizacie tetraploidnej a hexaploidnej pSenice s hexaploidnym tritordeom vyplyva
variabilita v krizitel'nosti medzi oboma druhmi psenic, ako aj medzi smermi kriZenia (tab.1). NajispesnejSie
bolo krizenie hexaploidnej pSenice s tritordeom s priemernym % krizitelnosti 3,83% v porovnani
s tetraploidnou pSenicou s 2,14 %. Krizenie tritordea s hexaploidnou pSenicou, genotypom Hana nebolo
uspesné a s tetraploidnou pSenicou bola priemerna krizitelnost' 0,85%. Hybridy s po¢tom chromozémov
2n=33-35 mozno povazovat' za aditivne linie s 5-7 chromozémami H. chilense. Pri hybridoch 2n=42 budu
musiet’ byt urobené d’alSie analyzy na zistenie pripadnych substitucii, alebo translokacii. Ako z uvedeného
vyplyva hybridizacia tritordea s pSenicou nie je jednoducha. Zalezi od pouzitého genotypu a smeru krizenia.
MARTINEK (20001) uvadza moznost’ pouzitia tritordea ako prostrednika k prenosu niektorych vyznamnych
vlastnosti jaCmefia do pSenice, pripadne do inych druhov obilnin s ktorymi sa podari urobit’ vzdialent
hybridizaciu. LIMA-BRITO et al. (1998) urobili hybridizaciu medzi troma genotypmi tritordea, (matersky
genotyp) a 4 genotypmi tritikale. Dosiahli diferencie v kriZitelnosti od 6,58-29,62%. Uspesne bola urobena
chromozémova substiticia 1 H®/1D a 1A/1D a translokacia 1DL na 1H®'S ako aj transfer alely Glu D1 (5 +
10) do hexaploidného tritordea (BALLESTEROS et al., 2003).

Zaver
Pri hybridizacii tetraploidnej a hexaploidnej pSenice s hexaploidnym tritordeom bola zistend variabilita
v kriziteI'nosti medzi pouzitymi genotypmi a medzi smermi krizenia od 0-12,5 %. Hybridizacia bola
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uspesnejsia pri pouziti cytoplazmy pSenice ako tritordea. Hybridy s poctom chromozdémov 2n=33-35 mozno
povazovat za aditivne linie tetraploidnej pSenice s pridanymi 5-7 chromozomami H. chilense.
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Tabulka 1: KriZiteI’'nost’ tetraploidnej a hexaploidnej pSenice s tritordeom

Kombinacia krizenia Pocet Pocet Percento Pocet
opelenych | ziskanych | krizitel'nosti chromozomov
kvietkov zfn 2n

Tritordeum x tetraploidna pSenica

HT 119 x Soldur 292 0

HTC 1380 x Soldur 232 1 0,4 35

HT 31-2 x Soldur 272 0

HT 31 — 4 x Soldur 116 1 0,9 35

HT 119 x Soldur 57 0

HT 129 x Soldur 104 1 0,96 34

HTC 1331 x Soldur 96 12 12,5 35

HTC 1323 x Soldur 72 0

HTC 1324 x Soldur 91 0

HTC 1331 a 4204 31 0

HT 31-2 x 4204 109 0

HT 31-4 x 4204 114 0

HT 31-1 24204 63 0

HTC 1324 a 4204 124 0

Spolu 1773 15 0,85

Tetraploidna pSenica x tritordeum

Soldur x HT 129 152 3 2,0 33

4204 a HTC 1380 59 0

4204 x HTC 1324 95 1 1,05 34

4204 x HTC 1331 61 1 1,6

4204 x HT 31 -4 25 0

4204 x HT 129 213 8 3,75 35

Spolu 605 13 2,14

Tritordeum x hexaploidna pSenica

HT 31-4 x Hana 252 0

HTC 1331 x Hana 235 0

HT 31-1 x Hana 69 0

Spolu 556 0

Hexaploidna pSenica x tritordeum

Corsaire x HTC 1380 74 9 12,2 42

Cortez x HT 31 - 1 149 3 2,0 42

(Corsaire x Brea)F, x Ebi x HT 31-1 40 0

(Corsaire x Brea)F; x Ebi x HT 31-4 50 0

Spolu 313 12 3,83
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VYSLEDKY DETEKCE POLYMORFIZMU DNA TRITIKALE
POMOCI RAPD A SSR MARKERU"
THE RESULTS OF DETECTION OF POLYMORPHISM OF DNA OF
TRITICALE USING RAPD AND SSR MARKERS®

Tom4s VYHNANEK — Jan BEDNAR

Genetic diversity was detected in 15 varieties of triticale (XTriticosecale Wittmack., 2n = 2x = 42, AABBRR) registred in
the Czech Republic by means of polymorphism of DNA using the RAPD method and the SSR method.
Key words: triticale, polymorphism of DNA, RAPD, SSR

Uvod

Pro detekci genetické variability (diverzity) je v soucasné dobé k dispozici mnoho metod, napft.
morfologicka charakteristika, analyza rodokmenti, biochemické markery predev§im bilkoviny a jejich rizné
izoenzymov¢ varianty, molekularni (DNA) markery atd.

Material a metody

Geneticka variabilita byla detekovana u 15 genotypu tritikale (XTriticosecale Wittmack.). Jednalo se o
nasledujici genotypy: ozima forma — Disco, Kitaro, Kolor, Lamberto, Lupus, Marko, Modus, Presto,
Sekundo, Ticino, Tornado, Triamant, Tricolor; jarni forma — Gabo a Legalo. Smésné vzorky certifikovaného
osiva byly ziskany z Ustiedniho kontrolniho a zkugebniho ustavu zemédélského, zkusebni stanice Hradec
nad Svitavou. Jako genetickych markerd bylo vyuzito polymorfizmu DNA, ktery byl detekovan metodou
RAPD a metodou SSR. Pro molekularni analyzy byla genomova DNA izolovana pomoci izola¢niho kitu
DNAesy Plant Mini Kit (f. Qiagen) z napéstovanych rostlin ve fazi 1. pravého listu. Koncentrace DNA ve
vzorku byla po izolaci zjisténa spektrofotometricky. Pfed vlastnimi RAPD analyzami byla templatova DNA
nafedéna v poméru 1:1-2, tak aby vychozi mnozstvi DNA do reakce odpovidalo 25 ng.ul”’. Pro RAPD
analyzy bylo pouzito 80 RAPD primeri. SloZeni ,master mixu®“ bylo nasledujici: 10x reakéni pufr
(koncentrace 1x), dNTP (c-0,1 mM), testovany primer (30 ng.ul™"), Tag DNA polymerasa (Finnzymes) 2U.
ul”, 2x deionizovana voda; teplotni a &asovy profil reakce byl: 1 cyklus 94°C — 60 s; 45x (94°C — 60 s, 35°C
—120's, 72°C - 60 s), 1 cyklus 72°C — 600 s. Elektroforeticka separace RAPD produktii byla provedena na
1,5 % agarozovém gelu a vizualizace byla provedena pomoci ethidiumbromidu. Pro SSR analyzy byly
pouzity 2 SSR markery. Reakéni smés o celkovém objemu 25 pl obsahuje: 30 ng templatové DNA, 0,5
U Taq polymerazy (Promega, USA), 1x odpovidajici pufr, 7,5 uM kazdého primeru a 0,1 mM kazdého
dNTP. Teplotni a ¢asovy profil reakce byl: 1 cyklus 93°C — 120 s; 30x (93°C — 60 s, 54°C — 120 s, 72°C —
120 s). Pro vizualizaci produktli bylo pouzito barveni stfibrem (0,2 % AgNO;) po prob¢hlé vertikalni
elektroforéze (pii 300 V) na 15 % denaturovaném polyakrylamidovém gelu v TBE pufru. Vysledky
molekularnich analyz byly vyhodnoceny pomoci 1 (pfitomnost produktu) a 0 (nepfitomnost produktu).
Nasledné byly tyto hodnoty statisticky zpracovany pomoci programu FreeTree a graficky zpracovany do
podoby dendrogramu pomoci programu TreeView.

Vysledky a diskuse

GARG et al. (2001) vyhodnotili metodu RAPD jako druhou nejvhodnéjsi, po metodé SSR a pied
metodou AFLP, pro mapovani genetické diverzity u tritikale. V naSem ptipadé poskytovali jednotlivé RAPD
primery rozdilny polymorfizmus ziskanych DNA produktti. Z pouzitych 80 RAPD primert poskytovalo 8
primertt uniformni spektrum produktii pro vSech 15 odrtd tritikale. Zbyvajici primery vyrazné rozlisily
odridy Kolor, Modus a Tornddo od ostatnich odrtd, které tvofi ¢tyfi skupiny (obr. 1a). V jedné z téchto
skupin se vyskytuji jarni odrady Gabo a Legalo spole¢né s ozimymi odriidami Tricolor a Triamant. Vyuziti
RAPD primerti neumoznilo, vzhledem k pouziti smésného vzorku (miniprep), detekovat genetickou
variabilitu vradmci jednotlivych genotyp na rozdil od prolaminovych bilkovin obilky tritikale
(VYHNANEK, BEDNAR, 2003).

Byla otestovana metodika detekce SSR markerti pSenice u tritikale. Na zakladé sestaveného dendrogramu
se podafilo odlisit za pomoci 2 SSR markerti odridu Trimaran a ostatnich analyzovanych odrud (obr. 1b).
V dendrogramu lze pozorovat klastr jarnich forem tritikale (Gabo a Legalo). Detekci variability DNA s
vyuzitim 80 RAPD primert bylo rozliseni jarnich forem tritikale od ozimych nizsi. SSR markery jsou
lokalizovany na kratkém rameni 1A chromozomu [Xpsp2999, motiv (CAG)s (CAA)g] a kratkém rameni 1B
chromozomu [Xpsp3000, motiv (CAA);5]. SSR marker Xpsp2999 vyuzili BOUGOT et al. (2002) k rozliseni
alel Pm3 rezistence k Blumeria graminis. DEVOS et al. (1995) uvadé¢ji vazbu tohoto markeru s LMW
gluteniny a gliadinovym genem G/i /-1. V naSem piipad¢ se velikost produktd pohybovala v rozmezi 140-
160 bp. Byly detekovany 4 alelické varianty. MANIFESTO et al. (2001) pfi pouziti tohoto SSR markeru
u pSenice detekovali produkty s obdobnou velikosti (133-157 bp) a popsali 11 alelickych variant véetné
nulové alely. Nulova alela u analyzovanych odrid tritikale nebyla detekovana. U SSR markeru Xpsp3000
byla popsana vazba s y-gliadiny (DEVOS et al., 1995) a produkt o velikosti 285 bp je ve vazbé s genem
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Yr10,,, rezistence ke rzi plevové (BARIANA et al., 2002). MANIFESTO et al. (2001) uvadé&ji u pSenice 13
alelickych variant (213-285 bp) vcetné nulové. U nami analyzovanych odrid se velikost produkti
pohybovala v rozmezi 200-260 bp. Alela o velikosti 260 bp byla detekovana jen u odriidy Triamant.

Zavér
V praci jsou prezentovany vysledky RAPD a SSR analyz u 15 genotypi tritikale, které je mozné vyuzit
pro detekci genetické variability a rozliSeni jednotlivych analyzovanych genotypt tritikale.
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VYUZITI RAPD A SCAR MARKERU PRO PREDIKCI ODOLNOSTI VUCI FHB
U VYBRANYCH GENOTYPU JECMENE JARNIHO
USING OF RAPD AND SCAR MARKERS FOR FHB RESISTANCE PREDICTION
IN SPRING BARLEY

Ivana JEZISKOVA - Zdenék NESVADBA - Tomi$ VYHNANEK - Lenka
HELLEBRANDOVA

Fusarium Head Blight (FHB) is a world spread fungal disease of cereals caused by Fusarium species. The infection of plant
can lead to reduction in yields and accumulation of toxic secondary metabolites (mycotoxins) of fungi in kernels. The
mycotoxins can exhibit strong adverse effects on malting quality and health safety of the grain. The objective of this study
was to use RAPD markers to predict resistance of susceptibility to FHB in 7 selected parental spring barley genotypes. Based
on results of analysis to identificate SCAR marker, which is characterised for resistance or susceptibility genotypes. We
tested the following parental genotypes: Chevron, Zao Zhou 3, 6NDRFG-1, PI 383933, Foster, PEC 210 and CI 4196.
Resulting dendrogram, based on result of RAPD analysis, divides tested genotypes into 2 main groups. The first group
includes only genotype PI 383933. The second group is divided into two subgroup. The first subgroup contains the genotypes
6NDRFG-1, PEC 210 and CI 4196 and the second subgroup comprises the genotypes Chevron, Zao Zhou 3 and Foster.
Identified RAPD primer H30 will be used for identification SCAR marker.

Key words: RAPD, SCAR, barley, FHB

Uvod

Fusariové vadnuti klasti (FHB) je celosvétoveé rozsifené houbové onemocnéni obilovin zptisobené nékolika
druhy rodu Fusarium. Infekce rostlin mtize vést k redukci vynost a také ke kumulaci sekundarnich metabolitd
hub (mykotoxind) v obilkach. Tyto latky mohou mit negativni vliv na zdravotni nezavadnost a také
technologickou jakost zrna. V pfipadé jeCmene jsou jednim z faktord, ktery vyvolava nezadouci piepénovani
piva (tzv. gushing) (SYKOROVA, 2003). Jednou z vyznamnych moznosti jak omezit ztraty a $kody zptisobené
FHB, je identifikovat genotypy jeCmene, které by vykazovaly vys$§i rezistenci vici tomuto onemocnéni. K
tomuto Gc¢elu mohou byt velmi dobfe vyuzity RAPD markery (Random Amplified Polymorphic DNA), jako
jeden z typt DNA markert.

Material a metody
Material: Pro analyzy bylo vybrano 7 genotypt jeCmene setého - jarni formy, s deklarovanou rezistenci, resp.
nachylnosti vic¢i FHB (tab. 1).

Tabulka 1: Paved vychozich rodi¢ovskych materiala

genotyp Pedigree Pivod FHB reakce *
CHEVRON Clho 1111 (PI38061)= Landrace from Luzerne CHE rezistentni 6
PEC 210 Embrapa 128 BRA rezistentni 2
CI14196 PI 64275 (hang wang ta mai)= Landrace from Beijing USA stf. rezistentni 2
ZAO ZHOU 3 | Cultivar in East China, Zhejiang University, Hangzhou CHIN sti. rezistentni 2
6NDRFG-1 PI 615583; North Dakota Agric. Experiment Station, USA | USA sti'. rezistentni 6
FOSTER Robust/ 3/ Hanzen/Glenn/Karl USA velmi nachylna 6
PI 383933 Kanto Nijo2= Ko. 1018/Kyoto Nakate from Japan USA velmi nachylna 6

Izolace DNA: Celkova genomova DNA byla izolovana z mladych rostlin ve fazi 1. pravého listu pomoci
izola¢niho kitu DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, GE). Koncentrace DNA byla ovéfovana spektrofotometricky.
PCR reakce: Slozeni reakéni smési pro PCR analyzu o celkovém objemu 25pul: 0,4 U polymerazy (Finnzymes,
FIN), 1x alikvotniho PCR pufru, 0,25 mM kazdého dNTP, 20 ng primeru a 30 ng templatové DNA. Reak¢ni
podminky PCR: 1 min. po¢ate¢ni denaturace pti 94 °C, nasleduje 45 cykld - 1 min. pti 94 °C, 2 min. pfi 35 °C, 1
min. pii 72 °C a zavérecna elongace 10 min. pii 72 °C.

Vizualizace PCR produktii: PCR produkty byly vizualizovany na horizontdlnim 1,5% agardézovém gelu
barveném ethidiumbromidem pti 70 V.

Vysledky a diskuse

Pro testovani genetické diverzity rodi¢ovskych materiald bylo pouzito 80 RAPD markert. 72 z nich poskytlo
pfi analyzach celkem 135 polymorfnich alel, zbylych 8 RAPD markeri poskytlo monomorfni
spektrum.Vysledky analyz byly upraveny do podoby binarni matice tvorené sadami 1 a 0, kde 1 znamena
pritomnost produktu a 0 jeho nepfitomnost. Binarni matice byla vyhodnocena statistickym softwarem FreeTree s
vyuzitim konstrukéni metody UPGMA a podobnostniho koeficientu dle Jackarda. Pro grafické vyjadreni matice
do podoby dendrogramu byl vyuzit software TreeView. Dendrogram (obr. 1) rozliSuje testované genotypy do
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dvou hlavnich skupin. Prvni - samostatnou skupinu tvoii nachylny genotyp PI 383933. Druha hlavni skupina se
déli na dvé podskupiny. Prvni podskupinu tvoii genotypy 6NDRFG-1 (sti. rezistentni), PEC 210 (rezistentni) a
CI 4196 (stf. rezistentni). Druhou podskupinu tvofi genotypy Chevron (rezistentni), Zao Zhou 3 (stf. rezistentni)
a Foster (nachylny). Pfi analyzach byl v elektroforetickém profilu RAPD markeru H30 (5’"GGA GTA ACG G
37) identifikovan produkt o velikosti 1300 bp pomoci kterého je mozné odlisit genotypy nachylné od genotypi
rezistentnich (obr. 2). V soucasné dob¢ je cilem ptevést tento produkt o velikosti 1300 bp na specificky SCAR
marker, ktery by byl vyuzitelny pro predikci rezistence ¢i nachylnosti vii¢i FHB u DH linii vzniklych z kiizeni
testovanych rodi¢ovskych genotypt

)  ——— . 2)

Obr. 1 Dendrogram charakterizujici genetickou ptibuznost testovanych genotypi

Obr.2 Elektroforeogramy 7 rodiCovskych genotypi RAPD primerem H30, (1) — Chevron,
(2) — PEC 210, (3) CI 4196, (4) — Zao Zhou 3, (5) — 6 NDRFG-1, (6) Foster, (7) PI 383933. Sipka naznacuje
produkt o velikosti 1 300 bp charakteristicky pro skupinu genotypti nachylnych
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APLIKACIA RADIACNEJ MUTAGENEZY V SCACHTENI LASKAVCA
APPLICATION OF RADIATION MUTAGENESIS IN AMARANTH BREEDING

Alena GAJDOSOVA - Gabriela LIBIAKOVA - Jozef FEJER

Goals in improving cultivars of grain amaranth are similar to those in other grain crops — improvement and
stabilization of the yield, increasing pest resistance, and improving harvestibility. The aim of this work was by y
radiation to improve selected Amaranthus cultivars - Amaranthus cruentus “Ficha” and hybrid “K-433”. Ms mutation
generations were established. In A. cruentus 48 samples with WTS > 0.85 g and in K-433 hybrid 18 samples with WTS >
0.75 g were selected and used for establishment of M generation. In several samples of A. cruentus, the WTS reached
0.9—1.0 g and in K-433 0.8 —0.9 g with an obvious tendency to stabilization of this trait when comparing these samples
with the mother plants of the previous generation. This tendency was confirmed at 12 plants of Amaranthus cruentus in
which WTS > 0.9675 g and 4 plants of K-433 with WTS > 0.8014 g (WTS higher as experiment mean + standard
deviation) when seed progeny of Ms generation was evaluated. At those selected plants, where WTS was significantly
higher at least in two last generations (M,and Ms) genetically fixed WTS can be expected.

Key words: Amaranthus sp., y radiation

Uvod

Ako cast' sucasného obnovenia zaujmu o nutricny aekonomicky potencial malo vyuzivanych
a podcenovanych plodin, bol opétovne iniciovany vyskum tykajici sa pestovania kultirnych druhov
laskavca (Amaranthus sp.) s vytvorenim predpokladu pre agronomické zlepSenie a uspes$nu reintrodukciu.
Ciele v Slachteni laskavca si podobne ako pri inych obilninach - zlepSenie a stabilizacia Grod, zvySenie
rezistencie k biotickym a abiotickym faktorom a optimalizacia zberu [1]. Ciel'om prace bolo zlepsit’ vybrané
odrody laskavca pomocou v radiacie.

Material a metody prace

Pre experimenty boli pouzité dva genotypy zrnového typu laskavca — Amaranthus cruentus “Ficha” a
hybrid “K-433”, produkt medzidruhovej hybridizacie medzi 4. Aypochondriacus x A. hybridus. Semena boli
oziarené davkou 175 Gy. V pol'nych experimentoch bolo zalozenych 5 mutacnych generacii (M, - Ms). My a
M:; generacia boli zaloZené na dvoch vzdialenych lokalitach Slovenska (Nitra a Maly Sarig). Pocas vietkych
vegetacnych period boli uskuto¢iiované fenologické pozorovania a od M, generacie bola vykonavana
pozitivna selekcia rastlin pre ziadané morfologické vlastnosti a HTS.

Vysledky a diskusia

Ako vysledok hodnotenia semenného potomstva My generacie, 48 vzoriek A. cruentus (oziarenych) s
HTS > 0,85g a 18 vzoriek K-433 (oziarenych) s HTS > 0,75g bolo vyselektovanych a pouzitych pre
zalozenie M generacie. Pri niekol’kych vzorkach A. cruentus HTS dosiahla 0,9 — 1,0 g a pri K-433 0,8 0,9
g s jasnou tendenciou k stabilizacii tejto ¢rty, pri porovnani tychto vzoriek s materskymi rastlinami
predchadzajticej generacie. Tato tendencia bola potvrdend v semennom potomstve Ms generacie pri 12
rastlinach A. cruentus, pri ktorych HTS > 0,9675 g a 4 rastlinach K-433 s HTS > 0,8014 g (HTS vyssia ako
priemer experimentu + Standartnd odchylka). Pri tychto selektovanych rastlinach, kde HTS bola
signifikantne vysSia najmenej v dvoch poslednych nasledujiicich generaciach (M; a Ms) je ocakavana
geneticky fixovana zvysend hmotnost’ tisic semien (Tab. 1,2).

Tabul’ka 1: Genotyp A. cruentus, vybrané mutanty s HTS (g) signifikantne vy$Sou v troch po sebe
nasledujucich generaciach (M3 - MS)

A. cruentus HTS (g) HTS (g) HTS (g)

Cislo rastl. 2001 — M; gen. 2002 — M, gen. 2003 — M; gen.
15/3 0.9054 *

15/3/1 0.8720 **

15/3/1-1 0.9692  **
26/2 0.8646

26/2/1 0.8545 **

26/2/1-1 1.0005  **
26/3 0.9338  **

26/3/1 0.8765 **

26/3/1-1 0.9689 *
26/3/1-1 1.0140  **
26/3/1-2 1.0597  **
27/5 0.9070  **

27/5/1 0.9566 **

27/5/1-1 09778  **
27/5/1-2 1.0480  **
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A. cruentus HTS (g) HTS (g) HTS (g)
Cislo rastl. 2001 — M; gen. 2002 — M, gen. 2003 — M; gen.
27/5/1-3 1.0043 **
81/2 0.8470

81/2/1 0.9705  **

81/2/2 0.8818  **

81/2/3 0.9407 **

81/2/3-1 1.0069  **
82/1 0.8808 *

82/1/1 0.8745  **

82/1/1-1 0.9750  **
236/1 1.0226  **

236/1/1 0.9130 **

236/1/1-1 1.0857  **
236/1/1-2 1.0365 **
Ctrl. mean 0.8503 0.8213 0.8488

Exp. mean 0.8894 0.8117 0.9469
Minimum 0.8222 0.6820 0.7994
Maximum 1.0226 1.0152 1.0857
Stand.dev. 0.0291 0.0433 0.0784

*/** HTS (g) signifikantna/vysoko signifikantna v porovnani s priemerom experimentu + §tand. odchylkou

Tabulka 2: Genotyp K-433, vybrané mutanty s HTS (g) signifikantne vysSou v troch po sebe

nasledujicich generaciach (M3 - M5)

K-433 HTS (g) HTS (g) HTS (g)
Cislo rastl. 2001 — M; gen. 2002 — M, gen. 2003 — M; gen.
54/1 0.8000 *x

54/1/1 0.8435  **

54/1/1-1 0.8963  **
192/1 0.7988  **

192/1/1 0.8806  **

192/1/1-1 0.8166  **
279/1 0.8698  **

279/1/1 0.8259  **

279/1/1-1 0.8044  **
282/1 0.7648  **

282/1/1 0.8248  **

282/1/1-1 0.8106  **
Ctrl. mean 0.7304 0.5461 0.7286

Exp. mean 0.8016 0.6559 0.7828
Minimum 0.6234 0.4785 0.6793
Maximum 0.9296 0.9000 0.8963
Stand.dev. 0.0484 0.0513 0.0492

** HTS (g) vysoko signifikantna v porovnani s priemerom experimentu + Stand. odchylkou

Zavery

Introdukcia laskavca do pol'nohospodarskej produkcie je v stlade s podporovanim trvalo udrzate'ného
pol'nohospodarstva a svetovym dohovorom o biodiverzite a trvalo udrzatenom rozvoji pre jeho vSeobecnu
nenaroc¢nost’, ekologicku vhodnost-ako C4 rastlina moze prispiet’ k znizeniu CO, koncentracie v atmosfére,
vysoky produkény potencidl a moznost' vyuzitia ako obnovitelného zdroja energie a pestovania na
kontaminovanych a okrajovych pddach nizsej kvality [2].

Tato praca bola financne podporovanda MAAE vo Viedni, Rakusko (Koordinovany vyskumny projekt) a
grantovou agenturou VEGA, ¢.p.2/5078/25.
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PEKARSKA KVALITA TRITIKALE S HMW PODJEDNOTKAMI GLU-D1 5+10
BREAD-MAKING QUALITY OF TRITICALE WITH HMW SUBUNITS GLU-D1
5+10

Iva BURESOVA - Petr MARTINEK

Bread-making quality of triticale (x Triticosecale Wittmack) lines is assessed using HMW glutenin subunits Glu-D1
5+10. HMW glutenin subunits Glu-D1 5+10 were transferred from wheat chromosome 1D to triticale chromosome IR.
Two groups of triticale sample lines derived from the variety Presto were examined: (a) group of sample lines with
simple translocation IR.1Ds.y-2 on the long arm of IR carry the segment from IDL with Glu-DI 5+10 where it
replaced Sec-3 and (b) group of sample lines with the double translocation "Valdy" (1R.1Ds. 19-2/WR4) where both arms
of IR carry segments of wheat chromosome 1D (on the long arm the translocation IR.1Ds. -2 and on the short arm 1R
the translocation WR4 with a segment from 1DS, which carries Gli-D1 and Glu-D3). The lines with Glu-D1 5+10 were
selected from the original samples obtained from Prof. A. J. Lukaszewski (Univ. of California, Riverside, USA).
Multiplied materials were tested for bread-making quality in 2002-2004. The presence of Glu-D1 5+10 was verified
using DNA markers. Bread-making quality of tested samples was compared with the variety Presto without translocation
and with wheat varieties of various bread-making quality (E-C groups). The quality of samples was evaluated in
accordance with standards approved for wheat. The increased number of translocations negatively correlated with
grain yield and specific weight and positively correlated with protein content, Zeleny sedimentation index, machinability
(no stickiness), and loaf volume of bread. There is still a problem of high amylase enzyme activity and related low values
of Hagberg falling number (mean value of 62 s without significant differences). Higher bread-making quality can be
influenced by appropriate combination with donors of low alpha-amylase activity.

Key words: triticale, bread-making quality, HMW glutenin subunits

Uvod

Bézné pouzivané odridy tritikale (x Triticosecale Wittmack) jsou hexaploidy (2n = 6x = 42, AABBRR).
Od psenice seté (7. aestivum L. em Thell.) (2n = 6x =42, AABBDD) se lisi pfitomnosti zitného genomu R,
kterym je nahrazen genom D pSenice, ptiivodné pochazejici z Aegilops tauschii (Coss.) Schmal. (2n = 2x =
14, DD). Kvalitativni rozdily mezi pSenici a tritikale jsou zplsobeny rozdily v zastoupeni R a D genom.
Mimotadnost postaveni pSenice seté mezi ostatnimi obilovinami spoc¢iva v tom, zZe se jedna o jediny druh,
ktery se da uspokojiveé vyuzivat pro vyrobu kynutych ceredlnich vyrobkl (napf. chleba evropského typu), k
jejichz vyrobé je zapotfebni surovina s vhodnymi viskoeleastickymi vlastnostmi tésta. Geny pro tyto
vlastnosti se nachéazeji predevsim v genomu D. To lze dokumentovat rozdily v charakteristikach tésta
pSenice seté (2n = 6x = 42, AABBDD) a pSenice tvrdé 7. durum Desf. (2n = 4x = 28, AABB). Kvalita zrna
soucasnych odrad tritikale (AABBRR) tedy nema obdobné vlastnosti jako smées zrna pSenice (AABBDD) a
zita (RR) pro vyrobu pSeni¢no-zitného chleba. Oproti pSenici se vSak tritikale vyznacuje nekterymi jinymi
vyznamnymi hospodatskymi vlastnostmi. Jedna se pfedevsim o schopnost produkovat vétSi mnozstvi suSiny
nadzemni biomasy na jednotku plochy. Jelikoz v souc¢asnosti maji odridy tritikale nizsi hodnoty skliziiového
indexu nez pSenice, lze predpokladat, ze Slechténi na kratkou délku stébla povede u tritikale k rychlejsimu
zvySovani vynosového potencidlu nez u pSenice, kde délka stébla jiz dosahla optimalnich hodnot. Vyznamna
je schopnost tritikale odolavat nékterym nepfiznivym biotickym a abiotickym ¢initelim prostiedi a v
souvislosti s tim i dosahovat dobré vynosové vysledky v marginalnich oblastech. Tyto divody vedou k
orientaci nékterych smérii vyzkumu u tritikale na moznosti zlepSovani jeho vyuzitelnosti pro pekarenské
ucely cestou zabudovani nékterych genti z genomu D pSenice do genomu R zita. Piispévek uvadi vysledky
hodnoceni pekatské kvality zrna u tritikale.

Material a metody
Pro analyzy byly pouzity formy tritikale odvozené od odrudy Presto, s pienesenou ¢asti chromosomu

dlouhého ramene 1D do chromosomu zita 1R. Pfeneseny segment pSeni¢ného chromosomu nesl HMW
gluteninové podjednotky Glu-DI 5+10, které vyznamnou meérou piispivaji ke zlepSeni viskoelastickych
vlastnosti lepkové bilkoviny (a jsou pfitomny v pievazné vétsiné pSenic pro pekaiské vyuziti) (PAYNE et
al., 1991). Tento cileny prenos uskutecnil Prof. A.J. Lukaszewski (University of California, Riverside, USA)
pomoci centrické zlomové fuze (LUKASZEWSKI, 1994, 1998; LUKASZEWSKI a CURTIS, 1994). Pro
odvozeni analyzovanych linii byly pouzity vychozi vzorky zaslané z USA, obsahujici nasledujici dva typy
translokaci:

e jednoducha translokace 1R.1Ds.io-2 (oproti obdobné translokaci 1R.1Ds.o-1 translokace 1R.1Ds.i0-2
nese krat$i segment chromosomu 1DL). Preneseny segment s Glu-DI 5+10 nahrazuje soucasné na
dlouhém rameni 1R sekalinovy lokus Sec-3,

e dvojita translokace 1R.1Ds,9-2/WR4 oznacena pro zjednoduSeni nazvem "Valdy", kde na dlouhém
rameni 1R je translokace 1R.1Ds.19-2 a soucasné na kratkém rameni 1R translokace oznacovana jako
WR4, ktera nese segment z 1DS, nesouci gliadinovy lokus Gli-D/ a gluteninovy lokus Glu-D3.
Segmentem z 1DS se nepodafilo nahradit sekalinovy lokus Sec-1, ktery se nachazi na 1RS v blizkosti
centromery.
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Potomstva rostlin byla v Zem&dé&lském vyzkumném tstavu Kroméfiz, s.r.o. (ZVU) pouzita pro odvozeni
linii pouzitych pro hodnoceni kvality zrna. Pro vlastni analyzy byly vybrany jen ty linie, u kterych byla
pomoci molekularnich v MZLU Brno (VINTEROVA et al, 2003) potvrzena piitomnost Glu-DI1 5+10.
(Zajimavé bylo, ze ne u vSech ziskanych potomstvech se vyskytovala Glu-D1 5+10, coz naznacuje, Ze
vychozi material zaslany z USA nebyl geneticky homogenni.). Pro analyzy bylo pouzito pét linii tritikale s
jednoduchou translokaci 1R.1Ds49-2 (oznacenych Cisly 1, 2, 3, 4 a 5), tfi linie s dvojitou translokaci Valdy
(oznacené ¢isly 7, 8, a 10). Jako kontrolni odriidy byla pouZita standardni odrtida Presto (bez translokace) a
odridy psenice s rtiznou kvalitou zra - Ebi (E), Sulamit (E), Samanta (A), Sarka (B), Rialto (B) a Mladka
©).

Pouzité genotypy tritikale a psenice byly péstovany v ZVU v roce 2001/02, 2002/03 a 2003/04 po
predploding ozimé fepce. Ve viech piipadech bylo provedeno hnojeni na podzim - 30 kg-ha™ N, 36 kg-ha™
P,0s, 36 kg-ha' K,0; na jate - 40 kg-ha” N (v ledku vapenatém). Pro hodnoceni kvality zrna byly pouzity
postupy obvyklé pro pekarenskou p3enici. Objemova hmotnost (OH) byla stanovena podle CSN ISO 7971
¢ast 2. Obsah dusikatych latek v suSin¢ (NL) byl stanoven Dumasovou spalovaci metodou podle ICC
standardu ¢&. 167. Cislo poklesu (FN) bylo uréovano podle CSN ISO 3093. Srot byl pfipraven na mlynku
Falling Number LM 3100. Sedimenta¢ni index (SEDI) byl stanoven podle CSN ISO 5529. Zrno bylo
navlh¢eno a semleto na mlynku Brabender Sedimat. Vaznost vody a reologické vlastnosti na farinografu
byly uréeny podle CSN ISO 5530-1. Pekaisky pokus byl proveden podle ICC standardu &. 131 s mirnou
modifikaci, spo¢ivajici v tom, ze k pekatskému pokusu bylo pouzito 300 g mouky. V prubéhu pekatského
pokusu byla hodnocena lepivost tésta. Zrno bylo navlhceno a semleto na mlynku Brabender Junior. Ziskané
vysledky byly hodnoceny programem STATISTICA CZ spolecnosti StatSoft. Statistické rozdily jsou
vypocitany pti P > 95%.

Vysledky

Primérné hodnoty zakladnich parametri pekaiské kvality zrna hodnocenych vzorku tritikale a pSenice
jsou v Tab. 1. Primérnd objemova hmotnost a primérny obsah dusikatych latek v susin€ byly statisticky
odlisné od translokace Valdy. Zatimco objemova hmotnost vzorkd Presto a Presto 1R.1Ds. o-2 byla
v priméru 78,4 kg-hl', resp. 76,0 kg-hl", primérna objemova hmotnost vzorki Presto Valdy byla 71,7 kg-hl
!, Také obsah dusikatych latek v susing byl statisticky pritkazné ovlivnén translokaci. Priméma hodnota
obsahu dusikatych latek byla u Valdy (16,6 %) byla pritkazné vyssi nez u odridy Presto bez translokace
(15,2 %) a u forem s translokaci 1R.1Ds;19-2 (15,6 %). Rovnéz sedimentacni index byl statisticky prikazné
ovlivnén translokacemi tak, Ze pocet translokaci zvySoval jeho hodnotu. Primérna hodnota sedimenta¢niho
indexu u odrudy Presto bez translokace byla 23 ml, u vzorki s jednou translokaci Presto 1R.1Ds.o-2 byla 25
ml a vzorki se dvéma translokacemi Presto Valdy byla 27 ml. Cislo poklesu nebylo piitomnosti translokaci
ovlivnéno a ve vSech tfech pfipadech dosahovalo stejné hodnoty 62 sekund.

Fyzikalni charakteristiky tésta a objemu pec€iva naznacuji rovnéz nékteré rozdily. Primérnd vaznost
mouky byla vys$i u vzorkl s translokaci Valdy (55,6 %), oproti odridé Presto bez translokace (54,2 %) a s
jednou translokaci 1R.1Ds.jo-2 (54,1 %). Rozdily v charakteristikach tésta (vyvin, stabilita, zmé&knuti)
nebyly u hodnocenych vzorkt prikazné. Vyznamné rozdily vSak byly v charakteristice lepivost tésta. Tésto
z odridy Presto bez translokace bylo lepivé, z Presto s translokaci 1R.1Ds;19-2 bylo mirné lepivé a tésto
pripravené z forem Presto Valdy bylo nelepivé. Tomu odpovidaji i charakteristiky zmé&knuti tésta (poklesu
farinografické kiivky). Objem peciva byl pfitomnymi translokacemi ovlivnén jen mirné a neprukazné.
Zajimavé bylo, ze primérny objem peciva byl nejvyssi u vzorkd Presto s jednou translokaci 1R.1Ds. -2
(364 ml) a nejnizsi u vzorkd Presto Valdy (316 ml). To je v uritém rozporu s publikovanymi vysledky
(WOS et al., 2002). Na rozdil od tohoto zjisténi vzhled, tvar a struktura upeéenych bochnikt byly podstatng
lepsi u forem s translokacemi nez u kontrolni odrudy Presto. Vysledky pekatskych testli u vybranych vzorkt
ze sklizn¢ 2004 jsou na obrazku 1. Zajimavé je, Ze mezi hodnocenymi analyzovanymi vzorky s jednoduchou
translokaci 1R.1Ds.19-2 a dvojitou translokaci Valdy byly zjistény rovnéz rozdily. Naptiklad vy$s$i objem
peciva oproti priméru uvadénému v tabulce byl dosazen u vzorku Presto 1R.1Ds,19-2 oznaceném Cislem 5 a
niz8i u vzorku oznaceném cislem 1. U vzorkd Presto Valdy byl nejvyssi objem peéiva u vzorku ¢. 10 a

Porovname-li vysledky rozbori pSenice a tritikale navzajem, je ziejmy nejvétsi rozdil v Cisle poklesu
(FN) a v objemu peciva. Rozdil mezi pSenici a tritikale v Cisle poklesu je podminén rozdilnou aktivitou alfa-
amylasy, kterd je na rozdil od HMW podjednotek gluteninti a gliadinti geneticky zaloZena odlisn¢. Tato
skutecnost nepochybné rovnéz ovliviiuje fyzikalni charakteristiky tésta, naptiklad ukazatel jeho stability a
zmé&knuti (pokles farinografické kiivky).
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Tabulka 1: Kvalita zrna hodnocenych vzorku tritikale a pSenice (priméry let 2002, 2003 a 2004)

Nazev Pocet O.H. NL | SEDI | FN | Vaznost [ Vyvin | Stabilita [Zmeknuti| Lepivost [Objem
vzorkti | [keg-hl'] | [%] [ml] [s] (14,0%) | [min] [min] [FU] peciva
(%] [ml]
Tritikale:
Presto 1 784a | 152a| 23a 62 a 542 a 1,9a 2,7 a 140 a lepivé 345 ab
Presto 1R.1Ds. -2 5 76,0a |[156a| 25 b | 62a 54,1 a 1,8a 38a 128 a mirné lepivé | 364 b
Presto Valdy 3 71,7 b [ 16,6 b| 27 c| 62a 55,6 b 20a 25a 113 b nelepivé 316 a
PSenice:
Sulamit, Ebi (kvalita E) 2 82,0 13,3 43 299 59,5 43 6,5 50 nelepivé 683
Samanta (kvalita A) 1 80,8 14,5 36 293 57,6 3,8 6,8 63 nelepivé 636
Sarka, Rialto (kvalita B) 2 81,4 12,7 29 274 56,3 2,0 4,0 78 nelepivé 513
Mladka (kvalita C) 1 76,7 12,3 17 318 52,3 0,5 3,5 100 mirné lepivé | 408

2 [3 4 s E 10 [0 12 g |2

Obrazek 1. Ukazky pekafiského testu: vlevo -
Sifce /w/ bochniku je 1 : 2,28; objem peciva 300 ml), uprostied - linie €. 5: Presto s translokaci 1R.1Ds,o-2
(h:w=1:1,79; objem 360 ml), vpravo - linie ¢. 10: Presto s translokaci Valdy (h : w =1 : 1,64; objem 290
ml)

Diskuse

Pres nékteré pozitivni vliv studovanych translokaci na jakost zrna je evidentni, Ze vysoka aktivita alfa-
amylasy a s ni spojené nizké ¢islo poklesu (FN) negativné ovliviiuje moznost dosazeni parametrd u tritikale
srovnatelnych s pSenici. Nizké Cislo poklesu negativné ovliviiuje moznost dosazeni uspokojivého objemu
peciva, ktery by se vyrovnal pSenici seté. Lze predpokladat, ze podstatnéjSiho zlepSeni pekaiské kvality
tritikale bude mozné dosahnout kombinaci zlepsujicich genii pro viskolelastické vlastnosti lepkové bilkoviny
a soucasné genti pro nizkou aktivitu alfa-amylasy (WOS et al., 2002). Zajimava je existence uréitych rozdili
v charakteristikach jakosti mezi jednotlivymi liniemi uvnitf skupin genotypi s jednou a dvojitou translokaci.
Lze se domnivat, ze tyto rozdily mohly byt zplsobeny urcitou heterogenitou vzorkd. Mize to byt
pravdépodobné z divodu, Ze vychozi material, ze kterého byly pouzité linie vyselektovany, byl heterogenni
v ptitomnosti alely Glu-D1 5+10, coz se ukazalo na zakladé analyz potomstev rostlin pomoci molekularnich
markert. Z divodu potieby dostateéného mnozstvi DNA pro analyzy byla izolace DNA provadéna z
nekolika rGznych rostlin odvozenych z analyzovaného potomstva. To umoznilo sice vzajemné rozliSit od
sebe vzorky obsahujici nebo neobsahujici Glu-D1 5+10, nebylo v§ak mozné timto zptisobem od sebe odlisit
heterozygoty a homozygoty v Glu-DI 5+10. Proto bude nezbytné u vzorkl s odliSnou kvalitou zrna provést
elektroforetickou analyzu zasobnich bilkovin (SDS-PAGE) pro posouzeni piipadné heterogenity
analyzovanych vzorkd.

Skute¢nost, Zze v objemu peciva nebylo zaznamenano pritkazné zlepSeni u forem s translokacemi, by se
mozna dala vysvétlit jinou technologii peceni oproti publikovanym vysledkiim v zahranici, které obvykle
vychazeji z pekaiskych testi provadénych ve formée. NaSe pekaiské testy byly provadény bez formy, coz
oproti zahrani¢nim testim umoznilo posuzovat i tvarové charakteristiky pokusnych bochnikd.

V literatufe, tykajici se pekarské kvality tritikale, jsou uvadény rovnéz velmi slibné vysledky, zpisobené
zaménou celého chromosomu 1D za chromosom 1R. Nevyhoda téchto substitucnich forem tritikale 1D(1R)
vsak spociva v podstatné niz§im vynosu (LAFFERTY a LELLEY, 2001). Proto vétsi nadéji na vyuziti maji
tritikale s translokovanymi chromosomy. Nevyhodou translokace 1R.1Dss -2 a translokace Valdy je
skuteCnost, Ze ob¢ nesou na kratkém rameni v blizkosti centromery sekalinovy lokus Sec-/, ktery ma
negativni vliv na pekafskou kvalitu. Proto je vyvijena nova translokace, kterd by neobsahovala tento
sekalinovy lokus. Z kalifornské university se nam podatilo v roce 2005 ziskat zatim heterogenni vzorek, kde
translokovany 1R by mél obsahovat Gli-D1, Glu-D3 a Glu-D1 5+10, pficemz oba sekalinové lokusy Sec-1 a
Sec-3 jsou odstranény (LUKASZEWSKI, osobni sdéleni).
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Zavéry

U dvojité translokace Valdy byl prokazan statisticky prukazny pozitivni vliv na obsah dusikatych latek
v susing, vaznost vody, sedimentaéni index, lepivost a zmeknuti tésta.

Translokace nemély vliv na Cislo poklesu a rovnéz na nékteré fyzikalni charakteristiky tésta (vyvin,
stabilita).

Cislo poklesu bylo u viech skupin vzorki tritikale velmi nizké oproti psenici. Proto predpokladem pro
zlepSeni pekarské kvality zrna tritikale je rovnéz vyuziti vhodnych donorti s nizkou aktivitou alfa-
amylasy.
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SLECHTENI HRACHU PROTI HUBOVYM PATOGENUM
PEA BREEDING TO FUNGI PATHOGENS

Radmila DOSTALOVA - Michal ONDREJ - Rudolf TROJAN - Ivana HASALOVA -
Roman TYLLER

The aim of the work was the creation of pea genotypes with complex resistance to several pathogens (Erysiphe pisi,
Fusarium oxysporum race 1 and 2, Fusarium solani, Rhizoctonia solani). Unique sources with cumulated genes of
resistance were obtained for increasing and stabilisation of tolerance to broad pathogens spectrum of pea. Declared
resistance were verified in field and glasshouse tests. Suitable materials with high level of biological characteristic were
used in hybridisation process. Control susceptible genotypes were surpassed by majority new resistant bred lines.

Key words: Pisum sativum, resistance, fungi pathogens, breeding

Uvod

Hréch sety (Pisum sativum) patfi k nejvyznamngj$im a nejrozsifengj§im luskovinam v CR. Na hrachu
setém se vyskytuje neékolik desitek chorob, z nichz pouze nékteré jsou ekonomicky vyznamné. V poslednich
letech se Slechténi hrachu orientovalo na zvySeni odolnosti ke komplexu houbovych chorob. Padli hrachu
(Erysiphe pisi) je celosvétové nejrozsirenéjsi patogenni houbou hrachu. Povrch nadzemni Casti rostlin se
pokryva charakteristickym mouénatym povlakem. Padli zplisobuje ztraty na vynosech semen v rozmezi 10
— 60 %. Silngji byvaji napadeny afila typy hrachu, pozdni odrudy, porosty pozdé seté, piehoustlé a
pfehnojené dusikem (ONDREJ, 2003). Spolu s chorobami nadzemnich ¢asti piisobi na kofenové &asti rostlin
soubor patogend obecné oznacovany jako komplex kofenovych chorob (Rhizoctonia solani, Fusarium
oxysporum, Fusarium solani a dal$i). Napadené rostliny trpi ristovou a vynosovou depresi. Semena v
luscich fyziologicky nedozravaji, scvrkavaji se a snizuji svou hodnotu HTS. Nutri¢ni hodnota semen se
zhorsuje a klesa obsah N-latek.

Material a metody

Zdroje rezistence: Highlight, Melfort, Mozart, Stalwarth, Lu 390-R2, SGL 1977, SGL 2024, Consort R, Ceb
1171- (er-1), linie B 99-/98 — 118/ (WEEDEN N.F., 1999), s odolnosti proti padli (er-1) a F. oxysporum rasa
1,2 (Fw, Fnw).

Zdroje odolnosti proti F. solani f. sp. pisi :- linie 96-2068, 96-2198, 96-2154, 97-2162 ( KRAFT J.M,,
COFFMAN M.Z., 2000) a genotypy Lifter, Franklin, Fallon, Novella II a Starling.

Soubor registrovanych odriid hrachu z genové banky Agritec, SS Selgen a SEMO Smrzice.

Izolaty hub: soubor ras F. oxysporum rasy 1,2 — standardy (USA, NL), vlastni izolaty F. oxysporum rasy 1,2
oxysporum rasy 1, 2 , R. solani (AG-4), F. solani a F. solani f. sp. pisi

Inokulaéni test na odolnost k F. oxysporum rasa 1, 2 (HAGLUND, 1989)

Sterilovana semena hrachu byla byla vyseta v agroperlitu do sadbovac¢ti. Semenacky byly po piedpéstovani
vyjmuty a kofeny byly zkraceny o 30 %, nasledné maéeny v suspenzi propagul (F. oxysporum rasa 1, 2), a
zpét vysazeny do agroperlitu. V kazdém testovaném vzorku hodnoceno celkem 20 rostlin. Kontrola vzorek
se zkracenymi kofeny, maceny ve vode.

Inokulacni test na odolnost k Rhizoctonia solani, a F. solani

Semena byla macena ve vodé (24 hod.), nabobtnald semena potom v suspenzi propagul houby R. solani
nebo F. solani. Inokulovana semena byla vyseta na povrch agroperlitu v truhlicich (4 40 semen na truhlik) a
prevrstvena agroperlitem.

Hodnoceni inokulacnich testt

Po 20- 30 dnech byly rostliny vyjmuty a rozdéleny do skupin podle stupné nekrotizace kotfent (stonkovych
bazi, nadzemnich ¢asti — Zloutnuti a odumieni spodnich listti, vadnuti). Bonita¢ni stupnice 0-4 (0- bez
symptomt, 4 — 100% napadeni). Vypocet DI (disease index)

DI =(0.a+1.b+2.c+3.d+4.e)/n

Inokulacni test rostlin na odolnost k padli (Erysiphe pisi)

Ve skleniku byla provedena uméla inokulace padlim rozptylenim konidii (z napadenych rostlin) nad
rostlinami urenymi k testu. Optimalni termin inokulace je na pocatku kvétu.

Vysledky a diskuze

Pred zapocetim $lechtitelské prace byla zmapovana situace ve vyskytu druhového spektra patogenni
mykoflory hrachu kofenovych chorob na 13 lokalitich CR. Nejvyssi zastoupeni bylo zjiiténo u houby F.
solani (45 %), pomérné nizky podil byl u F. oxysporum f.. sp. pisi (14,5 %). V letech 2001-2004 byly proti
kofenovym chorobam (F. oxysporum, rasa 1, 2, R.. solani, F. solani) otestovany vSechny rodicovské linie a
odridy. Na zaklad¢ vysledkl sklenikovych inokulacnich testl byly vyuzity pro rezistentni Slechténi
genotypy s relativn€ vyssi odolnosti jak proti houbé Rhizoctonia, tak i proti houb€ F. oxysporum (rasa la 2):
SGL 1997, SGL 2024, LPKE 36, Herold, Gotik, Zekon a Fallon. Vyuzivani zdroji Highlight, R2, Melfort,
Lifter, Franklin a linie B/99-106, B/99-114, B/99-118 aj. je zhlediska vyssi citlivosti ke R. solani
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problematické. Byl proveden rozsahly screeningovy test proti patogenni houbé F. solani. K nejodolnéjsim
genotypum patfily: Sponzor, Gotik, Novela II, Starling, LPKE 36 a linie 97-2162 a GHC. Z vysledku
inokulac¢nich testi byl vybran soubor genotypti s vysSi toleranci ke kofenovym chorobam pro
nasledné kombinaéni kfiZzeni hrachu. Na tyto genotypy pak byly nakiizeny zdroje odolnosti proti padli nebo
zdroje s kumulovanou rezistenci proti vice patogenim. Perspektivni hybridni kombinace byly namnozeny,
selektovany na pozadované znaky a vlastnosti. Po opakovanych selekcich inokulacnich testli potomstev proti
padli, které byly provadény v F2 - F4 generaci byly ziskany homozygotni linie hrachu rezistentni proti padli.
Vsechny vytvofené linie jsou rezistentni i k F. oxysporum rasa 1. V reakci na rasu 2 (F. oxysporum) byly
zaznamenany rozdily, k F. solani je vétsina téchto linii velmi citliva. V polnich podminkach byla ovéfovana
vykonnost ziskanych populaci a selektovanych kmenti a porovndvana s vychozimi zdroji rezistence
a nachylnymi kontrolami. Veskeré ziskané homozygotni linie jsou rezistentni k padli. Kofenové choroby se
na téchto materidlech v polnich podminkéch neprojevily. Kombinace B99/106 x Highlight dosahla
nejvyssiho vynosu — 13,7 g na rostlinu, tato kombinace méla i nejvyssi pocet semen v lusku (6,8).
Nevyhodou je niz§i HTS (180), vétsi poléhavost a vyssi citlivost k Phoma, Mycosphaerella a Uromyces pisi,
ta se projevila u vSech kombinaci odvozenych od linii B99/106 a B99/118. Vysledky vynosovych zkousek
téchto materiald potvrzuji literarni udaje o nizkém vynosovém potencidlu a zvySené citlivosti zdroji
rezistence k ostatnim chorobam (WARKENTIN et al. 2000). Kombinace s vyuzitim novych vykonnych
zdroju rezistence (SGL 1977 x Franklin, GHC x Mozart, SGL 1977 x Lifter) poskytly velmi vysoky vynos,
pii zachovani pozadovanych vlastnosti na dobry zdravotni stav, odolnost k poléhani a odpovidajici HTS.
Tyto perspektivni materiadly budou vyuzivany jako zaklad pro tvorbu novych odrtd.

Zavér

Omezeni negativniho vlivu vSech zmifiovanych chorob na produkei hrachu vyZaduje integrovany pfistup
k péstovani této plodiny. Ten zahrnuje nejen vyuzivani rezistentnich odrid, které by mohly byt
v budoucnosti zaregistrovany, ale i spravné dodrzovani technologie péstovani Posouzeni Grovné zdravotniho
stavu genetickych zdroji pomoci ucinnych testacnich metod umoznuje vybér vhodnych materialii pro
rezistentni §lechténi a pro jejich nasledné zavedeni do péstitelské praxe. Slechténi na rezistenci hrachu je
nejucinngjsi, nejprirozenéjsi a nejrozsitenéjsi ochranou pied patogeny pfi péstovani rostlin.
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