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Nové poznatky z genetiky a $Pachtenia polnohospodarskych rastlin.
Zbornik z 13. vedeckej konferencie, Piestany : VURYV, 2006

VYUZITIE TECHNOLOGICKEHO A METODOLOGICKEHO POKROKU
PRI SACHTENI PSENICE
UTILIZATION OF TECHNOLOGICAL AND METHODOLOGICAL
PROGRESS AT WHEAT BREEDING

Martin UZIK — Alzbeta ZOFAJOVA

Results from several experiments with sets of winter wheat varieties, realised in the last century, from the point of
source of grain yield increasing and reasons of decreasing its quality are presented. Identification of reasons is
important for formulation future breeding strategy. Unbalance between carbon and nitrogen metabolism and
unbalance between nitrogen source and its sink capacity are considered as the main reasons of low grain quality.
Key words: winter wheat, variety, historical assortment, accumulation, translocation, biomass, nitrogen

Uroda, kvalita, odolnost vo¢i chorobiam a $kodcom, stabilita vo&i nepriaznivym podmienkam
prostredia st trvalou vyzvou pre §l'achtitel'a. V druhej polovici minulého storocia sa dosiahol znacny
pokrok pri dosahovani uvedenych cielov. Urody psenice sa zvysili v celosvetovom meradle z 1 na
2,4 tha' ato vdaka zlepsenim odrodam a vy$§im davkam Zivin. Podobny trend rastu trod bol na
Slovensku i ked’ s uréitym oneskorenim (UZIK, 2000; UZIK, ZOFAJOVA, 2003).

Odroda ako intenzifika¢ny faktor zacala hrat’ rozhodujucu tlohu az po druhej svetovej vojne, kedy
boli vyslachtené kratkosteblové odrody psenice, jaCmena, ryze, ktoré efektivnejSie vyuzivali vysSie
davky zivin. Dvojnésobné zvySenie urod za relativne kratke obdobie sa oznacilo pojmom ,zelena
revolucia“ (DONALD, HAMBLIN, 1976), ktora sa pravdepodobne uz nezopakuje.

Prax s$lachtenia rastlin v minulom storo¢i vychadzala zempirie, z vysledkov  velkého poctu
hybridnych experimentov a z poznatkov genetiky a d’al§ich vednych odborov. Bolo vyhodnotenych
mnoho selekénych stratégii pre efektivnu tvorbu komerénych odréd (ALARD, 1999).

Zakonitosti dediCnosti vyuzivali sa pri znakoch podmienenych jednym génom. Prinosom bolo
poznanie Ze aj kvantitativne znaky sa dedia mendelisticky. Su kontrolované velkym poctom génov
s malym ucinkom ako to dokazali Nilson Ehle pri $tudiu dedi¢nosti farby zrna pSenice (NILSSON —
EHLE, 1909). Metodologické tsilie bolo venované problému separacie ucinkov prostredia od uc¢inku
genotypu pri kvantitativnych znakoch (MATHER, JINKS 1971; FALCONER, 1989; NYQUIST, 1991).
Pre $tidium dedicnosti vlastnosti ozimnej pSenice a jej zlepSovanie sexualnym prenosom génov prispela
tvorba monozomickych sérii. Genetické mapovanie a analyza dedi¢nosti pri hexaploidnej pSenici
tradi¢nym postupom konvencénou metdédou s problematické, pretoze lokusy pre ten isty znak mézu sa
viac krat’ opakovat. Vd’aka monosomickym sériam, ktoré vyvinul SEARS (1954) bolo mozné spéajat’
urcity znak s uréitym chromozémom a vyuzit' ich na substiticiu chromozémov zinych odréd do
Standardnej odrody.

Hybridizacia vnitri druhu a medzidruhova bola Siroko vyuzivana na inkorporaciu génov do novych
odrod. V kazdej krajine sa vytvarali nové odrody, ktoré boli adaptované na rdzne agroekologické
podmienky, ¢o rezultovalo do velkej diverzity medzi odrodami. Slachtitelia tito rozmanitost’ plné
vyuzivali hybridizaciou pre d’alSie zlepSovanie odrdd a tak dochadzalo ku $pirdlovitému zlepSovaniu
odréd. Technologicky pokrok sa vd’aka vol'nému vyuzivaniu odrdéd ako zdrojov novych génovych
kombinacii prenasal i do krajin s nizSou technologickou tiroviiou, tak tomu bolo aj na Slovensku.

Genetické zlepSenie odrdd za poslednych 100 rokov na Slovensku moézeme dokumentovat’
vysledkami z experimentu s odrodami psenice povolenymi od roku 1923 do roku 1995 (UZIK,
ZOFAJOVA, 2002), skuasanych pri troch hladinach zévlahy ana 3 hladinich N hnojenia. Analyza
ukazala , Ze:

- znizila sa vyska rastliny ¢o bolo zdrojom (source) pre redistribliciu asimilatov z vegetativnych

organov do generativnych organov, ale

- proces redistribucie asimilatov bol umozneny vdaka zvysenej uloznej kapacite (sink), zvySenim
poctu zin na klas v dosledku pleiotropného efektu Rht génov (FLINTHAM et al., 1997),

- moderné odrody mali vysSiu toleranciu voci suchu, ked’ pri optimalnej zavlahe bola tiroda zrna
modernych odréd voci starym dvojnasobnd, avSak pri nedostatocnej zavlahe (stres, sucho) bola
vyssia, skoro Stvornasobne,

- zvySenie Urod zrna sa nedosiahlo zvySenim urod celej biomasy, ale ,len* jej presunom
z vegetativnych organov (slamy) do zrna, ¢im sa zvysil zberovy index (AUSTIN et al., 1980),

- menili sa parametre prijmu a utilizacie dusika a kvality zrna. S rokmi povolenia odrody sa
znizoval obsah dusika v zrne i v slame ¢o naznacuje, Ze nebol dostatoény prijem dusika, av§ak
zvySoval sa zberovy index N ¢o naznacduje, ze sa zlepsila efektivnost’ utilizacie prijatého N. Ak
by sa mal pri zvySovani HI dodrzat’ pévodny pomer tGrody zrna ku obsahu dusiku v zrne mal by
sa prijem dusika zvySovat’ linearne pri rovnakej biomase a progresivne s rastom produkcie
biomasy,
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- nedostatocny prijem N rezultoval do znizenej kvality zrna ked’ v subore 26 odrdd ozimnej
psenice povolenych od roku 1912 do roku 1995 (ZOFAJOVA, UZIK, 2004). V skupine odrod
povolenych v rokoch 1992 az 1995, do ktorej patrili odrody Torysa, Astella, Barbara sa znizil
obsah bielkovin na 81,1 %, obsah mokrého lepku na 74,8 % a tvrdost’ zrna na 84,1 % oproti
prvej skupine odréd povolenych v rokoch 1912 az 1923.

Translokacia a redistribdcia asimilatov — genotypové diferencie

Ako vidiet’ redistribtcia asimilatov a N boli zakladné fyziologické procesy geneticky determinované,
ktoré zabezpecili zvysSenie urod zrna. Poznanie zdrojov Slachtitel'ského pokroku v minulom storo¢i pri
obilninach je doblezit¢é pre stanovenie stratégie Slachtenia pre d’alSie roky. Procesu redistribucie
a translokacie asimilatov a N sme venovali pozornost’ v d’alSich experimentoch.

Translokacia asimilatov ma dva aspekty, aspekt mikroevoluény podmieneny relativne trvale
zmenenou redistribliciou asimilatov z priebeznej asimilacie do vegetativnych a generativnych organov
(zvysenie HI) a aspekt ontogeneticky, ktory je podmieneny translokaciou asimilatov docasne ulozenych
vo vegetativnych organoch do generativnych organov. Oba procesy moézu sa realizovat’ az po zaciatku
kvitnutia a preto sa tazko od seba separuju. Pokusili sme sa to urobit’ na subore desiatich odrod
ozimnej pSenice povolenych v rokoch 1921 — 2003 skusanych v pokuse pri 4 hladindch N hnojenia (0,
30, 60, 90 kg.ha™"). Cielom prace bolo zistit, aky je podiel asimildtov z nadzemnej biomasy a z korefiov
vytvorenych do klasenia a po klaseni v priebehu nalievania zrna na zvySeni zberového indexu modernych
a starych odrod psenice. Okrem toho doteraz vyskum pre porovnanie starych a modernych odrdéd bol
vacsinou zamerany na nadzemnt hmotu, na Urodu zrna ajej komponenty (AUSTIN et al., 1980;
CALDERINI et al., 1995; UZIK, ZOFAJOVA, 2003; BRANCOURT HULMEL et al., 2003). Okrem
asimilatov z nadzemnej biomasy zdrojom pre translokdciu a redistribiciu suSiny do zrna mohla by
byt susina korefiov, avSak tie sa nepovazuji za tak vyznamné ako z nadzemnej hmoty (BLUM, 1998).
Ziskané vysledky potvrdili predchadzajtce, avsak ziskali sme d’alSie, ktoré umoznili urobit’ urcité zavery
pre selekciu.

- Moderné kratkosteblové odrody skor klasili, korelaény koeficient medzi rokom povolenia odrod
a terminom klasenia bol zaporny (r=-0,811"").

- Naakumulovali menej nadzemnej hmoty do kvitnutia, Medzi rokom povolenia odrody
a akumulovanou suchou hmotou bol silny zaporny vztah (r =0,859"),

- ale naakumulovali viac korenovej hmoty. Najvyssiu produkciu koreilovej hmoty mala odroda
Astella, nositel’ka génu Rht 1. Pri odrodach bola jednoznacna tendencia zvySovania produkcie
korefiovej hmoty s rokom povolenia odrody (od 0,50 -  Slovenska 777 do 0,85 g.rastlinu™
Astella) (r=-0,596). Vynimkou bola odroda Kosutka s najnizSou produkciou korenov (0,42
g.rastlinu™).

- Klasovy index, ako ukazovatel potencialnej uloznej kapacity mal tendenciu ¢im neskorsie
povolena odroda tym vysSia hodnota klasového indexu (r=0,556). Vynimkou boli odrody
Solaris a Kosutka, ktoré hoci boli povolené pred 30 rokmi (Solaris) mali najvyssiu hodnotu
klasového indexu.

- Vyska rastlin sa vyznamne zniZovala s rokom povolenia odrody (r=-0,804""), avSak len do roku
1976 (odroda Solaris). Potom boli povolené odrody s réznou vyskou - Vanda (82,4 cm),
povolena v roku 2001 a odroda Astella (61,1 cm) povolena v roku 1995.

- Na dvojnasobnom zvySeni Urod zrna modernych odréd sa viac podielal pocet zin v klase
(r=0,907""), nez hmotnost zrna (r=0,889""), pri¢om pocet klasov na rastlinu (r=-0,512) sa
mierne znizoval srokom povolenia odrody. Uroda zma sa zvysila v dosledku zvysenia
zberového indexu, bez zvysenia produkcie biomasy.

- Zatial' ¢o uroda zrna na rastlinu sa zvySovala s rokom povolenia odrody (1=0,889""), opaéna
situdcia bola pri biomase korenov, ktora sa znizila (r=-0,455).

- Vysledky umoznili odpoved’ aki tlohu ma proces translokacie na zvySovanie Urody zrna.
Translokacia, méze byt charakterizovana viacerymi kritériami a to najmé rozdielmi v dynamike
narastania biomasy do kvitnutia a po kvitnuti a jej distribiciou medzi generativne a vegetativne
organy z priebeznej asimilacie a redistribuciou alebo translokaciou z vegetativnych do
generativnych organov.

- Do zaciatku klasenia staré odrody vyprodukovali cca o 20 % vyssi podiel biomasy z celkovej
biomasy v zrelosti ako moderné odrody, avSak moderné odrody produkovali od klasenia do
zrelosti viac biomasy. Prirastok biomasy od klasenia do zrelosti s rokom povolenia odrody sa
vyznamne zvy$oval (r=0,759").

- Pri vdcsine odr6d nadzemnd biomasa vytvorena od klasenia do zrelosti bola mensia ako bola
uroda zrna. To znamena, Ze rozdiel sa musel nahradit’ procesom translokacie, teda asimilatmi
vytvorenymi do klasenia. Iba dve moderné odrody Kosutka a Viginta vytvorili od klasenia do
zrelosti viac nadzemnej biomasy ako urody zrna a ostatné odrody vyprodukovali od 1,19 do
2,25 g.rastlinu™, &o v % trody zrna predstavovalo od -6 % (Ko$utka) do 14 % (Vanda) ).
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- Translokacia nadzemnej biomasy sa srokom povolenia odrody zvySovala, vynimkou bola
najskorsia kratkosteblova odroda Kos$utka, ktora vyprodukovala v dobe nalievania zrna viac
biomasy ako bola uroda zrna.

- Pri vSetkych odrodach od klasenia do zrelosti dochadzalo ku tibytku korenovej hmoty od 0,19
(Slovenska 777) do 0,67 (g.rastlina™) (Astella) &o v % (100% klasenie) predstavuje od 63,3 %
do 21,8 % a v tom istom poradi ako v g na odrodu a rastlinu.

- Biomasa korenovej hmoty sa pri vSetkych odrodach od klasenia po zrelost’ znizovala a jej
podiel na translokovanej susine v zrne bol trojnasobne vyssi ako z nadzemnej biomasy.

- Ak tubytok koretiovej hmoty od klasenia do zrelosti povazujme za translokaciu a neberieme do
uvahy ich odumretie, potom translokacia suchej hmoty korefiov vyjadrena v hmotnosti trody
zrna bola trojndsobne vysSia ako znadzemnej hmoty (7,1 %, 21,2 %). Medzi translokaciou
suchej hmoty korenov (ibytok od klasenia do zrelosti) a rokom povolenia odrody bol vyznamny
vztah (1=-0,765"") a vyjadrené podielom v zrne r=0,370.

Medzi rokom povolenia odrody a translokaciou celkovej biomasy bola stredna korelacia (r=0,552),
avsak translokacia v % trody zrna na rastlinu nebola s rokom povolenia v ziadnom vztahu (r=0,120) v
dosledku toho, Ze starSie odrody mali nizSiu translokaciu, ale mali aj nizSiu urodu zrna a tak podiel bol
podobny ako pri modernych odrodach. Medzi odrodami kolisal podiel translokovanej biomasy v zrne
od 2,34 % pri odrode Kosutka az po 41,51 % pri odrode Astella.

Medzi odrodami boli rozdiely v podiele translokovanej biomasy v zrne. Odrody Astella a Kosutka su
kratkosteblové, avsak Kosutka produkovala najmenej koretiovej biomasy v klaseni a nemala takmer
ziadnu translokéaciu. Odroda Astella mala v klaseni najvysSiu produkciu korenovej biomasy a tiez
najvyssi podiel translokovanej biomasy v zrne. Je potrebné detailnejSie analyzovat’ vplyv Rht génov na
distribuciu a translokaciu asimilatov. V tomto smere prebiehaju prvé experimenty (ZOFAJOVA et al.,
2000).

Akumulacia a translokécia N pri odrodach ozimnej pSenice povolenych v rokoch 1921-2003.

Uviedli sme, Ze s rokom povolenia odrody uroda zrna sa zvySovala, ale obsah N v zrne a kvalita zrna
sa znizovala, preto sme sa zacali zaoberat’ genetickymi diferenciami v procese prijmu, akumulacie a
translokacie a utilizacie N, teda procesmi, ktoré si na zaCiatku koncovej kvality (end use quality).
Akumuléacia N 1zko suvisi s translokaciou suSiny, s urodou zrna a jeho kvalitou. Problém uroda zrna
verzus kvalita ma aspekt selekény a aspekt geneticko-fyziologicky. Z hl'adiska fyzioldgie problém
kvality zacina prijmom a utilizaciou N.

Genetické pri¢iny nizSej kvality modernych odrdd oproti starym odrodam nie st jasné. Pristupnost’
N vpdde ma rozhodujicu ulohu v prejave tohto vztahu, pricom nové odrody, ktoré maju vyssiu
efektivnost’ prijmu a utilizacie N maju slabsi zaporny vzt'ah medzi Grodou zrna a obsahom bielkovin
(ORTIS-MONASTERIO, 1997; UZIK, ZOFAJOVA, 2002).

Moderné odrody mali v klaseni vys$iu koncentraciu N v nadzemnej hmote, t.j. vys$Siu Specificku
efektivnost’ prijmu N na jednotku biomasy, avSak pretoze skor kvitli vyprodukovali menej biomasy a tak
i pri vysSej koncentracii N, jeho prijem bol nizsi ako pri starych odrodach (tab. 1, 2).

Moderné odrody mali vyssiu efektivnost’ translokacie, pretoze dokazali v obdobi nalievania zrna, z
vysSieho obsahu N vo vegetativnej hmote znizit’ ho na rovnaka Groven ako mali staré odrody (tab. 3),
napriek tomu mali niz8iu koncentraciu N v zrne, niz§i obsah mokrého lepku a bielkovin (tab. 1), ¢o bolo
spdsobené nevyvazenostou medzi zdrojmi N (source) atuloznou kapacitou zrna. Nedostatocna
akumulacia N modernych odrdd do doby klasenia, nizka efektivnost’ prijmu N pocas nalievania zrna
a vysoka uroda zrna, boli pri¢inou, ze napriek efektivnejsej translokacii a utilizacii N (zberovy index N)
kvalita zrna bola nizsia ako pri starych odrodach.

Zaver

V prispevku sa analyzuju vysledky ziskané z viacerych stiborov odrdd ozimnej pSenice, povolenych v
minulom storo¢i z hladiska zdrojov rastu urod zrna a pri¢in znizovania jej kvality. Poznanie pricin je
dolezité pre stanovenie budicich stratégii slachtenia. Za hlavnu pric¢inu nizkej kvality zrna sa povazuje
nevyvazenost’ medzi uhlikatym a dusikatym metabolizmom a nevyvazenostou medzi zdrojmi N a jeho
uloznou kapacitou.

Literatira

1. ALARD, R . W : Principles of Plant Breeding . Second edition , New York 1999, 254

2. AUSTIN, R. B. - BINGHAM, R.D. - BLACKWELL, R.D. - EVANS, L.T. - FORD, M.A. -
MORGAN, C.L. - TAYLOR, M.: Genetic improvements in wheat yields since 1900 and associated
physiological changes. J. Agric. Sci. 94, 1980, 675-689.

3. BLUM, A. (1998): Improving wheat grain filling under stress by stem reserve mobilisation.
Euphytica, 100, 77-83.

10



Nové poznatky z genetiky a $Fachtenia polnohospodarskych rastlin.
Zbornik z 13. vedeckej konferencie, Piestany : VURYV, 2006

10.
11.

12.
13.

14.
15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

BRANCOURT-HULMEL, M. - DOUSSINAULT, G. - LECOMTE, C. - BERARD, P. - Le
BUANEC, B. - TROTTET, M., 2003: Genetic improvement of agronomic traits of winter wheat
cultivars released in France from 1946 to 1992. Crop Sci. 43, 37-45.

CALDERINI, D.F. - DRECCER M.F. - SLAFER, G.A.: Genetic improvement in wheat yield and
associated traits. A re-examination of previous results and the latest trends. Plant Breeding 114, 1995,
108-112.

DONALD, C.M. - HAMBLIN, J.: Adv. Agron. 28, 1976, 361-405

FABRIZIUS, M.A. - COOPER, M. - BASFORD, K.E.: Genetic analysis of variation for grain yield
and protein concentration in two wheat crosses. Aust. J. Res. 48, 1997, 605-614

FALCONER, D.S., 1989: Introduction to Quantitative Genetics, 3" Ed. Longman Press, London.
FEIL, B.: The inverse yield-protein relationship in cereals: possibilities and limitations for genetically
improving the grain protein yield. Trends Agron.1, 1997, 103-119.

FLINTHAM, J.E. et al.: Journal of Agric. Sci. Cambridge, 128, 1997, 11-25.

HALLORAN, G.M.: Genetic analysis of grain protein percentage in wheat. Theor. And Appl. Genet.
46, 1975, 79-86.

MATHER, K. -JINKS, J.L.: Biometrical Genetics Chapman and Hall Ltd London 1971,382
MOLL, R.H. - KAMPRATH, E.J. and JACKSON, W.A., (1982): Analysis and interpretation of
factors which contribute to efficiency of nitrogen utilization. In: Agron. J., 74, s. 562-564.

NILSSON —EHLE , H: Kreuzunguntersuchungen an Hafer und Weizen 1909 Lund

NYQUIST, W.E., 1991: Estimation of heritability and prediction of selection response in plant
populations. Critical Reviews in Plant Sciences 10, 235-322.

ORTIZ-MONASTERIO, R. - PENA, R.J. - SAYRE, K.D. - RAJARAM, S. (1997): CIMMYT's
genetic progress in wheat grain quality under four nitrogen rates. Crop Sci. 37, 892-898.

RAJARAM, S.(2000): Prospects and promise of wheat breeding in the 21st century. In: Abstracts of
oral and posters presentations: 6th International wheat conference. Budapest, 24.

SEARS , E.R : The aneuploids in common wheat . Res. Bull. N 572 , Missouri Agric . Stn.
Columbia, MO

UZIK, M. - ZOFAJOVA, A. (2000): Chlorophyll and nitrogen content in leaves of winter wheat at
different genotypes and fertilization. Rostl. Vyr., 46, 2000 (6), 237-244.

UZIK, M. - ZOFAJOVA, A. (2003): Pokrok v agronomickych znakoch pri &esko-slovenskych
odrodach psenice letnej f. ozimnej povolenych v rokoch 1923-1995. Acta fytotechnica et
zootechnica, 6, 4, 93-100.

UZIK, M. - ZOFAJOVA, A.(2002): Niektoré aspekty selekcie na zvysenie efektivnosti prijmu a
utilizacie dusika vo vztahu k parametrom kvality pri ozimnej pSenici. Zb. Z 8. odborného seminara
“Nové poznatky z genetiky a §l'achtenia polnohospodarskych rastlin. SPachtenie obilnin na kvalitu”.
VURV Piestany, 32-41.

UZIK, M. - ZOFAJOVA, A.: Geneticky pokrok v tirode a kvalite zrna pSenice — In: Progres v
bioldgii : Zbornik referatov z medzinarodnej vedeckej konferencie 8. -9. september 2005 / Ed. M.
Zima, P. Bolecek, R. Omelka: Fakulta prirodnych vied UKF, 2005. — S. 385 — 387,

UZIK, M.: Stcasny stav vo vyskume a §lachteni pSenice. In: Perspektivy genetiky, $lachtenia a
semenarstva rastlin : Zbornik referatov k tematickym okruhom odbornej diskusie. Nitra : SPU, 2000.
- S.71-79.

ZOFAJOVA, A. - UZIK, M.: Historicky sortiment odréd pSenice letnej f. ozimnej - hodnotenie trody
a kvality - In: Genofond. - ¢. 8 (2004), s. 24 - 25.

11



Nové poznatky z genetiky a $Pachtenia polnohospodarskych rastlin.
Zbornik z 13. vedeckej konferencie, Piestany : VURYV, 2006

Tabul’ka 1: Koncentracia N (v % suSiny ) v klaseni a v zrelosti a ukazovatele kvality zrna

Odroda Klasenie Zrelost’
nadzemna koren koren slama Zrno Obsah Obsah | Tvrdost
biomasa bielkovin lepku zrna
(NIRS) (NIRS) (NIRS)
1 1,101abe 0,785d 0,692 0,452 | 2,714ab 15,36 57,91 79,04
2 1,040a 0,680ab 0,734 0,518 2,703b 15,29 55,97 80,94
3 1,054ab 0,608a 0,595 0,476 2,760a 15,10 58,89 81,17
4 1,356de 0,709¢b 0,694 0,579 | 2,268ab 13,12 44,12 78,72
5 1,531f 0,744cd 0,662 0,383 1,976ab 11,04 37,36 61,40
6 1,309de 0,694cb 0,598 0,436 2,224a 12,75 43,50 75,55
7 1,219¢d 0,670ab 0,658 0,457 2,095ab 11,64 42,20 73,30
8 1,421cf 0,749¢cd 0,690 0,550 | 2,268ab 13,30 47,71 75,04
9 1,208bcd | 0,716bcd | 0,708 0,456 1,982ab 10,87 38,65 69,13
10 1,333de 0,701cb 0,678 0,423 1,988ab 11,56 38,73 78,53
X 1,256 0,705 0,670 0,472 2,297 13,00 47,36 75,28
Tabulka 2: Prijem dusika v mg na rastlinu v klaseni a v zrelosti
Odroda Klasenie Zrelost’
koren nadzemna spolu koren slama ZIno spolu
biomasa
1 3,966 52,809 56,775 2,15bc 20,64bcd 40,16ab 62,94a
2 3,564 48,811 52,376 1,72ab 23,72d 37,45a 62,90a
3 4,544 48,491 53,034 2,56¢ 21,45¢d 44,56bcd 68,56a
4 4,645 50,411 55,056 1,31a 20,11bcd 42,52abc 63,94a
5 3,134 49,503 52,637 1,44ab 13,13a 50,52d 65,09a
6 5,542 45,011 50,553 1,72ab 15,56ab 47,32¢cd 64,61a
7 5,296 44,468 49,764 1,29a 15,92abe 45,63bcd 62,84a
8 6,304 45,530 51,834 1,23a 16,77abc 46,81cd 64,81a
9 4,821 43,614 48,436 1,41a 15,09ab 47,87cd 64,37a
10 5,172 47,105 52,277 1,39a 14,18a 49,01cd 64,58a
X 4,698 47,57 52,27 1,620 17,65 45,18 64,46
LSD.05) 1,049 6,49 7,10 0,724 5,815 6,517 68,46
Tabul’ka 3: Translokacia dusika
Odroda Translokacia N Podiel N v zrelosti EAN Zberovy index N (NHI)
(mg.rastlina™) (klasenie =100%)
nadzemna | celkova celkovd | nadzemna | zcelkovej | z nadzemnej
biomasa | biomasa’ | koreit slama biomasa” | biomasa | biomasy biomasy
1 32,17abc | 33,99abc | 89,57ab | 42,21bcd 88,66b 85,13c 0,636a 0,65%a
2 25,09a 26,93a | 107,96b | 49,14d 83,35ab 79,65abc 0,601a 0,619a
3 27,04ab 29,03ab | 97,01ab | 43,82cd 77,22ab 73,15ab 0,663ab 0,690abc
4 30,30abc | 33,64abc | 98,29ab | 41,96bcd | 86,96ab 81,06bc 0,665ab 0,679ab
5 36,37c 38,07c | 90,03ab | 25,83a 79,80ab 76,57abc 0,775¢ 0,792d
6 29,45abc | 33,27abc | 85,72a | 32,80ab 78,20ab 71,17ab 0,739¢ 0,760cd
7 28,55ab 32,55abc | 99,19ab | 37,05bc 81,73ab 74,44abc 0,727bc 0,743bcd
8 28,76ab | 33,84abc | 93,43ab | 37,74bc 79,51ab 70,90ab 0,731bc 0,746bcd
9 28,52abc | 31,94abc | 98,11ab | 36,93bc 75,53a 69,30a 0,751c 0,768d
10 32,92bc 36,71bc | 97,07ab | 31,56ab 80,87ab 74,20abc 0,762c 0,779d
X 29,91 32,99 95,63 37,90 81,18 75,55 0,704 0,723
LSD(.05) 7,81 8,120 18,97 10,99 11,84 11,22 0,073 0,073

* . r ’ r . kXK ’ v
Podiel naakumulovaného N v klaseni z celkového N v zrelosti, vratane korefiov

p=q

B

Ing. Martin Uik, DrSc., Ing. Alzbeta Zofajova, PhD., SCPV — Vyskumny tstav rastlinnej vyroby, Bratislavska 122, 921 68 Pietany, e-mail: uzik@vurv.sk
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VLIV SLECHTENI NA ZLEPSOVANI SLADOVNICKE KVALITY
THE EFFECT OF BREEDING ON IMPROVING MALTING QUALITY

Vratislav PSOTA

Processing and evaluation of values of technological parameters of barley varieties followed over a fifty-year period
(1955-2004) has brought an original view of the results of the breeding effort. During the followed period, extract
content in the dry matter of malt increased from the values under 80 % to values over 82 %. Diastatic power
increased with the exception of the second half of the 1980s and beginning of 1990s when it achieved values of ca
230 u.WK. At the end of the followed period the diastatic power value usually exceeded 300 u.WK. The value of
Kolbach index gradually increased from 35 - 40 % to 43 % and more. Relative extract value (45 °C), followed for a
forty-year period, increased from 36 - 38 % to 38 - 40 %. Also the values of final attenuation, followed since the end
of the 1970s, increased from 78 - 79 % to 81 %. Level of cytolytical modification followed from the 1990s shows an
increasing trend.

Key words: barley, breeding, malting quality

Uvod

JeCmen se pro vyrobu alkoholickych napoji zacal vyuzivat asi 3000 az 5000 let pfed nasim
letopoétem. Dlouho pied tim byl jisté vyuzivan jako potravina. Prvni sladafi ziskavali své zkuSenosti
pozorovanim a experimentovanim. Podobny pfistup zalozeny na pozorovani byl vyuzivan také pii
vybéru zrna vhodného pro sladovani.

Do 19. stoleti byl vybér, mistnim podminkam pfizpisobeného jeCmene, jedinou pouzivanou metodou
pro zlepSovani jeho vlastnosti. Ve vice méné uzavienych oblastech vznikaly izolované krajové odrudy.
Cisté péstitelské odriidy dne$niho typu neexistovaly a péstovany jeémen byl vysoce heterogenni. Vybér
byl zaloZen piedeviim na vzhledu zrna. Oblibend byla obla, dobfe nalita zrna s péknou pluchou. Urovei
moucnatosti i sklovitosti byla zjiStovana kousanim nebo zvykanim zrna.

Nékteré oblasti se kvalitou svého je¢mene proslavily. Ve Stiedni Evropé patfila k témto oblastem
Morava produkujici je¢men s vynikajici sladovnickou kvalitou (LEIN, 1964). Do $lechtitelskych
programu v riznych ¢astech Evropy byla zafazovana odrida Hana pedigreé a dalsi starohanacké odrudy,
které miizeme nalézt v rodokmenu fady znamych odriid (SKLADAL et al., 1967). S kiizenim dvou odraid
mezi sebou se v §irSim méfitku zacalo az kolem roku 1920.

Na konci 19. stoleti se zacalo s laboratornimi testy sladovnické kvality. Laboratorni sladovani se stalo
postupné prostfedkem pro hodnoceni linii vznikajicich ve $lechtitelskych programech. Slechtitelé méli a
maji vedle sladovnické kvality pochopiteln€ i dalsi cile, napf. vynos zrna, podil zrna nad sitem 2,5 mm,
silu klasu, odolnost proti fadé nemoci apod.

Sladaisky ustav v Brné je specializovanym pracovistém Vyzkumného tustavu pivovarského a
sladatského (VUPS), ktery se od svého vzniku v roce 1921 zabyvé, kromé jiného testovani sladovnické
kvality novych odriid je¢mene. VUPS tizce spolupracuje s Ustiednim kontrolnim a zkugebnim tstavem
zemédélskym (UKZUZ) od jeho zaloZeni vroce 1951. Od roku 1954 je pro testovani novych odrid
vyuzivano odriidové &istého osiva, které je sklizeno v pokusnych stanicich UKZUZ. Kazdoroéné je tak
ziskavan velice rozsahly zdroj informaci o novych odridach. Vedle odrad, které jsou v registraénim
fizeni je ve zkuSebnich stanicich péstovan i soubor nejrozsifenéjsich nebo nové registrovanych odrid.

Slechténi kulturnich rostlin je dlouhodoby proces, jehoz vysledek je mozno spatfit teprve pfi
zpracovani viceletych fad. Obvykle je timto zplsobem sledovan vliv §lechténi na vynos.

Material a metody

Zpracovavand data byla Cerpana ze zévérecnych zprdv Vyzkumného ustavu pivovarského a
sladai'ského v Brné (TRKAN 1955 - 1957; SVEDIROHOVA et al., 1958 -1974; HLAVINKOVA et al.,
1975 - 1991; PSOTA 1992 - 2004).

V letech 1955-1990 byly v zavéreénych zpravach VUPS v Brné uvadény vysledky rozborii vzorki ze
vSech zku$ebnich stanic bez ohledu na obsah dusikatych latek (bilkovin) v zrnu. Od roku 1991 se do
zavéreénych zprav Vyzkumného ustavu pivovarského a sladaiského v Brné zatazuji pouze Ctyfi vybrané
zkuSebni stanice, ve kterych je primérny obsah dusikatych latek (bilkovin) v zrnu kontrolnich odrad
sladovnického jeCmene na optimalni Grovni (10,7 - 11,2 %) nebo se témto hodnotdm v daném roce
nejvice priblizil. Ve snaze dosahnout objektivniho porovnani dat za celé sledované obdobi, byly tedy
v letech 1955-1990 z dalsiho zpracovani vylouceny zkuSebni stanice, jejichz primérny obsah dusikatych
latek (bilkovin) v zrnu je¢mene se nachazel nejdale od optimalnich hodnot.

Do sledovani byly zatazeny pouze odridy jiz registrované respektive povolené. Kazdy rok byl tedy
sortiment sledovanych odrud trochu jiny, protoze piekonané odridy nebo odrudy, které se nerozsitily
z tohoto souboru vypadly a byly v nasledujicim roce nahrazeny novymi odridami. Do roku 1996 byly
v sortimentu odrid az na vyjimky pouze odridy vyslechténé Ceskymi a slovenskymi Slechtiteli. Teprve
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od tohoto roku se v sortimentu objevuji zahrani¢ni odridy. Zahrani¢nimi odridami je v soucasné dobé
v Ceské republice oseta vétsina ploch, které zaujima jarni je¢men.

V pribéhu 50 let byla sledovana fada technologickych parametrii. Jen nékolik z nich bylo sledovano
po celé obdobi. Zpracovany byly pifedevS$im znaky zajimavé z pohledu dnes$nich pozadavki na
sladovnickou kvalitu.

Vysledky a diskuse

Pokrok v oblasti poznani zékladt urcujicich sladovnickou kvalitu a pokrok v oblasti laboratorni
techniky se odrazil v mirnych Gpravach pouzivanych metodik pfedevsim ve sméru jejich standardizace a
automatizace.

Pravdépodobné nejstarsi pouzivanou metodou je stanoveni extraktu. Tato metoda byla zavedena v 2.
polovin¢ 19. stoleti. V prubéhu ¢asu byla metoda postupné standardizovana. Posledni vyznamnou
upravou bylo piijeti metodiky ptipravy laboratorni sladiny na kongresu EBC v roce 1975. Podobnymi
Upravami ve smyslu standardizace prosly i ostatni star$i metody (diastaticka mohutnost, Kolbachovo ¢islo
apod.). V pribéhu padesati let byly nékteré metody nové zavadény. Patfi k nim dosazitelny stupeni
prokvaseni a relativni extrakt pii 45 °C, které se zacaly pouzivat ve VUPS pro testovani novych odriid
v 60. letech minulého stoleti. K nejnovéjsim, bézné sledovanym metodam patii stanoveni friability a
obsahu B-glukanti ve slading, které se zacCaly bézné stanovovat az na prelomu 80. a 90. let minulého
stoleti.

Zménu systému hodnoceni umoznilo pfedevsim zavedeni mikrosladovacich zkouSek. Nejprve byly
vzorky testovaného je¢mene vkladany do pytlikt ze silonového pletiva. Dalsi vyvoj byl pak zaméfen na
konstrukei vlastnich laboratornich automatizovanych mikrosladoven. Ve VUPS se pro testovani odriid
jeCmene pouzivala mikrosladovna fy Seeger od roku 1975. Vroce 1995 byla tato mikrosladovna
nahrazena mikrosladovnou fy KVM, ktera byla sestrojena na zakladé zkusenosti a potfeb VUPS. Viechny
vyse nastinéné zmény se jisté ur¢itym zplisobem odrazily i na hodnotach sledovanych znak?.

Obsah dusikatych latek je jednim ze zakladnich ukazatelli sladovnické kvality, ktery je vSak velmi
snadno ovlivnitelny vnéj§imi podminkami pdsobicimi na rostliny je¢émene pfedevsim v dobé tvorby zrna.
Vysoké hodnoty nad 12,5 % nebo naopak nizké hodnoty pod 9,5 %, jsou povazovany za
neakceptovatelné. Urovent dusikatych latek ovliviiuje vétSinu dalsich sladovnickych znakil. Se
zvySovanim obsahu dusikatych latek se snizuje obsah extraktu, sniZzuje se hodnota Kolbachova ¢isla a
zvy$uji se hodnoty relativniho extraktu pii 45 °C a diastatické mohutnosti. V souvislé padesatileté casové
fadé lze vysledovat jistou tendenci k postupnému snizovani akumulace dusikatych latek v zrnu.

Obsah extraktu vypovida o urovni modifikace Skrobu v prubéhu sladovani. U tohoto vyznamného
technologického a ekonomického znaku sledovaného po celé 50-ti leté obdobi je vidét vyrazny vysledek
Slechtitelského pokroku. Zatimco ve 2. polovin€é 50. let byly naprosto normalni hodnoty pod 80 %
extraktu, na konci 70. let se jiz extrakty pohybuji na trovni 81 % a na konci sledovaného obdobi jsou jiz
bézné hodnoty kolem 82 %. Ze strany zpracovatelského primyslu je zatim stale pozadavek na zvySovani
extraktivnosti. V odriidovych pokusech se zacinaji vyskytovat odridy s extraktem nad 83 %.

Dalsim technologickym znakem sledovanym po celé 50-ti leté obdobi, je diastatickd mohutnost.
Vyvoj slechtitelského pokroku u diastatické mohutnosti, tj. aktivity amylolytickych enzymu (pfedev§im
B-amylaz) je velice zajimavy. Zda se, ze zatimco do konce 70. let minulého stoleti nebyl s hodnotami
diastatické mohutnosti vyznamnéjsi problém, v 80. a 90. letech byla diastatickd mohutnost nizka. V 2.
poloving 90. let minulého stoleti a na zacatku tohoto stoleti doslo k zlepSeni této situace a hodnoty
diastatické mohutnosti se bézné pohybuji nad 280 j. WK. Pozadavky na vys$si hodnotu u tohoto znaku
jsou pfedevs§im ze strany pivovarti pouzivajicich Skrobnaté surogaty.

Proteolytické rozlusténi vyjadiené hodnotou Kolbachova ¢isla bylo ve VUPS sledovéno od roku 1956.
I u této vlastnosti doslo k vyznamnému slechtitelskému pokroku, tj. k postupnému zlepsovani modifikace
dusikatych latek. V prvni poloviné 60. let byla aktivita proteolytickych enzymut u sledovanych odrad
vyrazn¢ nizka. Od druhé poloviny 60. let dochdzi u sledovanych odrid k postupnému zlepSovani
proteolytického rozlusténi. V soucasné dobé se primérné hodnoty u sledovanych odrid pohybuji kolem
43 %. U n€kterych vzorkl jsou zaznamenavany hodnoty kolem 50 %. Zda se vsak, Ze jiz vysoké hodnoty
nejsou zcela pfiznivé pro senzorickou kvalitu finalniho vyrobku. Vzristajici aktivita proteolytickych
enzymtu je provazena nardstem obsahu rozpustného dusiku ve sladu.

Od roku 1963 byl sledovan i relativni extrakt pti 45 °C. Tento znak vyjadfuje aktivitu proteolytickych
enzymt a a-amylazy. Koreluje do urcité miry s hodnotou Kolbachova ¢isla. Po celé sledované obdobi
dochazelo k postupnému zvySovani hodnot relativniho extraktu pti 45 °C. Hodnoty byly ovlivnény jednak
odridovou skladbou a jednak pribéhem pocasi v daném roce. Nejvyssich hodnot bylo dosazeno v letech
1997 a 1998. V Ceské republice je snaha zachovat senzoricky charakter narodniho napoje (KOSAR et al.
2004). Proto se v posledni dobé uplatituji v odriidové skladbé Ceské republiky i odriidy u nichz se
relativni extrakt pohybuje na Grovni max. 38 %.

Od roku 1968 je ziskavana informace o predpokladaném pribéhu kvaseni v provoznich podminkach
metodou zaloZenou na prokvaSeni laboratorné pfipravené sladiny. Jedna se o japonskou metodu z roku
1967. Po celou dobu sledovani tohoto znaku je vidét znacny Slechtitelsky progres. V prvnich letech
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sledovani se hodnota dosazitelného stupné prokvaseni pohybovala kolem hodnot 78 - 79 %. V poslednich
letech se primérna hodnota ve sledovaném souboru pohybuje jiz kolem 81 %. Odrudy je¢mene vhodné
pro Ceské pivo se vyznacuji niz§im stupném prokvaseni sladiny (max. 80 %) a odolnosti proti
prelustovani sladu béhem kli¢eni (KOSAR et al. 2004).

Od 80. let minulého stoleti byla sledovana kvality sladu pomoci méteni jeho kiehkosti na pfistroji
friabilimetr. Pro test odriid v rdmci registra¢niho fizeni byla tato metoda uplatnéna od roku 1992 spolu se
stanovenim obsahu B-glukan ve sladin€. Oba tyto parametry hodnoti cytolytické rozlusténi sladu.
Friabilita vypovida ptimo o fyzikalnich vlastnostech sladu. Optimalni hodnota friability je 86 %. Obsah
B—glukanti ve sladiné je odrazem urovné destrukce bunéénych stén a v nich obsazenych p—glukani. Oba
tyto parametry jsou v uzké korelaci. Obsah P—glukand ve sladiné je dnes povazovan za dulezity
ekonomicky parametr, protoze ovliviluje filtrovatelnost meziprodukti pfi vyrobé piva a tim spotiebu
drahého filtraéniho materidlu. Oba znaky jsou ovlivnény nejen odridovou skladbou, ale i prib&hem
pocasi v daném rocniku. Za optimalni obsah B—glukant ve sladiné jsou povazovany hodnoty pod 250
mg/1. Jako jedna z prvnich se dostala pod tuto hranici slovenska odrtida Kompakt.

Zavér

Zpracovanim a vyhodnocenim hodnot technologickych znakd odrid je¢mene sledovanych za
padesatileté obdobi (1955-2004) byl ziskan originalni pohled na vysledky Slechtitelského usili. Obsah
extraktu v susiné sladu v prubéhu sledovaného obdobi nartistal z hodnot nizsich nez 80 % az po hodnoty
nad 82 %. Diastaticka mohutnost také postupné stoupala kromé obdobi druhé poloviny 80. let a poc¢atku
90. let, kdy dosahovala hodnot kolem 230 j.WK. Na konci sledovaného obdobi se hodnota diastatické
mohutnosti pohybovala bézné nad 300 j.WK. Hodnota Kolbachova ¢isla postupné stoupala z 35 — 40 %
na uroveil 43 a vice %. Hodnota relativniho extraktu pii 45 °C, sledovana po dobu 40ti let, vzrostla z 36 —
38 % na 38 — 40 %. Také hodnoty dosazitelného stupné prokvaseni, sledované od konce 70. let, vzrostly
ze 78 — 79 % na 81 %. Uroveil cytolytického rozlusténi, sledovana od 90. let vykazuje mirné vriistajici
trend.

Prezentovana prace byla zpracovana za podpory MSMT CR (MSM6019369701) v ramci feSeni
vyzkumného zaméru VUPS, a. s.
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BIELKOVINOVE DETERMINANTY CELIAKALNEHO OCHORENIA
PROTEIN DETERMINANTS OD COELIAC DISEASE

Ivan MICHALIK - Dana URMINSKA

Present results give the new experimental information in opinions on the former exolanation of toxicity prolamin
proteins (gliadins, hordeins, secalins, avenins) and causes of coeliac disease.
Key words: coeliac disease, gluten-sensitive enteropathy, cereals, pseudocereals, Elisa-method.

Intolerancia na lepkové bielkoviny spdsobuje u Casti populacie neinfekéné ochorenie zname pod
nazvom celiakia alebo gluténsenzitivna enteropatia.

Vo vseobecnosti sa traduje ndzor, Ze prirodné zdroje potravin (rastlinného, ¢i Zivo¢isneho pévodu) st
pre zdravie ludi neskodné. AvsSak existuji evidentné dokazy otom, Ze viaceré prirodné latky
v potravinach moézu pri ich konzumacii vyvolavat’ neziaduce ucinky (toxicita, intolerancie, metabolické
poruchy a pod.)

Prevazna vécsina antinutritivnych alebo aj toxickych latok v procese ich Upravy a spracovania sa
inaktivuje. UZ stari indiani vedeli, Ze namacanim zrna strukovin dochadza ku cCiastocnej alebo Uplnej
strate ich toxicity. Neplati to vSak pre intoleranciu na lepkové bielkoviny. Ani termicka, ¢i ina Uprava
zrna obilnin a z nej pripravenych segmentov neznizuje reaktivitu lepkovych bielkovin. Je to dané tym, ze
toxicitu spdsobuju nielen lepkové bielkoviny, ale aj ich Stiepne produkty. Treba konstatovat, ze Cast
l'udskej populécie je permanentne intolerantnd na lepkové bielkoviny.

Intoleranciu (neznasanlivost, anafylaxia, precitlivenost’, averzia, intoxikacia) mozeme definovat’ ako
I'ubovol'nu fyziologickll negativnu reakciu organizmu vyvolani konzumaciou potravin.

Frekvencia  vyskytu intolerancie na lepkové bielkoviny v slovenskej populacii je
1 osoba na 500 — 1 000 T'udi. Na Slovensku sa predpoklada okolo 3 000 — 5 000 chorych na celiakiu.
Pritomnost’ lepkovych bielkovin v potrave spdsobuje ochorenie zndme pod réznymi pojmami: celiakalne
ochorenie (celiakia), Geeova — Herterova — Heubnerova choroba, infantilizmus, celiakdlna sprue,
netropickd sprue, gluténsenzitivna enteropatia (gluténova enteropatia), ideopatickd sprue dospelych,
maloabsorpény syndrém a d’alSie.

Celiakalne ochorenie bolo zname uz v 2. storo¢i pred Kristom (priznaky popisal rimsky lekar
Galenos). Klinicky popis ochorenia podal Samuel Gee este v roku 1888.

Celiakia je povazovana za metabolické ochorenie poskodenia Struktury malej intestinalnej sliznice
tenkého Creva, ktoré¢ spdsobuje disfunkciu buniek sliznice. Ochorenie vyvolavaju predovsetkym
prolaminové bielkoviny tychto obilnin (%-alny podiel prolaminovej frakcie z celkového obsahu bielkovin
zrna): pSenica — gliadiny cca 40 %, raz — sekaliny cca 30 %, jacmen — hordeiny cca 34 %, ovos — aveniny
cca 14 %.

Prolaminy st pritomné aj v zrne inych obilnin, resp. pseudoobilnin, ktoré nevykazuju alergénne
vlastnosti. Medzi takéto plodiny patria tieto: cirok — cca 47 %, bar vlassky — cca 38 %, kukurica — cca 28
%, proso — cca 13 %, rosicka krvava — cca 11 %, jeZatka obilnd — cca 8 %, pohanka — cca 6 %, ryza — cca
4 % a laskavec — cca 3 %.

Prolaminové bielkoviny tvoria stucast’ zasobnych bielkovin, tzv. lepkovych bielkovin zrna obilnin,
lokalizovanych v endosperme, ktoré st uvedené na obrazku 1.

Obrazok 1: Frakéna Struktiara lepkovych bielkovin

GLUTEN
MONOMERNE GLIADINY AGREGOVANY GLUTEN
OMEGA ALFA BETA GAMA LMW PODJEDNOTKY HMW
PODJEDNOTKY T T

DEFICIT PROLAMINY BOHATE NA SIRU

SIRNYCH
AMINOKYSELIN

VISKOZITA A ROZTAZNOST ELASTICITA
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Komponentna skladba lepkovych bielkovin (gluténu) uréuje pekarsku kvalitu zrna pSenice. Jednotlivé
frakcie gluténu moézeme separovat elektroforetickou metdodou v PAGE (obr. 2). Pasmo bielkovin
ohranic¢ené ramcéekom predstavuje monomérne gliadiny a LMW-subjednotky, ktoré su bezprostredne
alebo sprostredkovane zodpovedné za ochorenie. Podstata intolerancie lepkovych bielkovin sa riesi
z aspektu primarnej a sekundarnej Struktury predovsetkym prolaminovych bielkovin, ich reaktivity
(alergénneho efektu), klinického prejavu apatogenézy ochorenia na tUrovni zmien latkového
metabolizmu, narusenia homeostazy a Struktiry buniek sliznice tenkého ¢reva. Okrem toho sa riesia aj
otazky skladby surovin a produktov pre bezlepkovu diétu, ale aj uplatnenia kontrolného systému kvality
a bezpeCnosti potravin. RieSenie naznacené¢ho problému je zlozit¢é avyzaduje komplexny
interdisciplinarny a medziodborovy pristup.

Obriazok 2: Elektroforeogram lepkovych bielkovin zrna obilnin a pseudoobilnin

12 223 3 344 45556 6 6 7 7 8 8 9

it 11 L1 R L bt b

> | LMW-GS+
Gl IADINY

-> " ALB +GLOB

1. Marquis — $tandard, 2. Amvarant PI 60 45 72, 3. Pohanka FAG 120/82, 4. Cicer Slovak, 5. Proso ABY
—BS H091 - 00, 6. Pohanka Spacinska, 7. Cirok zrnovy, 8. Cirok zrnovy, 9. Chinese Spring-Standard

Na odstartovanie celiakalneho ochorenia vplyvaju viaceré vlastnosti zasobnych bielkovin zrna obilnin
(exogénne priciny), ale aj endogénne priciny dané receptivitou organizmu na prijem lepkovych bielkovin.
Medzi exogénne priiny treba zaradit’ najméa faktor mnozstva a faktor primarnej a sekundarnej Struktary
prolaminovych determinant.

1. Faktor mnoZstva = koncentraény tlak reaktivnych gliadinov, ktory rozhoduje o pravdepodobnosti
interakcie medzi alergénnou bielkovinou (alergén) a receptormi epitelovych buniek sliznice tenkého ¢reva

Limit obsahu lepkovych bielkovin (frakcie prolaminov a glutelinov) je 200 mg.kg™ produktu a limit pre
gliadiny je 100 mg.kg" produktu.

Predpokladame, Ze rozdiely v obsahu alergénnych lepkovych bielkovin v zrne ovsa (stanovené
metddou ELISA) st pravdepodobne determinované aj faktorom mnozstva (?).
Naproti tomu, je znama negativna reakcia pSeni¢ného Skrobu v potravinach (0,5 % obsah lepkovych
bielkovin), ktort nemézeme vysvetlit’ iba faktorom mnozstva (?).

2. Faktor priméarnej Struktdry, t.j. frekvencie $pecifickych reaktivnych peptidovych fragmentov.
Primarna Struktira gliadinovych bielkovin sa vyznacuje vysokou frekvenciou zvyskov
Glu + Gln a Pro, ktora zrejme podmieiiuje sekundarnu Strukturu a reaktivitu oligopeptidov (tab. 1).
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Tabulka 1: Aminokyselinova skladba purifikovanych frakcii zasobnych bielkovin v prepocte na
lyzinové zvy$ky (AA zvy$ky.1 mol” lyzinu) (podPa Michalik L., Pet'ovsky P. (1995) )

Amino acid Gluten Gliadin Glutenin gama-Gliadin-3*
Lys 1 1 1 1,0
His 3 3 1 2,2
Arg 3 3 2 1,9
Asp 7 8 4 2,7
Thr 6 6 3 3.4
Ser 10 9 5 7,0
Glu 63 71 23 61,7
Pro 27 28 9 29,4
Gly 6 5 6 4,2
Ala 4 5 3 52
Cys - 3 - 3,0
Val 7 8 3 6,5
Met - - 1,7

Ilu 5 7 2 7,1
Leu 10 11 4 10,0
Tyr 4 3 2 0,6
Phe 6 7 2 8,8

* — HEUBNER, ROTHFUS, WALL (1967)

V sucasnej dobe nepoznidme jednoznacntl odpoved na podstatu mechanizmu patogenézy celiakie, ale
ani na otazky:

- preco prolaminy kukurice, ktoré maju porovnatelni primarnu Struktiru s gliadinmi, nie su

alergénne?

- preco niektoré odrody ovsa vykazuju obsah alergénnych bielkovin < 0,02 %?

Vychadzame z poznania existencie imunodominantnych peptidovych epitopov, ktoré su rozpoznavané
T-lymfocytmi. Tieto fragmenty st lokalizované v oblasti 57-75 AA zvySkov a-gliadinu a vykazuju
nasledovnu primarnu §truktiru:

- Pro — Phe — Pro — GIn — Pro — GIn — Leu — Pro — Tyr
- Pro — Gln — Pro — GIn — Leu — Pro — Tyr — Pro — GIn
- Pro — Tyr - Pro — Gln — Pro — GIn — Leu — Pro — Tyr

Je pozoruhodné, ze aj syntetické tetrapeptidy indukuji tvorbu protilatok (imunitnd odpoved’ na
pritomnost’ gliadinov):

-Pro—Ser—Gln—Gln a - Pro— GIn— GIn—GIn a dalSie. Analogické fragmenty st lokalizované
v N-koncovej oblasti gliadinového polypeptidu (AA — zvysky 3-55, 3-19 a 39-45) a v C-koncovej oblasti
(fragmenty 211-217); predpokladame, Ze gliadinova frakcia obsahuje viacej alergénnych gliadinovych
fragmentov.

Medzi endogénne priciny intolerancie na gliadiny a odstartovanie celiakdlneho ochorenia patria
predovsetkym tieto:

1.  supersenzitivny imunitny systém,

2. pritomnost receptorov v epitelovych bunkach sliznice tenkého cCreva pre interakciu
s gliadinovymi fragmentami a ich Stiepnymi produktmi,

3. nedostato¢na enzymaticka vybava degradacie gliadinovych bielkovin a toxickych produktov
enzymatickej hydrolyzy v zaZivacom trakte je pri¢inou poskodenia enterocytov,

4. schopnost T-lymfocytov produkovat protilatky (indukované pritomnostou gliadinovych

epitopov) ako proti gliadinovym, tak aj proti vlastnym antigénom enterocytov.

Mechanizmus patogenézy zahriiuje hydrolyzu lepkovych bielkovin endopeptiddzami pocas ich
travenia, pricom vznikaju Stiepne produkty (oligopeptidy) tvorené 33 aminokyselinovymi zvyskami
(pochadzaju z oblasti 57 — 75), ktoré su rezistentné na trypsin. V désledku uvedené¢ho dochadza v tenkom
¢reve ku akumulécii tychto polypeptidov. Imunodominantné epitopy tvorené ,,Pro — Gln — Pro — Gln —
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Leu — Tyr* po ich deaminécii vytvaraji imunoaktivny oligopeptid zlozeny z nasledovnych zvyskov
aminokyselin:
»Pro — Glu — Pro — Glu — Leu — Tyr*“. Tento fragment bezprostredne prostrednictvom interakénych
vazieb s T-lymfocytmi iniciuje tvorbu $pecifickych protilatok zo skupiny IgA, IgG a IgE. Okrem toho je
mozna aj autoimunna reakcia a vznik HLA antigénov (markéry D8, DR3, DQW2, TKS8 ainé), ktoré
ucinkuji na T-lymfocyty a spdsobuju tvorbu protilatok proti de facto bunkam sliznice tenkého éreva.
V désledku tychto zlozitych procesov dochadza ku nasledovnym patologickym zmenam:

- naru$enie aktivity enzymov v tenkom creve a latkového metabolizmu,

- deformacia Struktiry pletiva tenkého Creva,

- imunopatologické reakcie: tvorba Specifickych protilatok a nespecifickych mediatorov imunitne;j

odpovede,
- maloabsorpény syndrom, ktory je zodpovedny za deficit metabolitov, vitaminov
a bioanorganickych latok.

Co sa tyka kontroly kvality produktov a potravin pre potreby bezlepkovej diéty, zistili sme uréité
rozdiely vo vysledkoch medzi pouzivanymi ELISA kitmi od jednotlivych vyrobcov. Taktiez sme
stanovili, ze niektoré komeréné vyrobky z obchodnej siete presahuju limit < 0,02 lepkovych bielkovin, ¢o
poukazuje na evidentné nedostatky v oblasti kontrolnej ¢innosti prislusnych Statnych organov.

Analyza svetového sortimentu odrdd ovsa potvrdila rozdiely v pritomnosti alergénnych lepkovych
bielkovin. Tym je mozné aj vysvetlit' rozdielne ndzory jednotlivych autorov na pouzivanie ovsa pre
potreby bezlepkovej diéty. I napriek tomu nad’alej zastdvame nazor, ze ovos je rizikovy produkt pre
celiatikov anie je vhodny pre bezlepkovu diétu. Na zaklade vysledkov analyzy Sirokého sortimentu
plodin pre potreby bezlepkovej diéty mozeme odporucit’ nasledovné pseudoobilniny: pohédnka, laskavec,

rosicka krvavd, jezatka obilnd, proso, cirok, quinoa a bar vlassky.
=

DY

prof. Ing. Ivan Michalik, DrSc., doc. RNDr. Dana Urminska, CSc., Katedra biochémie a biotechnologie Fakulta biotechnologie a potravinarstva, Slovenska pol'nohospodarska
univerzita v Nitre, Tr. A. Hlinku 2, 949 76 Nitra, E-mail: dana.urminsk@uniag.sk
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IDENTIFIKACE ZDROJU TRITIKALE SE SNIZENOU AKTIVITOU
AMYLASOVYCH ENZYMU A VHODNEJSIM SLOZENIM BILKOVIN PRO
ZLEPSENI PEKARSKE KVALITY
IDENTIFICATION OF TRITICALE GENETIC RESOURCES WITH LOW
AMYLASE ACTIVITY AND BETTER STORAGE PROTEIN COMPOSITION
FOR BREAD-MAKING QUALITY IMPROVEMENT

Petr MARTINEK - Edita GREGOVA - Miroslava VINTEROVA - Katefina
PAJURKOVA - Toma$ VYHNANEK

To improve bread-making quality of triticale (X Triticosecale Wittmack; 2n = 6x = 42, AABBRR), the glutenin allele
Glu-D1d encoding HMW subunits 5+10 is used. Glu-D1d is on chromosome IDL and positively affects bread-
making quality in wheat. The two donor types of winter triticale with translocated chromosome 1R were used: Presto
1D.IR5.4-2 and Presto Valdy. These were developed by Professor A.J. Lukaszewski from the Univ. of California,
USA. Single translocation 1R.1Ds.y-2 carries on the long arm of IR the wheat segment from 1DL with the Glu-D1d
replacing the secalin locus Sec-3, double translocation 'Valdy’ carries on the long arm of IR the translocation
1R.1Ds.19-2 and on the short arm a segment from 1DS with wheat loci Gli-D1 and Glu-D3. Both types of donors
were crossed with important European triticale cultivars. The offsprings of F, — F's single plants were selected for the
presence of Glu-D1d using DNA markers. In F's generation, lines homozygous in Glu-D1d and in some cases even in
the whole spectrum of HMW proteins were found using polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) method. The
triticale line M-4/2 with improved bread-making grain quality has been developed. A possibility of improving bread-
making grain quality in triticale is limited by low values of Hagberg falling number (FN), which are usually
markedly lower than those in wheat. From this point of view, it is necessary to combine suitable glutenin alleles with
the genes controlling low a-amylase activity.

Key words: triticale, bread-making quality, Hagberg falling number, Glu-D1d

Clanek se zabyvd moznosti zlepseni nékterych technologickych charakteristik u tritikale (X
Triticosecale Wittmack). Tritikale jako pSeni¢no-zitny hybrid s genetickou vybavou 2x = 6x = 42;
AABBRR se vyznacuje oproti pSenici lepsi snasenlivosti k hor§im pidnim a povétrnostnim podminkam a
k horsi predploding. V horSich pudnich podminkdch mtze dosahovat lep§i vynosy nez psenice a je
povazovano za nejvice prizpusobivy obilni druh. Vzhledem k tomu, Ze tritikale je Slechténo pomérné
kratkou dobu, lze piedpokladat, Zze jeho intenzivni Slechténi na vynos a kratkostébelnost bude mit
podobné rychly vzestupny pribéeh jako tomu bylo u pSenice, kdy zkracovani délky stébla bylo provazeno
vyraznym zvySovanim skliziiového indexu a vynosového potencialu. Tato skute¢nost logicky ukazuje na
perspektivu tritikale jako plodiny, kterd ma realnou Sanci stat se plodinou vyuzitelnou i pro intenzivni
péstitelské technologie a v budoucnu vynosové konkurovat psenici. Proto je tfeba se rovnéz zabyvat
moznosti vyuziti tritikale pro lidskou vyzivu. Oproti pSenici ma tritikale nevyhodu v tom, Ze soucasné
odridy se nedaji uspokojivé vyuzit pro peceni chleba. Zrno tritikale se od pSeni¢ného lisi: (1) mensim
obsahem lepku, ktery je mén¢ kvalitni, (2) vyS$i aktivitou a-amylasy a dalSich enzymu, (3) lepSim
aminokyselinovym sloZenim bilkovin (pfedevsim vyssi obsah lysinu) a tim jejich lepsi nutri¢ni hodnotou,
(4) vys$sim obsahem rozpustné potravni vlakniny a minerald, (5) pfijemnou mirné ofiskove-zitnou vini.
Tyto odlisné vlastnosti jsou podminény pfitomnosti zitného R genomu, kterym je nahrazen D genom
pSenice obecné (7. aestivum L., 2x = 6x = 42; AABBDD).

Ruzné odrudy pSenice mohou mit velmi riznorodou technologickou kvalitu z hlediska vyuzitelnosti
pro vyrobu pekarenskych vyrobkd z kynutého tésta. Tomu odpovida systém jejich zafazeni do skupin
kvality (E, A, B a C). Technologicka jakost je u psSenice podminéna fadou genit kodujicich syntézu
zasobnich bilkovin zrna, z nichz vyznamnou ulohu maji vysokomolekularni (HMW) bilkovinné
podjednotky, nachazejici se na chromozomech prvni (1A, 1B, 1D) a Sesté (6A, 6B, 6D) homeologické
skupiny. Mezi HMW podjednotky patfi u pSenice gliadiny a nékteré gluteniny, pficemz zvlast¢ HMW
gluteniny maji rozhodujici vyznam. Miru, jakou jednotlivé HMW podjednotky ovliviiuji kvalitu
lepkovych bilkovin 1ze vyjadfovat pomoci tzv. *skore’ (PAYNE a LAWRENCE, 1983). Zajimavé je, Ze
témef vSechny odridy psenice s nejlepsi pekaiskou kvalitou (E a A) obsahuji na chromosomu 1D
gluteninovy lokus Glu-D1 s alelickym blokem d, ktery koduje vysokomolekularni (HMW) podjednotky
5+10. Podjednotky 5 a 10 jsou ve velmi té€sné genetické vazbé (bloku) a funguji jako jediny gen. Proto se
pro né¢ pouziva jeden geneticky symbol Glu-D1d (syn. Glu-D1 5+10). Glu-D1d vyznamné prispiva k
dobré pekaiské kvalité u psenice (ma vysoké GLU-skore). Na rozdil od pSenice se u tritikale genom D
nevyskytuje, proto se tato vyznamna HMW gluteninova alela Glu-D1d u béznych odrud tritikale rovnéz
nevyskytuje.

Pfenos vhodnych alel, zvlast¢ Glu-Did z chromozomu 1D do tritikale a eliminace ptsobeni
sekalinovych lokust (Sec-1, Sec-3 na chromosomu 1R) dava predpoklady pro zlepSovani technologickych
ukazateld kvality. Potvrzuje to vyrazné zlepSeni Zelené¢ho sedimentac¢ni hodnoty pokud 1D s Glu-D1d je
u tritikale pfitomen. To bylo prokdzdno studiem substituci 1D(1A), 1D(1B) a ID(1R), avSak 1D(1B) a
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ID(1R) soucasn¢ vykazovaly vyrazn€ nizs$i vynos (LAFFERTY a LELLEY, 2001). Substituci 1D za
chromosomy genomu 1B a 1A vsak nelze eliminovat vliv sekalinovych lokus na 1R. Proto se jako
perspektivni jevi vyuziti translokaci chromosomu 1R, ktery by nesl Glu-D1d (ptipadné Gli-DI a Gli-B1),
soucCasn¢ sekaliny Sec-1, Sec-3 by byly odstranény a translokovany chromosom 1R by nenesl geny
pUsobici negativné na vynos.

Material a metody

V USA (Univ. of California) se Prof. Adamu J. Lukaszewskému podafilo postupné vytvofit technikou
centrické zlomové fuze celou sérii translokaci chromozomu 1R (LUKASZEWSKI, 2006), vétsina byla
odvozena u odridy tritikale Presto. Jejich ptehled je znazornén na obrazku 1.

t

J1p

M 1R

] 1B

* Sec-1
** Sec-3

< GIli-D1
= Gji-B1
¢ Glu-D1d

T
TT
Tr
TF

et

1R WR4 1R.1D 1 1R.1D, -2 Valdy FC1 FC2 MA1 RM1

Valdy LH RM2

Obrazek 1: Chromosom 1R (vlevo) a jeho translokace. Sec-3 byl postupné nahrazen segmentem nesoucim Glu-D1d,
pFipadné celym ramenem 1B (MA1); negativni vliv Sec-1 se v posledni dobé podarilo odstranit u translokaci FC1, FC2,
MA1, RM1 a RM2; rovnéZ se podarilo pienést Gli-D1 (spole¢né s alelou pro nizkomolekularni glutenin Glu-D3) na kratké
rameno 1R (u translokaci Valdy, Valdy LH, FC1 a FC2)
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vyznam translokaci u odvozenych linii z Presto 1R. 1D5+10-2 a Presto Valdy (MARTINEK et al., 2007)
od roku 2000 bylo s nimi provadéno rovnéz kiizeni, od roku 2003 bylo provadéno kiizeni s translokaci
Presto 1R.1Ds.19-1 a od roku 2005 s Presto Valdy LH.
Slechténi probihalo v ZVU a na pracovisti SELGEN, a.s, — §lechtitelska stanice Uhfetice, kam byla
pfedéna c¢ast rozpracovanych materiald z Kroméfize. Potomstva kiizencii byla podrobena béznému
Slechtitelskému postupu, byla u nich pribézné hodnocena
ptitomnost Glu-D1d. Sklizené zrno bylo vizualné posouzeno, byla
1 2 3 4 stanovena celkova hmotnost zrn, hmotnost 1000 semen (HTS),
obsah N-latek, SDS-sedimentacni test ze Srotu. V Fs a vyssich
generacich byla potomstva (linie) hodnocena ve vynosovych
zkouskach (parcely o velikosti 10 m?) a bylo u nich provadéno
podrobnéjsi hodnoceni véetné hodnoceni ¢isla poklesu. Po
vyfazeni nevhodnych linii (nizky vynos, choroby, poléhani,
poristani v klase) byly provedeny zékladni poskliziiové rozbory.
Pritomnost Glu-DI1d ve vzorku byla studovana pomoci dvou
metod:
@h) pomoci elektroforetické separace bilkovin
polyakrylamidovou gelovou elektroforézou (SDS-PAGE) =za
pfitomnosti dodecylsiranu sodného, podle metodiky WRIGLEY
‘ (1992). HMW podjednotky gluteninti byly uréeny podle PAYNE
a LAWRENCE (1983) a BRANALD et al. (1991). Metodika
vyzaduje extrakci zasobnich bilkovin zendospermu obilky,
Obrazek 2: Ukiizka SDS-PAGE: 1 — Presto Valdy s Glu-8lc  Pripravu gelu, aplikaci vzorkii do jamek v gelu,
(s podjednotkami 7 a 9) a Glu-D1d (podj. 5 a 10); 2 —  eclektroforetickou separaci zasobnich bilkovin,
Kkontrolni odriida Presto (bez translokace) jen sGlu-Blc  fixaci a barveni gelu, kone¢nou tpravu geld pro
(podj. 7 a 9); 3 — kontrolni odriida ozimé pSenice Rexia s Glu- jejich uchovavani a vyhodnoceni. Projev Glu-

Ala (podj. 1), Glu-Blc (podj. 7 a 9), Glu-D1d (podj. 5 a 10), 4 . . , .
— kontrolni odriida ozimé psenice Estica s Glu-Alc (0), Glu- Did (podjednotky 5 a 10) je zndzornén na

B1d (podj. 6 a 8) , Glu-D1a (podj. 2 a 12). obrazku 2.

(2) pomoci DNA  markert  podle
modifikovaného PCR protokolu (D'OVIDIO a ANDERSON 1994) s vyuzitim (5") GCC TAG CAA CCT
TCA CAATC (3"), (5") GAA ACC TGC TGC CGA CAA G (3") primeri. Hodnoceni bylo provadéno na
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Mendeloveé zemédélské a lesnické univerzité v Brné. DNA byla izolovana horizontélni elektroforézou
(Biometra - agagel standard) v 1% agarozovém gelu a fixovana ethidium bromidem (VINTEROVA et al.,
2003). Koneény produkt o velikosti 450 bp verifikuje ptitomnost alely Glu-D1d (obr. 3).

450 bp

Obrazek 3: Vysledek elektroforetické separace: 1 — velikostni marker pBR322 Hae 111; 2 — chybéjici produkt; 3 — produkt o
velikosti 450 bp potvrzuje pfitomnost Glu-D1d

Aktivita hydrolytickych enzymu (pfedevsim o-amylasy) vyznamné ovliviiuje hodnotu ¢isla poklesu
(Hagberg falling number — FN). FN bylo stanoveno podle CSN ISO 3093, ze $rotu na mlynku Falling
Number LM 3100. Stanoveni FN je zalozeno na méfeni viskozity vodni suspenze Srotu (nebo mouky)
v lazni s horkou vodou. FN vyjadiuje dobu v sekundach za jakou propadne michadlo ve specialni
zkumavce naplnéné vodni suspenzi vzorku o uréité viskozit¢ (dané stupném naruseni Skrobového gelu
hydrolytickymi enzymy) ke dnu zkumavky.

Vysledky a diskuse

Vynos linii, které¢ byly odvozeny od odriidy Presto s 1R.1Ds.jo-2 dosahoval v praméru let 2002-2005
6,60 t.ha’ (= 84 % na kontrolu Presto bez translokace /100 % = 9,25 t.ha'l/), u linii Presto s translokaci
Valdy viak jen 5,99 t.ha” (= 76 % na kontrolu Presto), coz ukazuje, Ze u Valdy translokace existuje ur¢ita
negativni vazba na kratky klas. Tento nedostatek se podafilo piekonat vyslechténim linii s Valdy LH
(long head, s normalni délkou klasu). Obsah mokrého lepku (podle Perten) byl u obou typa translokaci 12
% u kontrolni odriidy Presto 8 % a u kontrolnich odriid pienice (Sulamit, Ebi, Samanta, Sarka, Rialto,
Mladka) v primeéru 24 %. Translokace vedly ke zvySeni Zelenyho sedimentacniho indexu (Valdy — 27
ml, 1R.1Ds;19-2 — 25 ml, kontrola Presto - 23 ml). Tritikale ma obecné velmi nizké FN, které se u
odvozenych linii Presto s translokacemi i bez nich pohybovalo vrozmezi 62 - 70 s bez prikaznych
mezigenotypovych rozdild, u kontrolnich odrid pSenice bylo FN v priméru 301 s. Translokace prikazné
neovlivnily objem pokusného bochniku, avSak zlepSovaly jeho tvar (pomér: vysky ku Sifce): Valdy —
0,61; 1R.1Ds419-2 — 0,56; odrida Presto — 0,44, kontrolni odridy pSenice v priméru 0,70. U linii Presto
s translokaci Valdy bylo tésto nelepivé, zatimco u translokace 1R.1Ds.o-2 bylo mirné lepivé a u kontrolni
odrudy Presto lepivé.

Z kombinace Presto 1R.1Dsy -2 (linie 1)/Moreno se podafilo vybrat ozimé tritikale "M-4/2> se
zajimavymi zlepSenymi vysledky kvality (tab. 1). V porovnani s jakostnimi parametry kontrolnich odrad
pSenice Samanta (A) a Rheia (B) se linie M-4/2 vyznacovala pomérné vysokym objemem peciva,
vysokym indexem mixogramu (vyjadiujicim odpor tésta béhem miSeni na mixografu po stanovenou
dobu) i vyssim obsahem N-latek, ktery byl v nékterych piipadech vyssi nez u potravinarské psenice. Je
zajimavé, ze vysledky pekatského testu neovlivnila vyrazné negativné ani nizké hodnota ¢isla poklesu.

S pomoci metody SDS-PAGE se podafilo v souboru 40 analyzovanych Fs potomstvech kiizenct najit
9 homozygot v Glu-D1d a z nich bylo 5 homozygott v celém spektru gluteninti. Jsou to: KM 155-06 a
KM 156-06 (pivod: Presto 1R1.Ds.1o-2: linie 1/Binova), KM 146-06 (Presto Valdy: linie 8/Binova), KM
101-06 (Presto 1R1.Dsyq0-2: linie 3/SG-U 137) a KM 104-06 (Presto 1R1.Ds.19-2: linie 3/SG-U 204).
Témto liniim je vénovana zvySend pozornost.

Vysoka aktivita hydrolytickych enzymi (pfedevS§im a-amylasy) nepfiznivé ovliviiuje pekaiskou
kvalitu. U pSenice se geny pro aktivitu a-amylasy nachéazeji rovnéz na chromosomu 6D. Prikazné zvySeni
hodnot FN nastalo u odridy tritikale Presto se substituci 6D(6R) (MASOIJC, 1997; RYBKA, 2003).
Nizka aktivita a-amylasy zvysuje odolnost k poristani a rovnéz ovliviiuje funkei genti odpovédnych za
dormanci.

Aktivita hydrolytickych enzymi a slozeni gluteninii jsou u ftritikale ovliviiovany odlisSnymi
genetickymi systémy. Proto vhodnou kombinaci n€kterych vytvotenych translokaci chromosomu 1R
s donory odolnosti k portstani (s vysokymi hodnotami FN) by mélo jit dosdhnout pekarské kvality u
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tritikale. U pSenice je hodnota FN nizs§i nez 120 s povazovana za nepfijatelnou pro peceni a FN linii
tritikale pro pekarské vyuziti by méla byt vyssi nez tento limit. Pomérné vysoké hodnoty FN se napiiklad
vyskytuji u polskych odriid Krakowiak a Sekundo. Vysledky UKZUZ, uvadgji FN u odridy Sekundo 154
s ve srovnani s primérem ostatnich odrud tritikale (115 s) v praméru tii let 2003-2005. Z literatury jsou
znamy donory odolnosti k poristani: Anoas z (CIMMYT — Mexiko) a ozima forma Mungis (Lochow-
Petkus, Germany), kterd je znama velmi vysokym a stabilnim FN. V Krasnodarském vyzkumném
zemédélském institutu v Rusku byla vySlechténa odrtida Valentin, ktera je pravdépodobné prvni
komer¢né vyuzitelnou odridou tritikale pro pekaiské ticely. V roce 2006 dosahla FN 123 s SDS-
sedimentacni test 56 ml oproti kontrole Presto (FN 75 s, SDS-sedimentacni test 40 ml).

Tabulka 1: Kvalitativni ukazatele linie tritikale M-4/2 (vysledky ze sklizné 2005)

Plodina Tritikale PSenice
Ukazatel kvality M-4/2 Presto Presto Presto Samanta Rheia
1R.1Ds;419-2 Vadly (kontrola) | (kvalita (kvalita B)
A)
Mlynarsky pokus
Vytéznost mouky [%] 63,5 55,0 68,0
Srotova mouka [%)] 7,5 3,0 5,5
Lusténa mouka [%] 56,0 52,0 62,5
Vytéznost otrub [%] 36,5 45,0 32,0
Pekarsky pokus
Objem petiva [cm’] 1700 1850 1610
Hmotnost peciva [g] 424 431 423
Subjekt. hodnoceni chleba [body]” 2 1-2 1-2
Technologické ukazatele
SDS test - mouka [ml] 64 69 61
SDS test - $rot [ml] 45 43 37 32 52 45
Zelenyho test [ml] 24 23 20 20 32 35
Obsah lepku - $rot [%] 19,3 24,6 29,6
Obsah N-latek (N*5,7) [%] 13,4 13,8 14,1 12,9 12,7 13,4
Mixogram index [MI] 171 132 126 95 160 201
Cislo poklesu [s] 97 62 62 63 372 357
Objemova hmotnost [kg'm™] 772 775 770
HTS [g] 37 50 43 52 45 50

71 je nejlepsi hodnota, 3 je nejhordi hodnota
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VPLYV A VYUZITIE GENOV KRATKOSTEBLOVOSTI V SCACHTENI
PSENICE NA SLOVENSKU V ROKOCH 1960 AZ 2005
EFFECT AND UTILIZATION OF DWARF GENES IN SLOVAK WHEAT
BREDING IN THE YEARS 1960 — 2005

Alzbeta ZOFAJOVA — Daniel MIHALIK — Michal SAJGALIK - Martin UZIK

In the set of 55 winter wheat varieties (from them 40 bred in Slovakia) gibberellic acid insensitive dwarfing gene Rht
1 and gibberellic acid responsive dwarfing gene Rht 8 were detected by molecular markers. At 25 varieties plant
height was determined by Rht 8 and at 16 varieties by both genes Rht 1 + Rht 8. Plant height was determined in pot
experiment established in three replications by randomised block design. Varieties with the lowest plant height
possess genes Rht 1 + Rht 8. 165 bp allele was detected at 5 varieties with plant height comparable with varieties
174 bp allele (4 varieties). Plant height was significantly decreased with the year of variety registration, but only till
1976.

Key words: wheat, varieties, dwarf genes, Rht 1, Rht 8

Uvod

V priebehu ostatnych 100 rokov §l'achtitelia v Eurdpe a v inych Castiach sveta sa zamerali na zvySenie
urody pSenice ato redukciou vysky rastlin, ¢im sa zvysila odolnost’ voc¢i poliehaniu v podmienkach
intenzivneho polnohospodarstva. Na zdklade fenotypového prejavu boli vyberané rastliny s kratkou
a pevnou slamou, bud’ z prirodnych populacii pSenice alebo z populacii, ktoré boli vytvorené krizenim
s kratkosteblovymi odrodami. Analyzou rodokmenov pSenice sa zistilo, ze vééSina eurdpskych
kratkosteblovych odrod ma vo svojom genetickom zaklade japonskti odrodu Akakomugi (BOROJEVIC,
1990). V posledne;j stvrtine 20. storocia bolo dokazané, ze odroda Akakomugi je donorom génu, ktory
redukuje vysku a je oznaceny ako Rht 8 atiez génu necitlivosti na fotoperidodu, oznaceny ako Ppd-Dl1,
ktoré su oba lokalizované na chromozdéme 2D. Ich posobenim je redukovana vyska o 10 cm, zvySuje sa
fertilita klasku a urychl'uje kvitnutie o 8 dni (GALE, YOUSSEFIAN, 1985). Tieto 2 gény su v uzkej
vézbe a boli prenesené prostrednictvom krizenia do mnohych talianskych odrdd pSenice na zaciatku 20.
storocia. Z talianskych odrdd boli d’alej prenesené do mnohych kratkosteblovych vysokourodnych odrod
byvalej Juhoslavie a odtial’ do juznej a strednej Europy (WORLAND, 2000).

V praci BOROJEVIC, BOROJEVIC (2005) je popisovand aj druha ,.cesta génu Rht 8 (z odrody
Akakomugi) do Europy a to z Japonska do Talianska a odtial’ uz z nej odvodenych odréd do Argentiny
pred a pocas 2. svetovej vojny (1940-1945). A z Argentiny do Eurdpy a do byvalého Sovietskeho zvézu
po 2. svetovej vojne. Tento transfer génu Rht 8 bol pre nase slachtenie zvlast’ vyznamny nakol'ko v roku
1959 bola v Krasnodare Lukjanenkom vyslachtena odroda Bezostaja 1, ktora pre svoju kvalitu
a zimuvzdornost’ bola rozsirena vo vychodnej a v strednej Eurdpe. Odroda je tiez nositel'om génu Rht 8,
hoci v ¢ase vyslachtenia odrody to nebolo zname. Bezostaja 1 sa nachadza v rodokmeni viac ako 200
odrdd psenice (SOZINOV, 2000).

Mikrosatelitné analyzy naznacili, Ze v japonskych odrodach na zaciatku 20. storocia boli 3 hlavné
mikrosatelitné alely na WMS 261, ¢o je lokus diagnosticky pre gény kratkosteblovosti. Odroda
Akakomugi (zdroj Rht 8 pre vicsinu europskych odrod) ma WMS 261-192 bp, odroda Saitama 27 nesie
WMS 261-165 bp, a Norin 10 nesie 261-174 bp (WORLAND et al., 1998).

Gény kratkosteblovosti Rht 1, Rht 2 (terajSie oznacenie Rht-B1b, Rht-D1d, jednotlivo) pochadzaju
z japonskej odrody Norin 10. Tato odroda bola donesena z Japonska do USA po 2. svetovej vojne
aneskor jednak samotnd odroda ale aj jej derivaty do CIMMYT v Mexiku. Tieto odrody boli
distribuované po celom svete a niekolko krat zvysili produkciu pSenice. Gény kratkosteblovosti Rht 1,
Rht 2 redukuju vysku asi o 18 % a maji pleiotropné efekty na zvySenu fertilitu klasku a urodu, ktora
v optimalnych podmienkach je vyssia o 15 % (FLINTHAM et al., 1997). Rht gény boli identifikované a
klasifikované v odrodach psenice v mnohych krajinach a to pomocou giberelinového testu, genetickych
studii a DNA markerovych analyz. ELLIS et al. (2002) vytvorili PCR markery na rozlisenie alel Rht-B1b,
Rht-D1d, predpokladaju ich vyuzitie pri markermi asistovanej selekcii.

V roku 2005 sme analyzovali dizkovy polymorfizmus mikrosatelitného markera WMS 261 pri 30
odrodach ozimnej p3enice, ktoré pochadzali prevazne zo slovenského §lachtenia (ZOFAJOVA et al.
2005). Vo vyskume sme pokracovali s cielom vyuzit molekularne markery pre detekciu génov
kratkosteblovosti Rht 1 a Rht 8 v sibore prevazne domacich odrdd povolenych v rokoch 1960 az 2005 a
analyzovat tiez ich vysku rastlin.

Material a metody
V roku 2005 bol zostaveny subor 55 odrdd ozimnej pSenice (povolenych v byvalom Ceskoslovensku
a na Slovensku), ktory pozostaval z:
- 40 odrdd vyslachtenych na Slovensku od roku 1976 (Solaris) do roku 2005 (Stanka, Verita,
Markola, Veldava, Pavla),
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- 4 odrod vyslachtenych v CRa pestovanych na Slovensku — Diana I, Slavia, Vala, Hana,

- 11 zahraniénych odrdd ato zbyvalého Sovietskeho zvizu (Bezostaja 1, Mironovska 808,
Jubilejna, Aurora, Kavkaz, Iljicovka), z byvalej Juhoslavie (Sava, Zlatna dolina, Baranjanka,
Super Zlatna) a z Nemecka (Jubilar).

Vo vegetacii 2005/06 boli odrody hodnotené v nadobovom pokuse, v troch opakovaniach, pokus
zalozeny metddou znahodnenych blokov. V érepniku s hmotnost'ou zeminy 4,7 kg bolo vysiatych 10 zn.
V pokuse, ktory bol vedeny Standardnym spdsobom (hnojiva, zavlaha) boli hodnotené trodotvorné
znaky, z ktorych analyzujeme iba vysku rastlin meranu v zrelosti.

Pri analyze dizkového polymorfizmu mikrosatelitného markera WMS 261 sme postupovali podla
KORZUN et al. (1998), o bolo podrobne uvedené v praci (ZOFAJOVA et al., 2005).

Detekcia Rht 1. Pre kazda vzorku sme izolovali zmesnii DNA z mladych listov 10 rastlin. Na detekciu
mutantnej alely (Rht-B1b) a divej alely (Rht-Bla) Rhtl génu sme pouzili pary primerov BF + MR1 a BF
+ WRI1 (ELLIS et al.,, 2002). Vysoka $pecifita PCR reakcie je podmienena jednonukleotidovym
rozdielom v primeroch detekujiucich mutantni a diva alelu. Teplotny rezim a zlozky PCR reakcie podla
ELLIS et al. (2002) ani po optimalizacii neposkytli spol'ahlivé vysledky. Pomocou nového primeru NH-
BF2 (miesto primeru BF), zmeneného teplotného rezimu a zmenou pomeru zloziek PCR reakcie ELLIS
(2005, tstna informacia) bolo mozné v 1,5 % agar6zovych géloch spolahlivo detekovat’ Rht-B1b a Rht-
Bla alely.

Udaje o vyske rastlin boli spracované programom Statgrafics for Windows.

Vysledky a diskusia

Priemerna vyska rastlin odréd po jednotlivych dekadach je uvedena v tabulke 1. S rokom povolenia

postupne klesala vyska rastlin, pricom rozdiel za roky 1960 az 2000 predstavoval redukciu o 20 cm. Ina
situacia je pri odrodach povolenych po roku 2000, ktoré su v porovnani s predchadzajucou dekadou
vyssie o 8,8 % a su porovnatelné s vySkou odrod povolenych na rozhrani 70. a 80. rokov minulého
storo¢ia. Aj v inej praci sme zistili, Ze vySka sa vyznamne zniZzovala s rokom povolenia odrody (1= -
0,804, aviak len do roku 1976 (odroda Solaris) (ZOFAJOVA, UZIK, 2003). Podobna tendencia
narastu vysky rastlin je pozorovana aj v susednych Statoch, napr. v Mad’arsku (PAUK, 2006, ustna
informacia).
71,6 cm (priemerné hodnoty odrod neuvadzame v tabul’ke). Viac ako 100 cm mali odrody Diana I (1960),
Mironovska 808 (1966), Ijicovka (1975), Viginta (1984). Prvou slovenskou odrodou ktorej vysku
determinoval gén Rht 1 bola odroda Solaris (1976) a kombinaciu génov kratkosteblovosti Rht 1 a Rht 8
ako prva mala odroda Iris (1983). Vsetky odrody z byvalej Juhoslavie maju oba detekované gény (Rht 1 +
Rht 8), avsak iné vysledky sme ziskali pri odrodach zbyvalého Sovietskeho zvézu, kde pri 4 (z 5
hodnotenych odrod) sme zistili iba GA citlivy gén Rht 8. Pri ¢eskych odrodach (Slavia, Vala a Hana)
vysku rastlin determinuje gén Rht 8 a pri odrode Diana I sme zistili alelicky variant 165 bp. Pri odrodach
Roxana, Pastor a Verita bol detekovany alelicky variant 198 bp, vysledky je vSak potrebné opakovane
overit’. Pri odrode Pastor bol vSak spolahlivo urc¢eny GA necitlivy gén kratkosteblovosti Rht 1. Uvedené
tri odrody sme nezaradili do celkového hodnotenia.

Zo suboru hodnotenych odrdd pri 25 bol detekovany gén Rht 8, priCom najviac ich bolo
registrovanych v rokoch 2001 az 2005 (10) (tab. 2). Z hl'adiska pocetnosti v poradi druhu skupinu
predstavovali odrody, ktorych vysku determinuju gény Rht 1 + Rht 8, priCom najviac takychto odréd bolo
registrovanych v rokoch 1981 az 2000 (12). Alelicky variant 165 bp, ktory je charakteristicky pre odrody
vyslachtené v CIMMYT Mexiko, bol detekovany pri 5 odrodach. Pri odrodach Solaris (1976) a Istra
(1979) okrem alely 165 bp na lokuse WMS-261 bol detekovany tiez gén Rht 1. Alelicky variant 174 bp
prevalentny pri odrodach zo zapadnej Eurdpy bol zisteny pri 4 odrodach a to jednak starSich, ale aj
sucasnych (Torysa, Pavla).
pri odrodach s génmi kratkosteblovosti Rht 1 + Rht 8, pricom vyska rastlin odréd povolenych od roku
1971 do roku 2000 bola takmer identicka (cca 77 cm). V ostatnych rokoch aj pri tejto skupine odrod je
tendencia narastu vysky, ¢o zrejme podmieiiuje aj genetické pozadie rodi€ovskych odréd. S rokmi
povolenia znizoval sa tiez rozdiel vo vyske rastlin odrod s Rht 8 verzus Rht 1 + Rht 8, ktory v rokoch
(X =88,6 cm) mali odrody s Rht 1 + alelicky variant 165 bp na lokuse WMS-261, avSak rozdiel medzi
odrodami 165 bp verzus Rht 1 + 165 bp nebol vyznamny. V hodnotenom sortimente odrod nebola
detekovana takd, ktorej vysku by podmieiiovali Rht 1 + alelicky variant 174 bp na lokuse WMS-261.
Odrody s alelickym variantom 174 bp boli vo vyske porovnatel'né s odrodami s alelickym variantom 165
bp.
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Zaver

Pomocou molekularnych markerov boli v siibore 55 odréd ozimnej pSenice (z nich 40 vyslachtenych
na Slovensku) detekované gény kratkosteblovosti GA necitlivy Rht 1 a GA citlivy Rht 8. Pri 25 odrodach
bola vyska rastlin podmienena génom Rht 8 a pri 16 odrodach oboma génmi Rht 1 + Rht 8, ktoré mali

v

odrodach, ktoré mali vysku rastlin porovnatelnt s alelickym variantom 174 bp (4 odrody).
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Tabul’ka 1: Priemerna vyska rastlin odréd ozimnej pSenice podl’a dekad povolenia odrod

Roky Pocet odrod X SE Hranica
dolna horna
1960 — 1970 4 101,9 1,983 98,0 105,9
1971 — 1980 9 91,3 1,245 88,8 93,7
1981 —1990 12 81,9 1,078 79,8 84,0
1991 — 2000 13 80,6 1,076 78,4 82,7
2001 — 2005 17 87,7 0,905 85,9 89,5
X - 88,7 0,587 87,5 89,8

Tabul’ka 2: Priemerna vySka rastlin odréd ozimnej pSenice podl’a dekad povolenia odréd,
alelickych variant na lokuse WMS 261 a génu kratkosteblovosti Rht 1

Roky WMS 261-165 | WMS 261-165bp+ | WMS 261-192bp | WMS 261-192bp + | WMS 261-174
b Rht 1 Rhtl b
n X n X n X n X n X

1960-1970 1 104,38 - - 1 97,2 - - 2 102,8
1971-1980 - - 2 38,6 7 95,0 2 77,9 - -
1981-1990 1 732 - - 2 90, 6 77,9 - -
1991-2000 1 93.6 - - 5 81,4 6 77,4 1 82,6
2001-2005 2 88,8 - - 10 88,0 2 843 1 89,8

X 5 90,1 27 88,6 25" 90,4 16" 79,4 4 91,7
: spolu
=)
<
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RASTLINNE FLAVONOIDY A ICH POTENCIAL PRE FUNKCNE
POTRAVINY A NUTRACEUTIKA
PLANT FLAVONOIDS AND THEIR POTENTIAL FOR FUNCTIONAL FOODS
AND NUTRACEUTICALS

Ivana PSENAKOVA' - Juraj FARAGO'?

Traditional agricultural crops such as bread wheat, barley, oat, buckwheat, and hops, are becoming sources for
manufacturing of so called functional foods and/or nutraceuticals, due to the physiological activities and health
promoting activities of their constituents. One of such most important compounds of nutraceutical value are
polyphenols and flavonoids. Breeders have several possibilities to improve the contents of these biologically active
molecules in crop plants using traditional breeding methods, by modifying agricultural practices or by exploitation of
modern biotechnological methods, such as metabolic engineering. The general aims are to lower the contents of
undesirable components, to increase the contents of physiologically active compounds or introduction of foreign
genes into plant genomes for altering the secondary metabolic pathways. However, even functional foods and
nutraceuticals represent one of the fastest growing markets mainly in the developed world, it remains much to be
done to fully exploit the potential of these crops to benefit health-conscious consumers.

Key words: cereals, functional foods, nutraceuticals, breeding, metabolic engineering

Uvod

V poslednom obdobi sa meni pristup a pohl'ad poI'nohospodarov k §l'achteniu pol'nohospodarskych plodin.
Kym v minulosti boli pri $lachteni hlavnymi poziadavkami hektarova vytaznost, odolnost’ proti chorobam
spdsobenych fytopatogénmi resp. poveternostnym zmendm v sucasnosti popri nich stale viac vstupuji do
pozornosti aj kvalitativne parametre ako je obsah vldkniny vo forme B-glukédnov a arabinoxylanov, mineralov,
vitaminov, proteinov, ale aj sekundarnych metabolitov s biologickymi G¢inkami (OTLES a CAGINDI, 2006).
Vdaka obsahu tychto cennych zloziek pol'nohospodarske plodiny zakladom pre vyrobu tzv. funkénych
potravin a nutraceutik.

Funkéné potraviny su potraviny, ktoré maju okrem svojej nutri¢nej (vyzivovej) hodnoty aj pozitivny vplyv
na zdravie, fyzicka vykonnost’ alebo dusevny stav (KWAK a JUKES, 2001). Na rozdiel od funk¢énych potravin
za nutraceutikum sa povazuje ktorakol'vek zlozka potraviny alebo Casti potraviny, ktora ma fyziologicky
ucinok a poskytuje ochranu pred chronickymi a civilizatnymi ochoreniami ako su srdcovo-cievne choroby,
rakovina, diabetes, osteopordza ai. (DeFELICE ,1992).

Funkéné potraviny by mali tvorit’ akysi medzistupeii medzi obyCajnymi potravinami a liekmi. Nie su
uréené na lieCenie chordb, mali by posiliiovat obranné mechanizmy alebo napomahat’ uzdravovaniu. Mnohé
epidemiologické Studie jednoznaCne preukdzali sivis medzi vyzivou a vznikom tzv. civiliza¢nych chordb
(LOPEZ-VARELA et al., 2002). Niektoré potraviny, uréité druhy zeleniny, ovocia, cerealii a korenin su
prirodzene bohaté na zlozky, ktoré maji ochranné ucinky pred niektorymi chorobami napriklad lykopén,
nachadzajuci sa v raj¢inach pomaha redukovat riziko vzniku rakoviny prostaty, vapnik v mlieku a mlie¢nych
vyrobkoch ma priaznivy vplyv na stavbu kosti achrani pred vznikom osteopordzy. Konzumacia ovocia
azeleniny ako aj cerealii stvisia so znizenim rizika kardiovaskularnych chor6b, rakoviny, cukrovky,
Alzheimerovej choroby, katarov ako aj chordb suvisiacich s vekom. Obsahuji vyznamné mnozstvo
bioaktivnych fytochemikalii a poskytujti Ziadané zdravotné vyhody (TEMPLE, 2000; KOVAC, 2000). Pre
ochranu zdravia sa teda vSeobecne odporuca konzumovat’ potraviny, ktoré obsahuju takéto t¢inné funkéné
zlozky (TYTYKAL, 2004). Pri vyrobe funkénych potravin sa v podstate vychddza zbeznych surovin a
potravin, ktoré sa upravuju tak, aby sa v nich znizil podiel zloziek neziaducich a zvysil prirodzeny podiel
fyziologicky uc€innych latok.

Flavonoidy ako bioaktivne zluceniny.

Pol'nohospodéarske plodiny a vyrobky znich maju pozitivne fyziologické ucinky. Okrem vysokého
mnozstva vlakniny obsahuji latky s antioxidacnymi
ucinkami, vratane fenolovych zlucenin (PIRJO et al.,
2003). Polyfenolové latky su aromatické zlaceniny
s jednou alebo viacerymi hydroxylovymi skupinami a ich
derivaty. V potravinach sa nachadzaju tri hlavné skupiny
polyfenolov ato fenolové kyseliny, kyselina Skoricova
a jej derivaty a pocetnd skupina flavonidov.

Atraktivnou skupinou latok so Sirokym spektrom
pozitivnych fyziologickych ucinkov, ktorej vyrobcovia
potravin venuju stale viac pozornosti su flavonoidy.
Flavonoidy st sekundarne metabolity nachadzajuce sa vo
vacsine suchozemnskych rastlin. Patria do skupiny

Obrazok 1: Zakladna chemicka Struktira flavonoidov prirodn}'/ch fenolickych Zlﬁée.nin s roznorodou
chemickou S§truktirou. Flavonoidy st vSeobecne

charakterizované 15-uhlikatym skeletom, ktory tvoria dve fenylové jadra (A-kruh a B-kruh) spojené
trojuhlikatym mostikom (C-kruh) (obr. 1).
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Podla chemickej Struktiry sa flavonoidy triedia do podskupin, ktorymi st antokyanidiny, flavonoly,
flavony, flavonoly, flavanény, chalkény, dihydrochalkény, dihydroflavonoly, aurény a izoflavonoidy. Povodne
boli flavonoidy identifikované ako pigmenty zodpovedné za jesenné sfarbenie listov listnatych stromov
a sposobujlice rozne odtiene zltej, oranzovej a Cervenej farby kvetov a plodov (TIMBERLAKE a HENRY,
1986). Vyskytuju sa v roznych Castiach rastlin v stonkach, kvetoch, kére, korefioch, zrnach, v ovoci alebo
zeleniny a taktieZ v ¢aji a vine (HARBORNE a WILLIAMS, 2000). Dodnes bolo identifikovanych viac ako
6000 roznych druhov flavonoidov. V minulosti boli ¢asto povazované za odpadové produkty metabolizmu ¢i
evolucné pozostatky bez vyznamnych funkcii, alebo ptihe koncové metabolické produkty toxické pre rastlinu
a preto skladované bunkami vo vakuolach (TREUTTER, 2006).

Zistilo sa vsak, Ze flavonoidy sa vyznacuji Sirokym spektrom biologickych ucinkov. Jednym
z najddlezitejSim z nich je ich pozitivny vplyv na I'udské zdravie, vd’aka ¢omu sa v poslednych 10-15 rokoch
dostali do stredobodu pozornosti najmi vo svete (PARR a BOLWELL, 2000). St zname napr. antialergickeé,
protizapalové, antikancerogénne, antidiabetické, kardioprotektivne a antivirusové U€inky réznych flavonoidov
(MIDDLETON et al., 2000; MOJZIS a MOJZISOVA, 2001; NARAYANA et al., 2001). Mnohé flavonoidy st
aktivnymi zlozkami lie¢ivych rastlin s farmakologickymi Gi€inkami (YILMAZ a TOLEDO, 2004). Okrem toho
su flavonoidy prospesné aj pre rastliny ako také ako fyziologicky aktivne zliceniny, ako ochranné faktory pred
stresom, ako atraktanty alebo antinutricné latky pre hmyz a Skodcov, t.j. vSeobecne pre ich déleziti ulohu
v odolnosti rastlin vo¢i réznym stresorom (TREUTTER, 2006). Mnohé z uvedenych ucinkov flavonoidov
suvisia s ich antioxidacnym efektom (MIDDLETON et al., 2000; YAO et al., 2004).

Polnohospodarske plodiny ako vychodisko funkcnych potravin a nutraceutik.

Vo vseobecnosti rastliny obsahuju biochemicky aparat potrebny pre syntézu roznych skupin flavonoidov,
na rozdiel od Zivocichov (s vynimkou morského koralu Echinophora lamellosa) a hab (s vynimkou Aspergillus
candidus a Phallus impudicus) (IWASHINA, 2000). Najjednoduchsou rastlinou, pri ktorej boli identifikované
flavonoidy, je zelend riasa Nitella hookeri, ktora obsahuje C-glykozylflavony (MARKHAM a PORTER, 1969).
Viacsina hlavnych polnohospodarskych plodin vsak obsahuje v svojich jedlych castiach malé mnozstva
flavonoidov, alebo produkujii flavonoidy, ktoré nemaju optimélne antioxida¢né charakteristiky (SEVENIER et
al., 2002). Odhady dennej spotreby flavonoidov u ¢loveka sa pohybuji od 23 mg/denn (HERTOG et al., 1993)
po 1 g/denn (KUHNAU, 1976). Podla Hertogovej $tidie najvicési podiel z konzumovanych flavonoidov tvoril
kvercetin a najbohat$imi zdrojmi konzumovanych flavonoidov boli ¢aj, cibul’a a jablka.

Z potravinarskych plodin za vhodny zéklad pre funk&né potraviny a nutraceutikd mozeme povaZovat
niektoré¢ hlavné potravinarske, ako aj technické plodiny akymi st pSenica, pohanka, ja¢men, ovos, sdja,
strukoviny chmel a vyrobky z nich odvodené.

Psenica (Triticum aestivum L.) je vo svete najdolezitejSou polnohospodarskou plodinou z hl'adiska
produkcie a konzumadcie. Napriek tomu je povazovand za nutritivne chudobnu, najmé na proteiny a esencidlne
aminokyseliny. Otruby vykazovali vy$siu antioxida¢nu aktivitu ako pSeni¢né zrno. Z fenolovych kyselin bola
zistena najma kyselina ferulova v mnozstve 50pug/g v pSeni¢nej muke a 500 pg/g tejto kyseliny v celej pSenici.
V extraktoch pSeni¢nych otrub boli identifikované kyselina prokatechinova, kyselina gentisinova, kyselina
kéavova, kyselina ferulovd. V podmienkach gastrointestindlneho pH aenzymovej hydrolyzy vzrastla
rozpustnost’ a antioxidacna aktivita pSeni¢nych polyfenolov, vdaka ¢omu mozno povazovat pSenicu za
dolezity antioxida¢ny doplnok (BAUBLIS et al., 2000). V klickoch psenice sa zistila koncentracia 1947-4082
ng/g tokoferolov. Zlozky najdené v pSenici obsahuju aj zlozky schopné inhibovat’ lipidicka peroxidaciu.

Jaémen (Hordeum vulgare L.) je vyznamnym zdrojom tokoferolov a tokotrienolov. Najviac tokoferolov
bolo determinovanych v kli¢koch ja¢metia (206 mg/kg), kym celé zrno obsahovalo 40 mg/kg, Supky 29 mg/kg
a endosperm 33mg/kg. Celkovy obsah tokoferolov v jaémeni dvakrat vyssi ako v ovse. Izoflavonoid izovitexin
najdeny v listoch jaémenia ma porovnatel'ni antioxidacnl aktivitu s a-tokoferolom. Odrody ja¢mena obsahuji
rozny obsah B-glukanov, ktoré st ddlezitou zlozkou rozpustnej vlakniny. B-glukény pozitivne ovplyviuju
hypoglygémiu, znizuju hladinu cholesterolu, znizuji riziko vzniku rakoviny ¢reva (TRUSWELL, 2002).
Z flavonoidov boli v ja¢meni identifikované antokyaniny, proantokyaniny a flavonoly. Z fenolovych kyselin su
to kyselina sinapova, kyselina ferulova, kyselina o-kumarova, kyselina vanilova (POKORNY, 2002).

Ovos (Avena sativa L.) je uz dlho znama ako zdraviu prospesna a nutri¢na potravina. Je zdrojom viacerych
prirodnych antioxidantov. V ovse su najviac zastupené tokoferoly, kyselina fytova a fenolové zluceniny. Je
jedineénym zdrojom avenantramidov, ktoré nie su zastipené v inych obilninach. Avenantramidy st
charakterizované ako skupina novych alkaloidov, ktora obsahuje derivaty kyseliny antranilovej spojené
s derivatmi kyseliny hydroskoricovej pseudopeptidovou vizbou (PETERSON et al., 2002). V zrne ovsa boli
identifikované tri flavony — asperigin, luteolin atricin a steroly. Okrem toho je ovos spomedzi obilnin
najbohatsim zdrojom B-glukanov. Vyznamne vyssi je obsah mineralnych latok hlavne Zeleza, zinku a mangéanu,
proteinov a vitaminov (DEMIBRAS, 2005). Bielkoviny ovsa maju spomedzi obilnin najvyssiu biologicku
hodnotu. Svojim zlozenim sa blizia idedlnemu proteinu ato vd’aka vynikajticej skladbe aminokyselin a
vysokému obsahu esencialnych aminokyselin (MOUDRY, 1999). Ovos ovplyviiuje hladinu LDL cholesterolu
v plazme a hladiny glukézy v rakoviny (MALKKI et al., VIRTANEN, 2001; ZWER, 2004). Je dblezitou
sti¢astou stravovania pre hypercholesteromickych pacientov (CZERWINSKI et al., 2004).

Pohanka (Fagopyrum escelentum Moench L.) sa stava ddlezitou surovinou pre vyrobu funkénych potravin
kvoli svojim vlastnostiam a zloZeniu a to obsahu proteinov, flavonoidov, flavonov, fytosterolov. Bielkoviny
pohanky maji unikatne zlozenie esencialnych aminokyselin so $pecialnymi biologickymi aktivitami. Podiel’aju
sa na znizovani hladiny cholesterolu, znizovani krvného tlaku, pomaéhaju pri liecbe zapchy, pozitivne
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ovplyvnujt peristaltiku ¢riev. Inhibitory trypsinu izolované z pohanky st termostabilné (LI a ZHANG, 2001).
Pohanka je tiez zdrojom vladkniny, lipidov, antioxidantov a to tokoferolov, fenolovych kyselin a flavonoidov.
Tieto zluceniny maju protizapalovy, hypotenzny ucinok a redukujii krehkost’ krvnych ciev a tak sa spajajt
s prevenciou niektorych koronarnych chordb (SUN a HO, 2005). Listy pohdnky su zname 3-8% obsahom
rutinu a predstavuji mozny zdroj priemyselnej extrakcie tejto zIu¢eniny. Rutin a jeho derivaty sa uplatiiuju pre
svoje farmakologické ucCinky ako inhibitory hyaluronidaz, antioxidanty. Pohanka sa dava do stvisu
s potlaanim vyvoja rakoviny hrubého <¢reva redukciou bunkovej proliferacie arakoviny prsnika
(BONAFACCIA et al., 2003; OTLES a CAGINDI, 2006; QUETTIER-DELEN et al., 2000). Pohanka patri
k obilninam, ktoré neobsahuju lepok a preto je mozu pouzivat' ludia trpiaci na celiakiu (PRESTAMO et al.,
2003). Pohankové otruby je mozné pouzit’ ako zdroj zinku a selénu.

Okrem spominanych tradicnych polnohospodarskych plodin, ktoré moézu byt zdkladom pre vyrobu
funkénych potravin st zname aj d’alSie technické plodiny, ktoré st zdrojom hlavne sekundarnych metabolitov
s pozitivnymi G¢inkami na zdravie vyuZiteI'nych ako aditiva do potravin. K tymto plodindm patri okrem inych
aj chmel’ obycajny.

Chmel obycajny (Humulus lupulus L.) je zaujimavou plodinou, ktora v sti€asnosti moézeme povazZovat' za
tradi¢nu plodinu s netradi¢énym pouzitim (Farago et al., 2004). V lupulinovych Zliazkach chmel'ovych Sistic sa
nachddza lupulin, ktory sa vyznaCuje réoznymi farmakologickymi G¢inkami. P6sobi utiSujlico na nervovu
sustavu pri nespavosti, zvysenej nervovej podrazdenosti, zlepSuje chut’ do jedla. Pozorovany bol inhibi¢ny
vplyv chmelového humulénu na resorpciu kosti, pricom uZ pri nizkej koncentracii tejto zliceniny vykazuje
tato zltcenina vysokt aktivitu voci osteopordze. Na mnohych biologickych ucinkoch chmel'u sa podiel’aju
prenylované flavonoidy ato xantohumol, desmetylxantohumol, izoxantohumol, 6-prenylnaringenin a 8-
prenylnaringenin. Xantohumol a d’alSie prenylflavonoidy maji schopnost’ inhibovat’ oxidaciu 'udského LDL,
pricom xantohumol ma antioxida¢ni aktivitu vySSiu ako a-tokoferol (RODRIGUEZ et al., 2001).
Pri xantohumole bola popisana aj protivirusova aktivita proti HIV-1 (GERHAUSER, 2005). Okrem uZz
uvedenych ucinkov sa zistilo, ze hlavny flavonoid chmel'u xantohumol inhibuje proliferdciu buniek rakoviny
prsnika, hrubého ¢reva a vajecnikov in vitro (COLGATE, 2006).

Moznosti zvySenia zdraviu prospesnych zlucenin v polnohospodarskych plodindch.

Vzhladom k trhovému potencidlu funkénych potravin a nutraceutik a mnoziacim sa experimentilnym
dokazom prospesného ucinku flavonoidov na 'udské zdravie a pre ochranu rastlin pred skodcami a patogénmi
vyvstava otazka, ¢i je mozné aktivne stimulovat’ biosyntézu a akumulaciu tychto 14tok v rastlinach, t.j. vytvarat’
genotypy inherentne schopné vyssej syntézy flavonoidov.

Jednou z moZnosti zvySenia zdraviu prospesnych zlicenin v pol'nohospodérskych plodinach st klasické
§Pachtitel'ské metody, nevyhodou ktorych je viak ich zdihavost. Inou moznostou je vyuzitie takych
agrotechnickych postupov, pri ktorych je produkcia flavonoidov v plodine najvyssia. Aké st to agrotechnické
postupy, o tom sa dnes vie vel'mi malo. Pre zvySenie tvorby flavonoidov v pol'nohospodarskych plodinach sa
da vyuzit' aj poznatok, ze nielen patogény, ale aj nepatogénne mikroorganizmy moézu elicitovat’ sekundarny
metabolizmus. Bolo iniciovanych velké mnozstvo vyskumnych programov, ktorych cielom je odpovedat’ na
otazku, ktoré faktory kontroluju hladinu nutraceutik, vratane flavonoidov, v pol'nohospodarskych plodinach.
Bolo napriklad zistené, Ze zvySené hnojenie dusikom znizuje obsah flavonoidov, zatial’ ¢o hnojenie draslikom
viedlo k zvySenej koncentricii flavonoidov.

STachtitelia vyuzivajuc moderné biotechnologické metddy mozu cielene ovplyvitovat’ podiel neZiadicich
zloziek ako su napr. potravinové alergény, zvysit’ podiel fyziologicky ucinnych latok alebo vnasat’ do rastliny
gény, ktoré sa v nej nevyskytuju. Vd’aka pokroku v oblasti metabolického a génového inZinierstva predstavujt
v stucasnosti biotechnologické metddy velmi perspektivnu moznost’ produkcie cennych fytochemikalii.
Metabolické inzinierstvo rastlin je definované ako riadend zmena metabolizmu rastlin prostrednictvom
modifikdcie alebo zavedenia
| teofaviny | [ anokyaniny | enzymovych reakcii
/; FR zameranych na  zlepSenie

s /N vlastnosti rastliny schopnej rast’
9. 4 .
>ﬁ‘ | Chalkény |ﬂ, Flavanény |ﬂ,|r Dilydroflavonoly I v p01 HYCh podmlenkach

Malonyl-CoA

(VERPOORTE

Haumaryl-Co FNSI m[ a MEMELINK, 2002).

Metabolické inzinierstvo

1 vyzaduje poznanie existujucich

ou | Flavony | | Flavonaly_| metabolickych ~ dréh. M4

Eanglaianin multidisciplinarny  charakter,

zahfila poznatky z biochémie,

chemického inzinierstva,

genetiky, molekulovej

biologie, genomiky

a bioinformatiky (WECKWERTH a FIEHN, 2002). Zmena existujucich metabolickych drah a zabudovavanie

novych je mozna $tyrmi hlavnymi spdsobmi: i) cielenou mutagenézou, ii) pouzitim virusovych vektorov, iii)

transforméciou plastidov, iv) transformaciou jadrového gendému. Predpokladom pre vyuzitie metabolického

inzinierstva pre zvySenie obsahu flavonoidov v pol'nohospodarskych plodinach je dokonala znalost’ biosyntézy
(obr. 2) a metabolizmu flavonoidov.

Obrazok 2: Schematické znazornenie biosyntetickych drah réznych skupin flavonoidov
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Metabolickym inzinierstvom je mozné pripravit’ nova generaciu plodin s novymi zlepSenymi vlastnostami

pre agronomické, medicinske, potravinarske a priemyselné vyuzitie. Od nesmierneho potencialu tejto moderne;j
metddy k jeho uplnému vyuzitiu vSak zrejme povedie eSte dlha cesta dlazdena prekazkami technickymi,
metabolickymi ako aj legislativnymi.
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BIOCIDNE LATKY Z RASTLIN POUZITEENE V POELNOHOSPODARSTVE
BIOCIDES FORM PLANTS UTILISE FOR AGRICULTURE

Eva URGEOVA - Cudovit POLIVKA

This work is focused on obtain of crude plant extracts with biocide effect. For the study of biocide effect have been
prepared the methanolic crude extracts. The antimicrobial effect was determinate by disc diffusion method. There are
interesting, the antibacterial activities against all tested bacteria, Acidovorax avenae subsp. avenae, Erwinia
mallotivora and Xanthomonas sp., were detected using extracts of hop and tomato range vegetation period. The
interesting biocide activities were found using extracts from pepper and cone of hop. The strongest effect had these
extracts on the strain Erwinia malitivora.

Key words: biocide effect, crude extracts, phytopathogen bacteria, onion, garlic, hop, tomato, pepper, petunia, violet,
daisy

Uvod

Biopesticidy st biologicky aktivne latky — produkty sekundarneho metabolizmu. Z hladiska zivotného
prostredia st menej Skodlivé nez konvencné pesticidy, posobia Specificky, su ¢asto efektivne uz v malych
mnozstvach a ucinkuju rychlo. Su to latky prirodného poévodu, prirodzene degradovatelné a neznamenaju
dlhodobu zataz pre prirodu (HUTTON a SJOBLAB, 2002 ). Nasa praca bola prioritne orientovana na
biocidne latky réznych rastlin, resp. odpadov zo spracovania v potravinarskom priemysle.

Cesnak, resp. jeho extrakty vykazuju Siroké spektrum antimikrobidlnej aktivity vo¢i mnohym rodom
baktérii, vlaknitych hub a virusom. BENKEBLIA et al. (2005) skiimali antimikrobidlnu aktivitu extraktov
fenolovych zltcenin cibule a cesnaku. Extrakty tychto rastlin vykazovali antibakterialnu aktivitu, pricom
ucinok cesnakového extraktu bol silnejsi ako extrakty z cibule.

Mnohé sekundarne metabolity chmel'u maju biocidny alebo biostaticky ucinok na rozlicné druhy
Gram pozitivnych i Gram negativnych baktérii a vlaknitych hub. Tetrahydroizohumulén a horké kyseliny,
predovsetkym B-kyseliny a ich derivaty, vykazovali vysokt inhibi¢nu aktivitu proti baktériam mlieéneho
kvasenia, proti Streptococcus mutans, potravinovym patogénom rodov Listeria, Staphylococcus, Bacillus
a Clostridium, baktériam sposobujiicim kozné infekcie rodov Propionobacter, Staphylococcus a baktérii
sposobujucej syndrom toxického Soku Staphylococcus aureus (BARNEY et al., 2001). SAKAMOTO a
KONINGS (2003) zistili, Ze B-kyseliny, izoxantohumol, izo-a kyseliny a tetra-izo-a kyseliny inhibovali
rast streptokokov. Z chmelu boli vyizolované aj oligomérne proantokyanidiny pozostavajuce
z polyfenolovych taninov, katechinu a epikatechinu, ktoré maju potencidlne antimikrobidlne ucinky
(TAYLOR, 2003).

Cely rod Capsicum, druh Capsicum annuum nevynimajtc, produkuje $iroké spektrum sekundarnych
metabolitov, medzi ktorymi sa nachadzaju karotenoidové pigmenty (kapsantin, kapsorubin), karotén,
lutein, zeaxantin, kukurbitaxantin a kapsaicin (DWECK, 2002). Antimikrobialne vlastnosti paprikovych
extraktov, resp. samotného kapsaicinu boli testované na réznych mikroorganizmoch: Bacillus cereus,
Bacillus subtilis, Clostridium sporogenes, Clostridium tetani a Streptococcus pyogenes (CHICHEWICZ,
1996), Helicobacter pylori (JONES, 1997), Salmonella typhimurium , Pseudomonas aeruginosa
(CAREAGA, 2003).

Rajciak jedly (Lycopersicon esculentum), patriaci medzi 'ul’kovité (Solanaceae), produkuje mnozstvo
sekundarnych metabolitov, najmi fenolové latky, fytoalexiny, nizkomolekulové peptidy, inhibitory
proteaz a glykoalkaloidy (FRIEDMAN, 2002). Tomatin je steroidny glykoalkaloid, ktory ma antifungalne
a antibakterialne vlastnosti (FRIEDMAN, 2002; KOZUKUE, 2004; PEREZ—ESPINOZA, 2001).

Material a metody
Pouzité mikroorganizmy

V préaci boli pouzit¢ modelové fytopatogénne baktérie druhov Acidovorax avenae subsp. avenae,
Erwinia mallotivora a Xanthomonas sp.

Priprava rastlinnych extraktov

Na testovanie sme zozbierali rozne Casti rastlin, pri ktorych boli dokdzané antimikrobidlne vlastnosti,
pocas vegetatného obdobia. Boli to Casti cibule, cesnaku, papriky, chmel'u, rajciaku a okrasnych rastlin
fialky, petinie a chryzantémy. Extrakty boli pripravené z 5 g ususeného rastlinného materialu. Po 72
hodinovej maceracii v 125 ml 80 % (v/v) metanolu bol macerat odpareny do sucha. Odparok bol
rozpusteny v 5 ml DMSO a uskladneny pri 1 - 4°C.
Zoznam rastlin, ich Casti a charakteristika rastliny v ¢ase zberu st uvedené v tabul'kel.

Sledovanie antimikrobialneho ucinku rastlinnych extraktov

Bola pouzita difuzna diskova metoda, pri ktorej bola merana velkost’ inhibicnej zoény okolo diskov
napustenych rastlinnym extraktom. Ako Standard sluzili papierové disky napustené pesticidom
s deklarovanym antibakteridlnym ucinkom KUPRIKOL 50, ako slepy pokus sluzili disky napustené
¢istym DMSO bez rastlinnych extraktov.
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Vysledky a diskusia
Ucinok extraktov divo rasticeho chmelu obycajného na rast fytopatogénnych baktérit

Extrakty zrbéznych pletiv divo rasticeho chmelu obycajného mali biocidny ucinok na vsetky
testované fytopatogénne baktérie (tab. 2). Pri testovani antibakteridlneho u€inku sa potvrdil fakt popisany
De KEUKELEIREOM (2003), ze najviac sekundarnych metabolitov sa akumuluje v rastline chmel'u
v Case kvitnutia. Extrakty z listov chmel'u v ¢ase kvitnutia mali dokazatel'ne silnejsi inhibi¢ny ucinok ako
extraktoch zo S§istic chmelu, ¢o je pravdepodobne dané vysokym obsahom horkych kyselin a
prenylovanych flavonoidov. Pri dlhodobejsej kultivacii baktérii v pritomnosti rastlinnych extraktov sme
pozorovali nielen bakteristaticky, ale v pripade Géinkov extraktov na Xanthomonas sp. tiez baktericidny
efekt.

Ucinok extraktov papriky rocnej na rast fytopatogénnych baktérii

Pri skiimani Ucinnosti sekundarnych metabolitov vo forme metanolovych extraktov ziskanych
z papriky (tab. 3) sme zistili, ze extrakty najucinnejsie pdsobili na rast Erwinia mallotivora, kde extrakt
z listu v Case kvitnutia vytvoril inhibiént zénu az 8 mm. Pri d’al$ich bakterialnych kmenoch bol biocidny
efekt mensi, inhibi¢na zéna sa vSak vyrazne v ¢ase nezmenila, extrakty posobili bakteristaticky.

Ucinok extraktov rajciaka jedlého na rast fytopatogénnych baktérii

Z tab. 4 vyplyva, ze rovnako ako extrakty z chmelu obycajného aj extrakty ziskané z Casti rajciaka
jedlého boli u¢inné na vsetky testované baktérie. Porovnatel'ny biocidny u¢inok mali extrakty, ziskané zo
sadenice a listov rastliny v ¢ase kvitnutia. Pri pdsobeni extraktov na Acidovorax avenae subsp. avenae a
Erwinia mallotivora bol u¢inok baktericidny, pri pdsobeni na Xanthomonas sp. bakteristaticky.

Ucinok extraktov cibule kuchynskej a cesnaku kuchynského na rast fytopatogénnych baktérii

Extrakty znadzemnych casti cibule kuchynskej ani cesnaku kuchynského neinhibovali rast
Acidovorax avenae subsp. avenae. Druh Erwinia mallotivora bol inhibovany extraktom z listu cibule
v Case kvitnutia a cesnakovymi extraktmi z vyhonkov a listov, poc¢as 5 dni bol zaznamenany len mierny
pokles inhibi¢ného ucinku. Xanthomonas sp. bol najcitlivejsi na posobenie extraktov ziskanych z cibule
kuchynskej, najsilnejsi i€inok mal extrakt z listu na zaciatku vegetacného obdobia. Porovnatel'ny Gc¢inok
mali extrakty ziskané z listov cesnaku. V tab. 5 a 6 je porovnany inhibi¢ny u¢inok extraktov pletiv cibule
kuchynskej a cesnaku kuchynského.

Ucinok extraktov izbovych rastlin

Extrakty listov fialky a petinie a chryzantémy v Case kvitnutia inhibovali rast dvoch modelovych
bakterialnych druhov. Extrakty z listu fialky a petunie mali biocidny u€inok na rast druhu Xanthomonas
sp. Extrakt z listu chryzantémy na druh Erwinia mallotivora mal pozitivny ucinok pocas 144 hodin
kultivacie. Extrakty izbovych rastlin neuc¢inkovali na druh Acidovorax avenae subsp. Avenae (tab. 7).

Zaver

Aj napriek intenzivnemu zaujmu v oblasti novych technoldgii a ich zavadzani do pol'nohospodarstva
je stale vela moznosti aj v zakladnych otazkach, akymi nepochybne choroby kultirnych plodin
sposobené mikroorganizmami su. Jednou z moznosti, ktoré sa otvaraju v boji proti mikrobialnym
povodcom rastlinnych chordb su rastlinné sekundarne metabolity s antibakteridlnymi a antifungalnymi
vlastnostami. Na zaklade vysledkov uvedenych vyssie mozno poznamenat, ze rastlinné metabolity
v ulohe pesticidov, ¢i uz ako baktericidy, fungicidy, herbicidy, alebo insekticidy, maju budiicnost’.

Testované extrakty z divo rasticeho chmelu obycajného (Humulus lupulus) a rajciaku jedlého
(Lycopersicon sculentum L.) inhibovali rast v§etkych druhov baktérii, ktoré sme pouzivali pri testovani.
Najsilnejsi ti€inok mali extrakty z listu papriky v case kvitnutia a §iStice chmel'u, v obidvoch pripadoch
bol najsilnejsi inhibi¢ny efekt zaznamenany na rast baktérie Erwinia mallotivora.

V pripade pozitivnych vysledkov testovania na §ir$i okruh fytopatogénnych mikroorganizmov je
mozné vyuzit' tieto plodiny ako surovinu pre pripravu environmentalne prijatelnych biopesticidov.

Oznamenie
Tato praca vznikla za finanénej podpory SP VaV SR ,Vyuzitie domacich surovin a zdrojov*, ulohy
Komplexné vyuzitie rastlinnych surovin, VE 5.4. Sekundarne metabolity rastlin s biocidnym uc¢inkom.
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Tabul’ka 1: Zoznam rastlin a ich ¢asti pouZitych na pripravu metanolovych extraktov
Slovensky nazov rastliny Latinsky nazov rastliny Odobrata Cast’ rastliny Charakteristika rastliny
v dobe zberu
list kvitniica
divo rastaci chmel” oby¢ajny Humulus lupulus Sistice plodiaca
list plodiaca
list + stonka sadenica
paprika ro¢na Capsicum annum list kvitnuca
list plodiaca
list + stonka sadenica
rajciak jedly Lycopresicon sculentum list kvitnuca
list plodiaca
vyhonky nekvitnica
cibula kuchynska Allium cepa kvet kvitniica
list kvitntica
, . . vyhonky nekvitnica
cesnak kuchynsky Allium sativum - ——
list nekvitnica
fialka vonava Viola odorata list nekvitnica
petunia Petunia list kvitniica
chryzantéma Chryzanthemum 1%St nekyltl,luca
list kvitnica

Tabulka 2: Inhibi¢ny u¢inok extraktov chmel’u oby¢ajného na rast fytopatogénnych bakterialnych
kmeiiov. Kultivacia prebiehala na MPA pri 30£2 °C 24 hodin.

Cast rastliny / priemernd vel'kost inhibi¢nej zony [mm]
Bakterialny kmen hst.v Case Siktica list v Case KUPRIKOL
kvitnutia plodu

Acidovorax avenae subsp. avenae CCM 2761 3 5 1 0
Xanthomonas species

CCM 2888 35 2,5 2,5 0
Erwinia mallotivora

CCM 2890 4 8 ! 0
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Tabul’ka 3:

Inhibi¢ny ucinok extraktov papriky ro¢nej na rast fytopatogénnych bakteridlnych
kmeinov. Kultivacia prebiehala na MPA pri 30+2 °C 24 hodin

Cast’ rastliny / priemernd velkost' inhibi¢nej zony [mm]/
Bakteridlny kmefi sadenica listvease | listvéase | i ppigor
kvitnutia plodu

Acidovorax avenae subsp. avenae CCM 2761 0 4 2 0
Xanthomonas species

CCM 2888 0 0 3 0
Erwinia mallotivora

CCM 2890 2 8 2 0

Tabulka 4: Inhibi¢ny ucinok extraktov rajciaka jedlého na rast fytopatogénnych bakterialnych

kmeinov. Kultivacia prebiehala na MPA pri 30+2 °C 24 hodin

Cast rastliny / priemerna vel'’kost’ inhibi¢nej zony [mm]
Bakterialny kmef sadenica listvease | listvéase | i ppigor
kvitnutia plodu

Acidovorax avenae subsp. avenae CCM 2761 4 3 2 0
Xanthomonas species

CCM 2888 3 3 3 0
Erwinia mallotivora

CCM 2890 4.3 4 2 0

Tabulka 5 Inhibi¢ny ucinok extraktov cibule kuchynskej na rast fytopatogénnych bakterialnych

kmeiiov. Kultivacia prebiehala na MPA pri 30£2 °C 24 hodin.

Cast rastliny / priemerna vel'’kost’ inhibi¢nej zony [mm]
Bakteridlny kme vyhonky kvet 1;:;;?;‘155 KUPRIKOL
Acidovorax avenae subsp. avenae CCM 2761 0 0 0 0
Xanthomonas species
CCM 2888 6 4 4 0
Erwinia mallotivora
CCM 2890 0 0 2 0

Tabul’ka 6:

Inhibi¢ny 1cdinok extraktov cesnaku kuchynského na rast fytopatogénnych
bakterialnych kmenov. Kultivacia prebiehala na MPA pri 3022 °C 24 hodin.

. . Cast rastliny / priemernd vel'kost’ inhibi¢nej zony [mm)]
Bakteridlny kmefi vyhonky list KUPRIKOL
Acidovorax avenae subsp. avenae CCM 2761 0 0 0
Xanthomonas species 0 4 0
CCM 2888
Erwinia mallotivora 5 4 0
CCM 2890

Tabul’ka 7: Inhibi¢ny ucinok extraktov izbovych rastlin na rast fytopatogénnych bakterialnych

kmenov. Kultivacia prebiehala na MPA pri 30+2 °C 24 hodin.

rastlina / priemernd vel'kost inhibi¢nej zony [mm]/
Bakteridlny kmefi list fialky | list pettnic list | guprIKOL
chryzantémy
Acidovorax avenae subsp. avenae CCM 2761 0 0 0 0
Xanthomonas species
CCM 2888 3 2 0 0
Erwinia mallotivora
CCM 2890 0 0 4 0
p=(
DX
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e-mail: eva.urgeova@ucm.sk, tf.: 033 55 65 326
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HODNOTENIE GENETICKYCH ZDROJOV TABAKU PROTI ZIVOCISNYM
SKODCOM
THE EVALUATION OF GENETIC RESOURCES OF TOBACCO AGAINST
PESTS

Milan MACAK - Dubomir MENDEL - Jana PORHAJASOVA

The green peach aphid Myzus persicae Sulzer is the most important insect pest on many important crops. The
development of varieties resistant to green peach aphid faces some difficulties when doing accurate identification of
resistant genotypes. The field test under natural strong infestation pressure shows the most suitable way for
identification of resistant tobacco genotypes against green peach aphid. The infestation was evaluated twice - the
first during high pressure in June and the second after maturity of main capsule in September by yes no method of
whole plant and particularly stem. During 2003 -2005, on the base of screening 78 genetic resources maintain on
Research Institute of Crop Production Piestany the resistant genotypes of tobacco V.A.M, F225, NC744, CV 288
and Vyx32 were identified. The resistant genotypes revealed resistance on level of standards genotypes TI 1028 and
TI 1112 against alate aphid (migrantes alatae) and apterous aphid without using insecticides control. 71 tested
tobacco genotypes were very heavy infested by alate forms and colonies of apterous green peach aphid.

Key words: tobacco, green peach aphid, screening, host plant resistance, genetic resources

Uvod

Voska broskynova Myzus persicae (Sulzer) (Homoptera : Aphididae) patri k vyznamnym polyfagnym
druhom vosiek ako aj k poddruhu adaptovanému na tabak., Myzus persicae nicotianae (VARGAS a ini
2005). Vosky ako vektory virdz kazdoroCne spdsobuje priame Skody kolonizaciou rastlin a nepriame
Skody ako vektory vir6z napriklad Y virusu zemiaka hlavne na plodindch z Celade Solanaceae. Na
priamu kontrolu vosiek kolonizujucich rastliny s potrebné 2-3 postreky insekticidom. Ochrana proti
alatnym forméam - vektorom vir6z je pri klasickej insekticidnej ochrane finan¢ne narocnejsia, zatazujlica
zivotné prostredie s nizSou efektivnostou. Dékazom su vysledky pol'ného pokusu 7 virzinskych odrod
pestovanych v zavlahovych podmienkach s odkvetovanim, v regione Nitry. Po aplikacii granulovaného
insekticidu a $tyroch naslednych postrekov bolo zistené vysoké percento napadnutych rastlin virusom
PVY - od 19% - 23% v silnom stupni napadnutia (hodnotenych 2000 rastlin s kazdej odrody). Kontrolny
genotyp s genetickou odolnostou proti voske broskyiiovej bol bez priznakov napadnutia (MACAK,
1997).

BURK a STEWARD (1969) otestovali 45 druhov rodu Nicotiana a 12 odréd a polyploidov na
odolnost’ proti voske broskyiiovej v sklenikovych podmienkach. Styri tyzdne po umelej infestacii
dosiahli silny stupent zamorenia zodpovedajuci az 3500 kusov vosiek na rastlinu pri nachylnom druhu
Nicotiana sylvestris. Detekovali 6 odolnych druhov so 100 nasobne niz§im zamorenim ako pri citlivych
genotypoch. Odolné druhy N. gossei, N. fragrans, N. hesperis, N. umbratica patria do skupiny australskej
sekcie Suaveolentes, kde autori predpokladali spolo¢ny mechanizmus toxicity z glanduldrnych trichdmov.
Pri druhoch N. palmeri (zadpadné USA) a N. petunioides (Argentina) predpokladali odliSny mechanizmus
odolnosti. Autori rozpracovali problematiku interSpecifickej hybridizacie a poukazali na prekazky
vyuzitia zdrojov odolnosti divych druhov do komeréne akceptovatel'nych genotypov, ktoré su spdsobené
nepriaznivym efektom na kvalitu susenych listov.

Vyznam problematiky a trendy hladania alternativnych zdrojov ochrany kultirnych rastlin proti
zivocisnym Skodcom vedi k snahe hodnotenia genotypov tabaku na odolnost’ proti hmyzu, hl'adania
mechanizmu odolnosti genotypov tabaku proti voskam ako aj insekticidna ochrana (JOHNSON, 2005),
ako aj vyvoj odrod s viacnasobnou rezistenciou pri vyuziti konvenéného spétného krizenia pre prenos
genetickej odolnosti proti voskam (BRANDLE, 2005). Ocakavanym prinosom je odstranenie aplikacie
insekticidov z produkéného pestovania plodin.

Rod Nicotiana, do ktorého patria aj dva kultirne druhy N. tabacum a N. rustica s poctom
chromozomov 2n = 48, sa deli na 3 podrody a 14 sekcii. Povodny pocet 65 druhov bol rozsireny o
novoobjaveny druh N. africana, ktory sa zacal vyuzivat ako zdroj odolnosti proti virusovym chorobam
(SMITH, 1979).

Z pestovatel'ského a slachtitel'ského hl'adiska ma vyznam rozliSenie celosvetovo rozsireného druhu N.
tabacum mna agroekotypy. Najrozsirenejsie agroekotypy pestované v Eurépe s typ virzinsky (flue-
cured), typ burley (prirodne suseny) a typ orientalny. V Pol'sku sa okrajovo pestuje typ cigarovy vo
Francuzsku typ tmavy prirodne suseny (SHILTZ, 1991). Druh N. rustica - machorka sa okrajovo pestuje
napr. v Pol'sku a na Ukrajine.

Problematika alternativnej ochrany a nehostitel'skej rezistencie ma vyznamné miesto v udrzatelnych
pol'nohospodarskych systémoch. Zavadzanie odolnych genotypov pol'nohospodarskych plodin zvySuje
biodiverzitu sprievodnej bioty v agroekosystémoch v dosledku mensej insekticidnej kontroly.

PredloZend praca je zamerand na screening genetickych zdrojov tabaku v kolekcii SCPV-VURV
Piestany proti savim Zzivo¢iSnym Skodcom (voska broskynova Myzus persicae Sulzer) s cielom
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identifikovat’ nové zdroje podporujice biodiverzitu rastlin a alternativne postupy udrzatelného
pestovania plodin.

Material a metody

Genetické zdroje tabaku z kolekcie VURYV boli v rokoch 2003-2005 v ramci regeneracie genetickych
zdrojov hodnotené aj na zéklade genetickej odolnosti proti zivo¢iSnym Skodcom (voska broskyiiova)
v pol'nych podmienkach. Pre hodnotenie infestacie bola pouzita alternativna stupnica infesticie celych
rastlin tabaku okridlenymi (migrantes alatae) a bezkridlymi formami celych rastlin ako aj metdda
hodnotenia infesticie byle (MACAK, 1996) dva krat za vegeticiu v Case najsilnejiicho naletu na
sekundarnych hostitelov v §taddiu ruzice (jun) a v Case dozrievania terminédlnej tobolky (september).
Genetické zdroje boli zatriedené do dvoch kategorii na nachylné genotypy a odolné genotypy na Grovni
kontrolnych druhov tzn. vyskyt ojedinelych okridlenych jedincov v pocte 1-2 kusy bez tvorby kolonii.
Ako kontrolné odrody boli pouzité genotypy Ti 1028 (2003-2004) a Ti 1112 (2003-2005), ktorych
odolnost’ proti voskam popisal ELSEY, CHAPLIN (1978). Priesady boli dopestované v skleniku
a vysadené na pokusné policka v areali VURV v Piestany v rokoch 2003-2005 v tretej dekade maja
v pocte 5 - 6 rastlin vspone 1 x 0,4 m bez opakovania. V ramci periodického presevu a regeneracie
genetickych zdrojov bolo 78 genetickych zdrojov tabaku vratene kontroly otestované na napadnutie
voskami v prirodzenom silnom infekénom tlaku bez aplikécie insekticidov.

Vyskum bol rieSeny v ucelovej ¢innosti MP SR ,,Zhromazd’'ovanie, hodnotenie a uchovavanie
genetickych zdrojov rastlin pre vyzivu a polnohospodarstvo® a screening genetickych zdrojov bol
podporeny s VEGA projektu ,Integrovany manazment produkénych a ekologickych funkcii
pol'nohospodarstva Podunajskej niziny* ¢. 1/1343/04.

Vysledky a diskusia

Testovanie odolnosti proti voskam v prirodzenych podmienkach zavisi od rozvoja populédcie vosiek
a vytvorenia dostatocného tlaku a infestacie okridlenymi formami voSiek. Poveternostné podmienky
stanovis§ta uvadzame v tabulke 1. V pokusnom roku 2003 boli teploty v mesiacoch maj a jun 04,6 °C,
resp. 8 °C vyssie, ako je dlhodoby priemer zodpovedajuci danému obdobiu. Mimoriadne teply a suchy
maj a mimoriadne teply a vel'mi suchy jun vytvaral podmienky pre rozvoj populacie vosiek. Pokusny rok
2004 bol poveternostne pre rozvoj vosiek taktiez priaznivy. Bol charakterizovany teplym a velmi
suchym mesiacom april (33,5 % DP) a teplotne normalnym, ale vel'mi suchym mesiacom m4j (28,5 %
DP). V teplotne a zrazkovo normalnom roku 2005 spadlo 616 mm zrazok, ¢o predstavuje 89,9 %
dlhodobého priemeru. Rozdelenie zrazok v jednotlivych mesiacoch bolo velmi nerovnomerné. Zatial’ ¢o
vo vel'mi suchom mesiaci jin (42,1 % DP) bol vysoky deficit zrazok, vo vel'mi vlhkom aprili Ghrn zraZok
dosiahol 212 % dlhodobého priemeru. Na zaklade poveternostnych tdajov mozno konstatovat’ Ze boli
vytvorené vhodné podmienky na rozvoj populacie vosiek vo vsetkych sledovanych rokoch ¢o sa prejavilo
vysokym stupniom infestacie nachylnych odrdd okridlenymi formami a tvorbou kolonii.

Tabul’ka 1: Poveternostné podmienky v pokusnych rokoch 2003 - 2004

Mesiac LTA 30 (1951-1980) 2003 2004 2005
°C mm °C mm °C mm °C mm
L -1,8 32 -1,65 40,9 -3,06 50,6 -0,48 39,9
1. 0,2 33 -1,06 9.4 1,28 27,4 2,36 51,6
I11. 472 32 5,17 0,9 4,42 49 4 3,01 7,0
V. 9.4 43 9,94 16,5 11,65 14,4 11,45 91,2
2 14,1 54 18,73 28,7 14,05 15,4 15,62 33,5
VI. 17,7 80 22,26 33,9 17,94 72,9 18,18 33,7
VIL 18,9 76 21,67 95,7 20,06 15,9 20,44 90,3
VIIL 18,4 68 22,94 16,0 20,70 44.6 18,93 98,8
IX. 14,5 38 15,88 19,3 15,01 38,9 16,41 423
X. 9,6 42 8,00 57,9 12,22 61,4 10,89 10,2
XI. 4.6 51 6,68 34,5 5,20 46,5 3,68 48,0
XII. 0,3 46 0,88 30,6 0,96 33,3 -0,33 69,5
x 1— XIL 9,2 - 10,85 - 10,06 - 9,62 -
x IV -IX 15,5 - 18,61 - 16,60 - 16,84 -
Y 1-XII - 593 - 3843 - 470,7 - 616,0
Y IV - IX - 359 - 210,1 - 202,1 - 389,8

LTA — dlhodoby priemer

Vysledky sreeningu testovanych genetickych zdrojov tabaku su uvedené v tabulke 2 a 3. Na zaklade
hodnotenia rastlin tabaku pri prirodzenom infekénom tlaku vosky broskynovej v pol'nych podmienkach
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bola pri 71 genotypoch tabaku zistena silna infestacia okridlenych vosiek s naslednou tvorbou kolonii
bezkridlych vosiek.

Tabul’ka 2: Testované genotypy rodu Nicotiana Pie§tany 2003 -2005

Rok 2003 Rok 2004 Rok 2005
Genet. zdroj Povod Genet.zdroj Povod Genet.zdroj Povod
Cooker 254 USA Bonanza S.I.T. Beerwah GG Australia
Nyiersegi 139 Mad’arsko | Canbera 719 Australia | Beerwah H Australia
Speight G-70 USA Coker 48 USA Bell 110 USA
Virginia Pol'sko Coker 86 USA Bell 61-10 USA
Jendrzejowska
Virginia 31 Pol'sko Delgold Kanada Burford special | USA
V-123 S.I.T. Gold Dollar S.I.T. C 6 Cospaia Taliansko
Linia 348 Pol'sko Hicks Broadleaf USA Coker 139 USA
Virginia 362 Pol’sko Hicks Resistant Australia | Coker 258 USA
Linia 277 Pol'sko NC 12 USA Coker 319 USA
Souffi cap bon S.LT. NC 13 USA Coker 347 USA
Dreta Nemecko | One Sucker Australia | Coker 354 USA
B.B.A. 46 S.IT. Speight G 23 USA Coker 411 USA
Burley SH Slovensko | Speight G 41 USA Coker 187- USA
Hicks
Kentucky W39 M29 USA Speight G 52 USA Coker 187 USA
Texana F S.LT. Virginia Polsko Delhi 34 Kanada
Broniszowska
N. clevelandi S.IL.T. Virginia Kazimierska | Polsko Delhi 76 Kanada
N. rustica Babor S.LT. Virginia Krakowska I | Polsko Delcrest 57 Mad’arsko
Virginia Gold GZ Bab GV 3 Juhoslavia
Stamm S 49 Nemecko | F212 Japonsko
Stamm S 53 Nemecko [ Hicks 55 USA
Machorka Zoltaja | Ukraina Hicks 101 USA
109
Immunnyj 580 Ukraina Kutsaga E 1 Zimbabwe
Virginia Izyda Polsko Kutsaga E 2 Zimbabwe
Burley 282 Polsko LAFC 53 USA
Burley Polsko Linia 71 Pol'sko
Skroniowskij70
Forchmeier A Nemecko | Linia 81 Pol’'sko
Forcheimer B Nemecko [ Linia 177 Polsko

S.I.T. - z kolekcie S.I.T. Bratislava

V tabul'ke 3. uvadzame genotypy s odolnostou proti voSkdm na urovni kontrolnych genotypov Ti
1028 a TI 1112. Uvedené genotypy a uroven ich odolnosti zdokumentoval JOHNSON (1980) ktory v 3
ro¢nych polnych pokusoch hodnotil 29 najodolnej$ich genotypov a kontroly NC95 a NC2326. Vsetky
odolné genotypy mali v ¢ase hodnotenia minimalne 1 vosku na rastline, no vosky sa nerozmnozovali a
netvorili kolonie. Naopak v sklenikovych podmienkach boli niektoré genotypy s pol'nou odolnostou silne
kolonizované. Zaujimavé bolo zistenie zvySenej citlivosti niektorych genotypov proti skocke tabaku.
Testovanymi odolnymi genotypmi boli aj Ti 1028 a TI 1112 ktoré sme pouzili ako kontrolné odrody
hodnotenia infestacie (tab. 3). Kontrolné genotypy potvrdili vysoky stupen odolnosti proti aldtnym
a bezkridlym voskam pocas celej vegetacnej sezony.

V zhode literarnymi idajmi a pokusmi BEDNARA a i. (2003) bola potvrdena pretrvavajica geneticka
odolnost’ kontrolnych genotypov a genetickych zdrojov V.A.M, F225, Vy 32, CV 288, NC 744 pocas
vSetkych rokov testovania (tab. 3).

Tabulka 3: Testovania genotypov tabaku s odolnost'ou proti voske broskyiiovej, VURV Piestany
2003-2005

Geneticky zdroj Stat povodu Roky testovania

2003 2004 2005
T11028 USA T T -
TI1112 Venezuela T T T
V.AM. Nemecko T T T
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Geneticky zdroj Stat povodu Roky testovania

2003 2004 2005
F225 Japonsko T T -
VY32 Zimbabwe T T T
CV 288 USA T - -
NC 744 USA T T -

T- testovanie odolnosti v pol'nych podmienkach

Detekované rezistentné genotypy moézu byt vzhladom na celkovy habitus a vzrast vhodnym
vychodiskovym materialom pre d’alSie vyuzitie.

Tolerovanie vyskytu ojedinelych jedincov na odolnych odrodach je v stlade s pozorovaniami
spravania vosiek, ktoré uvadzaju ELSEY a CHAPLIN (1978), ktori skiimali faktory odolnosti tabaku
proti M.persicae a H. virescens. V pol'nom pokuse zistili odolnost’ TI 1112 proti okridlenym i bezkridlym
voskam i ked’ v laboratornych podmienkach sa bezkridle vosky lepsie reprodukovali na TI 1112 nez na
nachylnych kontrolach. Pol'ni odolnost’ proti voskam autori vysvetlovali spravanim okridlenych vosiek.
Vyse 50 % okridlenych vosiek opustilo po umelej infestacii TI 1112 do 2 hodin a 60-90 % do 6 hodin.
Vzhladom na velké rozdiely v infestacii rastlin sa javi metdda screeningu na odolnost’ proti voskam
v polnych podmienkach ako vhodnejSia. Vhodnd sreeningovd metdda hodnotenia infestacie
rozhodujiicou mierou verifikuje dosiahnuté vysledky.

Zaver

e Na zédklade polného testovania genetickych zdrojov tabaku v rokoch 2003-2005 mozZno
konstatovat, Ze silny infekény tlak zaznamenany v mieste hodnotenia genetickych zdrojov
(VURYV Piestany) umoznil verifikaciu detekcie odolnych genotypov vhodnych aj pre praktické
$lachtenie.

e Na zdklade screeningu bolo detekovanych 5 zdrojov odolnosti kultirneho druhu Nicotiana
tabacum ako vhodného vychodiskového slachtitel'ského materidlu na odolnost’ proti voske
broskynovej Myzus persicae. Odolnost’ genotypov bola na trovni kontrolnych genotypov TI
1028 a TI 1112.

e Hrladanie alternativnych zdrojov ochrany rastlin proti Zivo¢iSnym Skodcom je vyznamnym
prinosom pre ochranu sprievodnej biodiverzity v udrzatel'nych agroekosystémoch.

Literatira

1. ELSEY, K.D. - CHAPLIN, J.F. 1978. Resistance of tobacco introduction TI 1112 to the tobacco budworm and
green peach aphid. J.Econ. Entomol., ¢. 71, 1978, 5.723-725.

2. BEDNAR, J. - MACAK, M. - MENDEL, I’. 2003. The screening of tobacco genetic resources against pests. In.:
Udrzatel'né pol'nohospodarstvo a rozvoj vidieka. Nitra : SPU v Nitre, 2003, s. 226- 227.

3. BRANDLE, J. 2005. Tobacco cultivars with multiple insect resistance using a combination of genetic
transformation and conventional breeding techniques. Food System 2002 - Pest management Research program.
http://www.gov.on.ca:8088/OMAFRA/english/research/archives/researchfund/fs2docs/fs7115.htm , 20.5.2005.

4. BURK, L.G. - STEWARD, P.A. 1969. Resistance of Nicotiana species to the green peach aphid.

J.Econ.Entomol., ¢. 62, 1969, s. 1115-1117.

JOHNSON, A. W. Resistance in Tobacco to the Green Peach Aphid. J.Econ. Entomol., .73, 1980 s. 707-709.

6. JOHNSON, A. W. Management of insect pests of tobacco. Clemson University, South Carolina, State project
2001-2006, www.clemson.edu/scg/field/johnson2.htm, 20.5.2005.

7. MACAK, M. 1996. Genetické a $lachtitel'ské zdroje odolnosti Nicotiana tabacum proti voske broskyiiovej
Myzus persicae : Dizertatna praca. Brno : Mendelova zemédélska a lesnicka univerzita v Brng, 1996. 145s.

8. MACAK, M. - MAIJERNIK, F. - CIGLAR, J. 1997. Moznosti pestovania zahraniénych odréd tabaku
v podmienkach Slovenska, zhladiska ochrany proti Y-virusu zemiaka. Zb. XIV. Slovenskej a Ceskej
konferencie o ochrane rastlin v Nitre, 3.-4. september 1997. s. 90 -91.

9. SHILTZ, P. - DELON, R. - BARDON, J.C. Les Nicotianees en collection a L’Institut du Tabac. Bergerac:
France, 1991, 2eme Ed., 69s.

10. SMITH, C. M. 1989. Plant resistance to insect a fundamental approaches. John Wiley and Sons, 1989, 286 s.
ISBN 0-471-84938-3

11. VARGAS, R. R. - TRONCOSO, A.J. - TAPIA, D.H. - OLIVERAS-DONOSO, R. - NIEMEYER, M.
Behavioural differences during host selection between alate virginoparae of generalist and tobacco-specialist
Mpyzus persicae. Entomologia Experimentalis et Applicata 116, 2005, ¢.1., s. 43.

b

=

Milan MACAK, Katedra udrzatelného pol'nohospodarstva a herboldgie, SPU v Nitre, Tr. A. Hlinku 2, 949 76 Nitra milan.macak@uniag.sk , Cubomir Mendel, SCPV-VURV
Piestany, Bratislavska cesta 122, 921 68 Piest'any, Jana Porhajasova, Katedra environmentalistiky a zoologie, SPU v Nitre, Tr. A. Hlinku 2, 949 76 Nitra

38


http://www.gov.on.ca:8088/OMAFRA/english/research/archives/researchfund/fs2docs/fs7115.htm
http://www.clemson.edu/scg/field/johnson2.htm
mailto:milan.macak@uniag.sk

Nové poznatky z genetiky a $Fachtenia polnohospodarskych rastlin.
Zbornik z 13. vedeckej konferencie, Piestany : VURYV, 2006

ANALYZA GENOV REZISTENCIE PROTI VIRUSU Y ZEMIAKA (PVY)
A VIRUSU X ZEMIAKA (PVX) V GENETICKYCH ZDROJOCH LULKA
ZEMIAKOVEHO (SOLANUM TUBEROSUM, L.) POMOCOU
MOLEKULOVYCH MARKEROV
ANALYSIS OF RESISTANCE GENES AGAINST POTATO VIRUS Y (PVY)
AND POTATO VIRUS X (PVX) IN GENETIC RESOURCES OF POTATO
(SOLANUM TUBEROSUM, L.) USING MOLECULAR MARKERS

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

This study consisted of screening potato genotypes collected from potato gene bank for resistance against two potato
viruses — PVY and PVX. Varieties with extreme resistance against PVY and PVX were selected on the basis of
infection tests and application of molecular markers. Variety San possessing extreme resistance against both viruses
— PVY and PVX — was used in crossing with the genotype C2264 susceptible to both viruses. Progeny was analysed
using two DNA markers: GP122,,4 for extreme resistance against PVY and M221 for extreme resistance against
PVX. Distribution of symptoms and ELISA readings confirmed extreme resistance against PVY and PVX respectively.
DNA markers for extreme resistance against both viruses was found in 54.5% of resistant genotypes, single marker
for extreme resistance against PVY was detected in 24% resistant genotypes and 21.2% of total amount of resistant
genotypes showed single marker for extreme resistance to PVX.

Key words: potato, extreme resistance against viruses, PVY, PVX,

Uvod

V pol'nohospodarstve patria virusy medzi najdolezitejSich patogénov. Ochorenia vyvolané virusmi,
sposobuju vazne ekonomické straty, na ktorych ma rozhodujuci podiel redukcia Grody a znizenie kvality.
Plesen zemiakova ardzne typy ochorenia spdsobené virusom Y zemiaka (PVY) su patogénmi, ktoré
dlhodobo v rozhodujucej miere ovplyviuji pestovanie I'ulka zemiakového v miernom klimatickom
pasme (GEBHARDT, VALKONEN, 2001).

V mnozstve pristupov ako ochranit pol'nohospodarske plodiny pred infekciou virusmi, ma
dominantné postavenie rezistencia, ktord spolu s d’al§imi postupmi ochrany vytvara podmienky pre
minimalizaciu prenosu virusov. SPachtenie novych odréd Tulka zemiakového s rezistenciou proti
ekonomicky vyznamnym virusom predstavuje najefektivnejSiu formu ochrany za predpokladu, Ze sa
vyuzivajui extrémne formy rezistencie.

Gény extrémnej rezistencie proti PVY moézu pochadzat’ z viacerych divorasticich foriem Solanum
stoloniferum, Solanum hougasii a Solanum tuberosum subsp. andigena (SWIEZYNSKI, 1994). V Eur6pe
sa v Slachteni 'ul’ka zemiakového najviac uplatnil gén extrémnej rezistencie proti PVY pochadzajuci zo
Solanum stoloniferum - Ryy,, ktory bol introdukovany do viacerych odrod vysFachtenych v Holandsku,
Nemecku, Pol'sku a Mad’arsku. Gén extrémnej rezistencie pochadzajici zo Solanum tuberosum subsp.
andigena — Ry,qg, sa vyuzival v mnohych Sl'achtitel'skych programoch, ale ziskat’ nové odrody sa podarilo
len v niektorych krajinach juznej Ameriky a Japonsku.

Extrémna rezistencia proti virusu X zemiaka (PVX) bola detegovand v divorasticich druhoch
Solanum acaule, Solanum sucrense, Solanum vernei a Solanum tuberosum subsp. andigena. Gén
extrémnej rezistencie proti PVX pochadzajici zo Solanum acaule — RXyg, bol vyuZivany v nemeckom
Slachteni, z ktorého pochadza viacero odrdd s extrémnou rezistenciou proti PVX. Na druhej strane,
americké, holandské a pol'ské odrody s extrémnou rezistenciou proti PVX maji gén RXaqy, pochadzajuci
zo Solanum tuberosum subsp. andigena (SWIEZYNSKI, 1994). Hoci PVX ako taky nie je rozhodujucim
problémom pri pestovani l'ulka zemiakového, je viacero dovodov pre Stadium génu rezistencie RX.
Doterajsie genetické analyzy poukazuju na fakt, Ze vzajomny vztah I'ul’ka zemiakového a PVX sa riadi
podl'a modelu gén proti génu, a preto poznatky z rezistencie kontrolovanej génom RX mdzu sa vyuzit' aj
pri inych typoch patogénov. Génové manipuldcie s rezistenciou kontrolovanou génom RX potvrdili, Ze
v obrannej faze moze potlacit’ rozsirovanie viacerych virusov, nielen PVX (KANYUKA et al., 1999).
Zefektivnenie ziskavania novych poznatkov o rezistencii l'ul’ka zemiakového proti chorobam umoznili
najméd dve techniky: redukcia ploidie a molekulové markery. Cielom tejto prace bolo identifikovat
vhodné genetické zdroje s rezistenciou proti PVY a PVX a zhodnotit’ prenos tejto vlastnosti do potomstva
pomocou molekulovych markerov.

Material a metédy

a) Rastlinny material a mechanicka infekcia.

Odrody s extrémnou rezistenciou proti PVX a PVY a nachylné odrody a nachylny krizenec (Agria, Fanal,
Forelle, Bobr, Boda, San, Desirée, Impala, Santé, C2264, Viola, White Lady) boli ziskané z génovej
banky VSUZ - Vyskumného a §lachtitelského Gstavu zemiakarskeho, a.s., Velkd Lomnica. In vitro
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rastliny sa vysadili do raselinového substratu a v Stadiu 4 pravych listov sa infikovali suspenziou
s obsahom izoladtov PVY alebo PVX podla metodiky ZADINA, JERMOLIJEV (1976). Hodnotili sa
vizualne prejavy primarnych infekcii v tyzdiovych intervaloch, pritomnost PVY a PVX v rastlinach sa
overovala testom ELISA. Rovnakym spdsobom sa postupovalo aj v pripade infikovania semenacovej
populécie San x C2264.

b) Zdroje infekcie.

Na infekcie boli pouzité izolaty virusov PVY aPVX zo zbierky virusov VSUZ - Vyskumného a
SlachtiteI'ského ustavu zemiakarskeho, a.s., Vel'ka Lomnica.

c) Detekcia extrémnej rezistencie proti PVY a PVX pomocou molekulovych markerov.

Z uvedeného spektra odrod sa vyizolovala DNA podl'a metodiky ROGERS, BENDICH (1994) a pouzila
na detekciu odrdd s extrémnou rezistenciou proti PVY a PVX. V PCR reakciach sa pouzili primery podla
BRIGNETI et al. (1997), BRYAN et al. (2002), FLIS et al., (2005), SONG, SCHWARZFISHER (2005)
pre Ryg, a KANYUKA et al. (1999) pre Rx.

Amplifikacia prebiehala v 25 pl reakénej zmesi obsahujucej 30 ng genomickej DNA, 2,5 mM MgCl,,
0,3 mM z oboch primerov, 0,625 U Taq DNA polymerazy a alikvotné mnozstvo reakéného pufru a vody.
Reakéné podmienky boli nasledovné: 1 x (94°C, 3 mintty), 40 x (94°C 30 s; annealingova teplota podl'a
pouzitého primera 30 s; 72°C 2 minuaty) and 1 x (72°C 5 minut). PCR produkty sa analyzovali v 1,5%
agarézovom géli s pouzitim 1 x TBE pufru a farbili sa ethidium bromidom. Malé PCR produkty sa delili
v PAGE géloch s obsahom 6% mocoviny a farbili striebrom.

Segregatné pomery medzi rezistentnymi a nachylnymi odrodami a krizencami sa vyhodnotili ¥*
testom.

Vysledky a diskusia

Odrody akrizenec C2264, boli infikované v §tadiu Styroch pravych listov, v jednom subore
s inokulom obsahujucim PVY ako infekéné agens, v druhom subore s inokulom obsahujicim PVX
avtrefom stbore sa aplikoval len Cisty pufer. Vizualne hodnotenie prejavov na novo vyvinutych listoch
potvrdili o¢akavané rozdelenie do dvoch skupin — na skupinu rezistentnych a nachylnych genotypov.
Testom ELISA s pouzitim monoklonalnych protilatok sa potvrdila pritomnost’ virusového antigénu
v infikovanych rastlinach avysledky korelovali s vizualnym hodnotenim infekcii rezistentnych
a nachylnych odrod (tab. 1).

Tabul’ka 1: Detekcia PCR produktov v genotypoch rezistentnych a nachylnych k PVY a PVX

Odroda Krajina | Rezistencia ELISA* marker*
Krizenec povodu | proti PVY PVX STMO003 | GP122-718 M221
virusom
Agria (S) D PVX + - - - +
Fanal (R) D PVX, PVY - - + + +
Forelle (R) D PVY - + + -
Bobr (R) PL PVX, PVY - + + +
Boda (R) PL PVX, PVY - - + + +
San (R) PL PVX, PVY - - + + +
Desirée (S) NL - + + - - -
Impala (S) NL - + + - - -
Santé (R) NL PVX, PVY - - - -
C2264 (S) SK - + + - - -
Viola (S) SK - + + - - -
White Lady(R) H PVX, PVY - - + + +

* + oznacuje pozitivny test ELISA/pritomnost’ PCR produktu o¢akavanej velkosti; - oznacuje negativny
test ELISA/absencia PCR produktu ocakavanej velkosti

Celé spektrum genotypov bolo testované setom primerov v PCR pre detekciu dominantnej Ryg, resp.
Rx alely. Pre detekciu Ryg, alely sa pouzilo celkom 12 kombinacii primerov, pricom len kombinacie
primerov STM003 a GP122-718 poskytovali produkty PCR reakcii, ktoré korelovali s vysledkami
vizualneho hodnotenia a testu ELISA. Markery pre detekciu genotypov s extrémnou rezistenciou proti
PVY zalozenou na Ry, ktoré identifikovali BRIGNETI et al. (1997) a BRYAN et al. (2002), sa nezistili
v ziadnej z odrdd s extrémnou rezistenciou proti PVY, ktoré sa hodnotili v horeuvedenom subore. Tieto
rozdiely mohli vyplynut z pouzitia inych genetickych zdrojov s extrémnou rezistenciou proti PVY
odvodenych zo Solanum stoloniferum, ako pouzili FLIS et al. (2005) a SONG, SCHWARZFISHER
(2005) a ktoré boli pouzité aj v tejto praci.

Ziadnym z pouzitych markerov sa nepodarilo detegovat’ extrémnu rezistenciu proti PVY v odrode
Santé, hoci zdrojom rezistencie bol tiez Solanum stoloniferum. Na zéklade vysledkov ziskanych pri
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pouziti markerov STM003 a GP122-718 je mozné predpokladat, Zze odroda Santé ma pdvod v inom
vychodiskovom materiali ako ostatné eurdpske odrody s extrémnou rezistenciou proti PVY.

Extrémna rezistencia proti PVX bola introdukovand do kultarnych odréd l'ul’ka zemiakového zo
Solanum tuberosum subsp. andigena. Celkom 12 kombinacii primerov bolo pouzitych pri hodnoteni
extrémnej rezistencie proti PVX, priCom produkty amplifikacie bolo potrebné Stiepit’ reStrikénymi
endonukledzami v Siestich pripadoch. Z hl'adiska moznosti vyuzitia v §lachteni 'ul’ka zemiakového na
rezistenciu proti PVX bol najvhodnejsi marker M221 a PCR produkt bol pritomny vo vSetkych odrodach,
ktoré po infekcii PVX zostali bez pritomnosti virusového antigénu v novych listoch (tab. 1).

Pre hodnotenie prenosu oboch génov rezistencie — Ryg, a RX - do potomstva v generacii F; sa pouzila
odroda San, ktord disponuje obomi génmi rezistencie. Druhym genotypom bol krizenec, ktory je
nachylny k obom virusom. Na zéklade vizualneho hodnotenia a testu ELISA celého suboru genotypov F;
semenacovej generacie sa potvrdila simplexna konfiguracia dominantnych aliel Ry, a Rx (tab. 2).

Tabul’ka 2: Segregacia rezistentnych a nachylnych genotypov po mechanickej infekcii semenacov
virusmi PVY a PVX

a) PVY
Krizenie Skuto¢ny segregacny pomer Teoreticky | hodnota
Pocet rastlin po infekcii segregacny | Chi-kvadrat
rezistentnych nachylnych pomer
San x C2264 58 38 1:1 2,08
b) PVX
Krizenie Skuto¢ny segregacny pomer Teoreticky | hodnota
Pocet rastlin po infekcii segregacny | Chi-kvadrat
rezistentnych nachylnych pomer
San x C2264 59 37 1:1 2,52

Kritick4 hodnota chi-kvadrat je 3,84 pre Py s a 6,635 pre P,

Pre analyzy DNA pomocou molekulovych markerov bolo zo skupiny genotypov rezistentnych aj

nachylnych k PVY vybratych po 30 genotypov, ktoré sa pouzili v PCR s pouzitim markerov STM003
a GP122-718. Tieto dve skupiny genotypov sa zdroveinl analyzovali aj pomocou markera M221 pre
uréenie pritomnosti alely Rx. Segregacné pomery, ur¢ené pomocou molekulovych markerov potvrdili
simplexntl konfiguraciu oboch dominantnych aliel Ry, a RX (tab. 3).

Tabulka 3: Segregacia rezistentnych a nachylnych genotypov k PVY a PVX na ziklade PCR
s pouzitim Specifickych primerov
a) STMO003 — marker pre extrémnu rezistenciu proti PVY

Krizenie Skutoény segregacny pomer Teoreticky | hodnota
Pocet rastlin po PCR (n) segregany | Chi-kvadrat
marker pritomny marker chybajtci pomer
San x C2264 28 32 1:1 0,13
b) GP122-718 - marker pre extrémnu rezistenciu proti PVY
Krizenie Skutoény segregacny pomer Teoreticky | hodnota
Pocet rastlin po PCR (n) segregany | Chi-kvadrat
marker pritomny marker chybajtci pomer
San x C2264 28 32 1:1 0,13
¢) M221 — marker pre extrémnu rezistenciu proti PVX
Krizenie Skutoény segregacny pomer Teoreticky | hodnota
Pocet rastlin po PCR (n) segregacny | Chi-kvadrat
marker pritomny marker chybajici pomer
San x C2264 29 31 1:1 0,03

Kritick4 hodnota chi-kvadrat je 3,84 pre Py s a 6,635 pre P,

Odroda San, ako jeden z vychodiskovych rodi¢ovskych partnerov v krizeni, disponuje extrémnou
rezistenciou proti PVY pochadzajiicou zo Solanum stoloniferum a extrémnou rezistenciou proti PVX,
pochadzajicou zo Solanum tuberosum subsp. andigena, priGom oba gény boli lokalizované na
chromozome XII. Pri analyze skupiny len rezistentnych genotypov v potomstve generacie F, sa
identifikovalo 54,5% genotypov s rezistenciou proti PVY a PVX, 24,1% genotypov disponovalo
extrémnou rezistenciou proti PVY a 21,2% genotypov bolo rezistentnych len k PVX. Selekcia pomocou
markerov (MAS), tak ako to bolo realizované pre virusy PVY aPVX soverenymi molekulovymi
markermi, predstavuje vysoky potencial pre zefektivnenie §'achtenia novych odrdd 'ul’ka zemiakového.

V s§lachtitel'skom procese sa vyuzivaju genetické zdroje, v ktorych gény rezistencie pochadzaju
z r6znych divorasticich druhov, preto nie je mozné univerzalne vyuzivat doteraz identifikované markery.
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Extrémna rezistencia proti PVY moéze byt introdukovana zo Solanum tuberosum subsp. andigena a gén —
RYagsg — bol lokalizovany na chromozome XI. Marker pre tento gén spol'ahlivo identifikoval vSetky
genotypy, ktoré majii extrémnu rezistenciu odvodenu zo Solanum tuberosum subsp. andigena
a s uspechom sa pouziva vo viacerych §lachtitel'skych programoch (RUIZ DE ARCAUTE et al., 2002).
Pre detekciu extrémnej rezistencie odvodenej zo Solanum stoloniferum bolo publikovanych niekolko
molekulovych markerov. BRIGNETI et al. (1997) a BRYAN et al. (2002), lokalizovali Ry, na
chromozome XI, FLIS et al. (2005) a SONG, SCHWARZFISHER (2005) na chromozéme XII. Ale ako
vyplyva z hore uvedenych vysledkov, ziaden z nich nema univerzalne uplatnenie.

MAS je najcastejSie citovanou a aj pouzivanou aplikaciou PCR technik, pretoze vyznamne prispieva
k potencidlnemu zefektivneniu novoslachtenia, umoziuje zlepsit' efektivnost’ selekcie a to najmi v tych
pripadoch, ked’ sa testy rezistencie vykonavaju na celistvych rastlindich aje potrebné takéto testy
vykonavat’ s pouzitim viacerych patogénov. Na druhej strane je potrebné zddraznit, ze sa musi eSte
experimentalne zhodnotit' vel’ké mnozstvo genetickych zdrojov a molekulovych markerov, aby mohli
tieto metddy vyznamne ovplyvnit’ §lachtitel'sky proces.

Tato praca bola podporovana Agentirou na podporu vedy a vyvoja prostrednictvom finan¢nej podpory
¢.APVT-99-027104"
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VYUZITI TRANSGENOZE VE SLECHTENI HRACHU ODOLNEHO VUCI
VIRUM
TRANSGENOSIS AS A TOOL IN BREEDING PEA LINES RESISTANT TO
VIRAL PATHOGENS

Miroslav GRIGA' - Pavel HANACEK? - Milan NAVRATIL? - Zuzana PIAKOVA?* -
Radovan P,OKORNYz - Vilém REINOHL? - Petr SMYKAL' - Dana SAFAROVA® -
Lenka SVABOVA'

The field screening of occurrence of pea infecting viruses followed by serological tests was done in period 2003-2005
in growing conditions of the Czech Republic. Pea enation mosaic virus (PEMV) and Pea seed mosaic virus (PSbMV)
were evaluated as the most spread pathogens. As the creation of resistant lines by conventional methods is
problematic, the genetic engineering represents the alternative way to get the virus tolerant/resistant peas.

The aim of our work was to obtain transgenic pea plants showing resistance/tolerance to PEMV, and PSbMV by the
incorporating of viral coat protein cDNA. The transcription products could induce pathogen-derived resistance
(PDR) based on blocking the disassembly of the infecting virus due to the presence of transgenically expressed CP or
sense post-transcriptional gene silencing (S-PTGS), where the transcripts are detected as aberrant (ab)RNA and
used as templates by an RdRP (RNA dependent RNA polymerase) to form double-stranded (ds)RNA and processed by
the posttranscriptional gene silencing mechanism.

The set of PEMV and PSbMV isolates collected in five locations in CZ was characterised by biological and
molecular (sequencing) tools. The most severe isolates were selected for the development of construct for pea
transformation. The full-length CP cDNA was inserted into plasmid pWell105b containing CaMV 35S promoter, uidA
reporter gene and bar selectable marker gene and cloned into Agrobacterium tumefaciens strain EHA 105. The
function of the vector and expression of transgenes were proved in tobacco transformation scheme, then the pea
plants were transformed via cotyledonary-node in vitro technique or ,,non-tissue culture* approach. The putative TO
transformants after phosphinotricine selection were transferred ex vitro and leaf samples were analyzed by GUS
histochemical tests and PCR analysis. Individual GUS/PCR positive transgenic plants were selected. The expression
of inserted transgenes as well as the reaction of transgenic peas (T1-generation) to viral infection are recently under
investigation.

Key words: pea, coat protein, Pea enation mosaic virus (PEMV), Pea seed mosaic virus (PSbMV), resistance,
transformation
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MIKROBALISTICKA TECHNIKA AKO NASTROJ PRE RASTLINNE
BIOTECHNOLOGIE A STUDIUM EXPRESIE GENOV
PARTICLE BOMBARDMENT AS A TOOL IN PLANT BIOTECHNOLOGY
AND FOR STUDY OF GENE EXPRESSION

'Juraj FARAGO — *Cudmila OHNOUTKOVA

Particle bombardment technology uses physical processes to deliver exogenous nucleic acids into living
cells (microorganisms, insects, mammals and plants). This technique, due to several its advantages, is
widely employed in plant science and agricultural biotechnology. Since the late 1980s particle
bombardment has become a powerful tool for transient gene expression studies, production of stable
genetically transformed plants, inoculation with viral pathogens and plastid transformation.

Key words: biolistics, plant science, transient gene expression, transgenic plants, plastid transformation,
research tools

Uvod

Na zaciatku a v polovici 80-tych rokov sa na genetickt transformaciu tych rastlinnych druhov, ktoré
neboli vnimavé voéi transformécii prostrednictvom pédnej baktérie Agrobacterium tumefaciens pouzivala
protoplastova metdda. Priamy prijem cudzorodej DNA rastlinnou bunkou bol totiz mozny iba vtedy, ak sa
tato zbavila celuldoznej bunkovej steny. Na docasnii a kratkodobli permeabilizaciu cytoplazmetickej
membrany sa pouzival polyetylénglykol (PEG), alebo kratkodobé pulzy elektrického pradu, tzv.
elektroporacia.

Velkou nevyhodou protoplastovej metody bola a je samotna priprava protoplastov, ktord je pracna a
technicky naro¢na. Pre uspesni genetickil transformaciu je tiez potrebné pripravit vysoko kvalitné
protoplasty schopné prijat’ cudzorodi DNA. Navyse, hoci protoplasty ako prvy kultivoval este E.C.
Cocking vr. 1960, dodnes je znamych len pomerne malo protoplastovych systémov, ktoré veda
k regeneracii celistvych rastlin vo vysokom pocte. Aj ked k takejto regeneracii dochadza, vysledné
regeneranty su Casto genotypovo odlisné od donorovej rastliny a fenotypovo nesti morfologické zmeny a
maju znizenu fertilitu v désledku vysokej nestability gendmu na ceste od bunky cez kalus po
regenerovanu rastlinu.

Ani dalSie metddy priameho vnasania cudzorodej DNA do rastlinnych buniek, ako napr.
mikroinjekénd metoda (CROSSWAY et al., 1986) a metoda vyuzivajuca mikrovlakna karbidu
kremicitétho (FRAME et al., 1994) sa na stabilni geneticka transformaciu rastlin z réznych dévodov
vSeobecne neujali.

Na rozdiel od vyssie uvedenych metod sa mikrobalistickd metdda (angl. particle bombardment
method) ukazala ako velmi uspes$na a od zaliatku 1990-tych rokov sa rychlo rozsirila medzi
biotechnologmi. Mikrobalisticka technika prelomila hradzu neuspechov pri genetickej transformaécii tzv.
rekalcitrantnych rastlinnych druhov, medzi ktoré patrili s6ja, vacsina jednokli¢nolistovych rastlin, vratane
obilnin a mnohé dreviny, najmé ihli¢nany. Z tohto vypoctu je zrejmé, ze v 80-tych rokoch minulého
storoCia medzi rekalcitrantné druhy patrila vacsina pol'nohospodarsky a lesnicky vyznamnych plodin.

Mikrobalisticka technika (syn. mikrobalistika, biobalistika, mikroprojektilové bombardovanie) je
metoda, pomocou ktorej sa mikroskopické Castice obalené fragmentmi DNA akceleruji do cielovych
buniek rychlost'ou, ktora je dostato¢na na penetraciu bunkovej steny, ale pod tGroviiou, ktora moze letalne
poskodit’ bunku. Tymto spésobom sa moze zeland molekula DNA vniest’ do vnutorného priestoru bunky,
kde sa tato moze (ale nemusi) integrovat’ do jadrového genéomu, alebo genému organel.

Mikrobalisticka technika bola uz v prvej polovici 90-tych rokov 20. Storocia pouzitd na geneticku
transformaciu Sirokej palety organizmov, napr. baktérii (KLEIN et al., 1992), huib (ARMALEO et al.,
1990), rias (MAYFIELD & KINDLE, 1990), hmyzich (KLEIN et al., 1992) a cicavéich buniek (CHENG
et al., 1993) pre stadie expresie génov ale aj génovu terapiu (YANG & SUN, 1995).

PDS-1000/He a biobalisticky systém

Prvy pristroj na mikrobalistické vnasanie cudzorodych molekil DNA zostrojili Sanford a jeho
spolupracovnici (SANFORD et al., 1987; SANFORD, 1988). Hoci bola ich ,,génova puska“ Gspesna, bola
coskoro nahradena mikrobalistickou aparatirou druhej generacie, ktora znizila poskodenia buniek Casté
pri pouziti Sanfordove;j ,,génovej pusky* a obchadzala pouzivanie pusného prachu tym, Ze na akceleraciu
,mikroprojektilov (kovovych Castic obalenych DNA) pouzivala stla¢eny inertny plyn, napr. hélium.

Na zrychlenie mikroc¢astic pouziva stla¢eny plyn, hélium. Ten je kontinualne privadzany hadickovym
systémom do hornej casti pristroja, kde je zadrziavany plastickou zlomovou platnickou (angl. rapture
disc). Zlomova platnicka je z kaptonovej membrany a rézne druhy platni¢iek si laminované tak, aby
zadrzali tlak hélia v rozmedzi od 450 do 2200 psi.
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Plazmidova DNA, obsahujica vnasany(-é) gén(-y) je pricipitovana na povrchu kovovych mikrocastic
(tzv. mikronosice, ¢i ,,mikroprojektily*, angl. microcarrier) velkosti od 0,6 - 3,0 um. pouZivaji sa bud’
wolframové (lacnejsie, ale pre bunku Ciasto¢ne toxické) alebo zlaté (drahsie, ale pre bunku inertné)
mikrocastice. Tieto mikrocastice sa rozprestrii na povrch kruhového plastického filmu (tzv. makronosic,
angl. macrocarrier), ktory sa uklada pod zlomova platnicku do zostavy nosi¢a mikrocastic (angl.
microcarrier launch assembly) vo vakuovej komore pristroja. Pristroj funguje na tom principe, Ze ked’
tlak hélia presiahne v zadrziavacej komorke kryticki hodnotu, dochadza k ndhlemu prelomeniu zlomove;j
platnicky a generovana tlakova vina pohne makronosicom smerom dole, kde v urcitej vzdialenosti sa
nachadza cielové ,teréové™ pletivo. Makronosi¢ preleti kratku vzdialenost’, kde v spodnej ¢asti zostavy
nosi¢a mikrocCasticnaraza na kovovi, tzv. zastavovaciu sietku (angl. stopping screen). Po naraze do
zastavovacej siet’ky sa z makronosi¢a uvolfiuju mikrocastice a pokracuju v lete dole smerom k tercovému
pletivu (KIKKERT, 1993) ulozenému v Petriho miske na poli¢ke v spodnej Casti pristroja.

Regulator hélia

Zostava nosica ,’ \ Tlakova Jnladuba
mikrocastic \ pre hélium
\
\ ZadrZiavacia \
hlavica _ \
zlomovej Y
platniéky \

== . L Regulator @ @

e
tlaku helia .-

o X Poli¢ka pre
* cieloveé pletiva et

/ Privodova trubica hélia
- - .
/ Solenoid
Hadica od /
vakuovej pumpy //
PEEK trubica

Obrazok 1: Pristroj BioRad PDS-1000/He pre mikrobalistické vnasanie cudzorodej DNA do buniek
rastlin, Zivo¢ichov a mikroorganizmov.

Aplikacie mikrobalistickej techniky
a) Prechodna expresia génov.

Mikrobalistickd metdoda ponuka jednoduchy a ucinny spdsob pre vnaSanie molekul DNA do
rastlinnych buniek. Preto sa ako jednou zo Styroch hlavnych aplikacii stala experimentdlnym
prostriedkom na §tadium prechodnej expresie génov a génovych konstruktov v rastlinnych bunkach, ale
aj bunkach inych Zivych organizmov. Tieto §tadie umozinuji vel'mi rychlo (obycajne v rozmedzi 24-48
hod.) hodnotit’ Giroven expresie vnesenych génov. Pre vizualizaciu expresie sa Casto pouzivaju tzv.
reportérové gény ako napr. UidA (JEFFERSON et al., 1987), luc (MILLAR et al., 1992) alebo
v stCasnosti najviac pouzivany gfp (DAVIS & VIERSTRA, 1998). Pouzitie reportérovych génov
umoznuje kvalitativne a kvantitativne stanovenie irovne expresie Studovaného génu.

Vyhodou je, Ze prechodna expresia sa vyskytuje takmer okamzite po transfere prislusného génu
a nevyzaduje regeneraciu celistvych rastlin. NavySe prechodna expresia sa vyskytuje v ovela vyssich
frekvenciach nez stabilna integracia transgénu.

Stadium prechodnej expresie génov sa vyuziva pri analyze mutantnych génov, identifikacii
kontrolnych elementov génov, zistovani ,sily* a Specificity promdtorov a Stidie vplyvov pouzitia
kodénov a niektorych elementov génov ako intronov, zavadzacich sekvencii, enhancerov a inych na
uroven expresie Studovaného génu. Prechodna expresia po mikroprojektilovom bombardovani je vhodna
aj na pripravu mensich mnozstiev rekombinantnych bielkovin urenych na testovanie.

45



Nové poznatky z genetiky a $Pachtenia polnohospodarskych rastlin.
Zbornik z 13. vedeckej konferencie, Piestany : VURYV, 2006

Stadie prechodnej expresie génov ¢asto predchadzaju produkcii stabilne transformovanych rastlin, kde
sa overuje funkénost’ konstruktu, pripadne sa porovnavaju rozne expresné vektory.

b) Produkcia stabilne transformovanych rastlin a pletiv.

Hoci v povedomi vaésiny I'udi st transgénne rastliny spajané hlavne s tzv. geneticky modifikovanymi
plodinami, ktoré u Casti verejnosti vyvolavaju dokonca averziu, v odbornych kruhoch je zname, ze okrem
pol'nohospodarskeho vyuzitia su transgénne rastliny a pletiva vel'mi dolezitym laboratornym nastrojom
pre skumanie regulacie génov, vyvoja rastlin, vplyvov biotickych a abiotickych faktorov na rastliny,
mechanizmov obrany rastlin vo¢i nepriaznivym podmienkam a patogénom a komplexnych metabolickych
pochodov v rastlinnych bunkach.

Produkcia stabilne geneticky transformovanych rastlin v sicasnosti je moznd pouzitim viacerych
metdd prostrednictvom biologickych vektorov (A. tumefaciens, A. rhizogenes) alebo priamych metod
vnasania cudzorodej DNA (napr. mikrobalisticka technika, elektroporacia, mikroinjekcia, pouzitie vlakien
karbidu kremiéitého ai.). VéacSina stabilne transformovanych rastlin pre biologicky vyskum a komeréné
pestovanie ako transgénne plodiny sa vSak produkuje iba dvomi metédami ato prostrednictvom A.
tumefaciens a mikrobalistickou technikou. Pre produkciu stabilne transgénnych rastlin maju obe metody
svoje vyhody aj nevyhody, ktoré st detailne popisované (GELVIN, 2003; ALTPETER et al., 2005).

¢) Inokul&cia virusovymi patogénmi.

Schopnost’ mikrobalistickej techniky vniest’ cudzorodti nukleovu kyselinu do intaktnych rastlinnych
buniek sa vyuziva aj na inokulaciu celistvych rastlin a bunkovych kultar virusovou nukleovou kyselinou.
Vyhodou pouzitia mikrobalistickej techniky je vécSia kontrola faktorov, ktoré mozu modifikovat’
vysledky inokulaénych experimentov (a viest tak k ,,faloSnym* vysledkom) a obidenie potreby pouzitia
virifilnych populacii hmyzich a inych vektorov na prenos virusov (BRIDDON et al., 1998).

Mikrobalisticka inokulacia rastlin chimérickou virusovou DNA s fuzovanymi vizualnymi
markerovymi génmi (najmé gfp) umoziuje jedine€nym sposobom $tudovat’ replikaciu a pohyb virusu
v rastline, mechanizmy rezistencie rastliny vo¢i virusom a identifikovat’ patogénne komponenty virusov.
Mikroprojektilové bombardovanie sa v sti€asnosti uz rutinne pouziva na inokulaciu celistvych rastlin
a listovych pletiv virusmi, ktoré je obtiazne prenasat konvencne mechanickou inokulaciou. Atraktivnou
moznostou mikrobalistickych systémov je moznost’ ko-infekcie réznymi virusovymi kmeiimi, resp. ich
genomovymi komponentmi pre Stidium mechanizmov patogenicity virusov a rezistencie hostitel'skych
rastlin (CHELLAPPAN et al., 2005).

d) Geneticka transformécia plastidov.

Rastlinné bunky obsahuju plastidy, ktoré maji vlastny geném. St nim kruhové dvojvlaknové
molekuly DNA velkosti priblizne 120-160 kb. Plastidovy genom koéduje priblizne 100-120 génov. Na
rozdiel od jadrového gendomu, ktory sa u diploidnych organizmov nachadza v dvoch ,kopiadch®, rastlinné
bunky obsahuju 50-60 plastidov a v kazdom plastide mdze byt niekol’ko desiatok molekil plastidovej
DNA. To umoznuje potencialne vel'mi vysokl, az do 45% celkovych rozpustnych bielkovin, expresiu
transgénu vnesené¢ho do plastidového genomu (MALIGA, 2002).

Na rozdiel od jadrového gendmu, transformacia plastidov sa neda uskutocnit’ prostrednictvom A.
tumefaciens, pretoze T-DNA komplex je smerovany do jadra.

Podobne ako transformécia plastidov, aj transformdcia mitochondrii je mozna len prostrednictvom
mikrobalistickej techniky, hoci na rozdiel od transplastomickych rastlin (s transgénom zabudovanym do
chloroplastového gendému), transchondriomové rastliny este neboli ziskané (HAVEY et al., 2002).

Mikrobalisticka technika versus Agrobacterium tumefaciens

Geneticka transformacia prostrednictvom A. tumefaciens je preferovana pri druhoch, ktoré si vnimavé
pre infekciu touto podnou baktériou. Medzi hostitelov A. tumefaciens vSak nepatria obilniny, mnoho
strukovin a ani ihlicnany. Mikrobalistickd technika bola povodne vyvinuta pre preklenutie problémov
s inkompatibilitou medzi pletivami mnohych rastlinnych druhov a vektorom A. tumefaciens.

Mikrobalistickd  technika ostdva velmi atraktivnym néstrojom rastlinného  vyskumu
a pol'nohospodarskych biotechnoldogii z niekol’kych dévodov. Po prvé, mikrobalistickd geneticka
transformacia je genotypovo nezavisla, lebo vyuziva fyzikalne prostriedky na vnaSanie cudzorodych
génov do rastlinnych buniek, navySe nie je zavisla od vnimavosti hostitela. Po druhé, pomocou
mikroprojektilového bombardovania je mozné vnasat’ cudzorodi DNA do akychkol'vek suborov buniek,
¢i pletiv rastlin, bez ohl'adu na organizaciu pletiva ajeho diferenciaciu. Po tretie, moznost’ cielene
nastrel'ovat’ mikro¢astice do organizovanych $truktur, napr. meristémov, potencialne umoziuje obist’ in
vitro kultiru a tak obmedzit' potencidlny vyskyt somaklondlnej variability. Po $tvrté, mikrobalisticka
technika umoznuje ko-transformacia 2 a viac transgénov sicasne, t.j. potencialne je mozné modifikovat
komplexnejsie vlastnosti, resp. celé biosyntetické drahy. A po piate, mikrobalistickd technika umoznuje
vna$at’ cudzorodé gény okrem jadra aj do ostatnych genomov rastliny, t.j. plastidov a mitochondrii, ¢o
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dava potencial vyvoja rastlinnych expresnych systémov pre lacnu a,velkokapacitni® produkciu
rekombinantnych bielkovin s biologickou aktivitou a fytofarmakologickym vyuzitim.
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VYUZITi MOLEKULARNiICH METOD PRI SLECHTENI CHMELE
(HUMULUS LUPULUS L.) NA REZISTENCI K HOUBOVYM PATOGENUM
UTILIZATION OF MOLECULAR METHODS IN HOP (HUMULUS LUPULUS
L.) BREEDING FOR RESISTANCE TO FUNGAL DISEASES

Josef PATZAK - Vladimir NESVADBA

Hop (Humulus lupulus L.) is a dioecious perennial climbing plant without tendrils, bines twining round support in a
clockwise direction, cultivated for female inflorescences. Hop downy mildew (Pseudoperonospora humuli) and hop
powdery mildew (Podosphaera macularis) are the most important fungal plant diseases of hop. Resistance breeding
is the best chance to eliminate economical losses. Hop breeding is very time-consuming. The use of molecular
methods is very effective tool for breeders. Recently, it has been also researched, that majority of R genes contain
exact conserve regions, multiple distributed in plant genomes. They are mainly nucleotide binding site (NBS) and
leucine-rich repeat (LRR), also Toll/interleukin receptor (TIR) and leucine zip (LZ) in some cases. These motifs can
be used directly for searching of resistance genes and their homologues (Yu et al., 1996) or associated regions
(Hayes and Saghai Maroof, 2000). In this work, we use this method for the detection of close sequences to resistance
genes against fungal diseases. In our experiments, we found four amplified polymorphic PCR products, which
partially correlated with hop resistance to fungal disease. These sequences can be transferred to marker-assisted
selection (MAS) in the future.

Keywords: breeding; hop (Humulus lupulus L.); resistance to fungal diseases; molecular methods; resistance gene
analog (RGA); AFLP; marker-assisted selection (MAS).

Uvod

Chmel (Humulus lupulus L.) je dvoudoma, dlouhodenni, mnohaletd bylina, s kaZdoro¢nim
odumiranim nadzemni ¢asti, s dvouvstiicnymi péti- az sedmilalo¢natymi listy, s pnouci se pravotocivou
lodyhou bez uponek, dortstajici délky az 9 m v (NEVE, 1991). Patii svou rozlohou, 80 tisic hektarti ve
svétovém méfitku, k minoritnim hospodaiskym plodinam, pfesto patii k plodinam s dlouholetou
péstitelskou minulosti. Jeho péstovani v Ceské republice ma nejméné tisiceletou historii a vzdy
znamenalo vysoky ekonomicky podil na celkovém hospodafstvi stditu. V soucasné dobé je chmel
péstovan piiblizné na 6 tisicich hektarech, coz nas fadi na tieti misto, spole¢né s Cinou, za USA a SRN.
Hospodaiskym produktem chmele jsou sami¢i kvétenstvi (hlavky), jez obsahuji rozsahlou skalu
organickych sloucenin, vyuzitelnych ve farmaceutickém a kosmetickém prumyslu, ale piedevsim v
pivovarnictvi.

Stejné tak jako ostatni plodiny i chmel je pod infekénim tlakem patogennich organismu, které mohou
chmelova (Pseudoperonospora humuli) a padli chmelové (Podosphaera macularis). Pseudoperonospora
humuli napada mladé stonky, listy, kvéty i hlavky, v jarnim obdobi tvoii tzv. ,.klasové vyhony“. Dal§imi
symptomy jsou hranaté ¢erné skvrny na listech a hnédé diskolorizace hlavek. Oospory se tvofi na
infikovanych stoncich a hlavkach (NEVE, 1991). Podosphaera macularis infikuje listy a hlavky, tvoti
hrboly, puchytky, bledé skvrny, distorze hlavek a bilé povlaky. Asexualni konidie se tvofi na povrchovém
myceliu (SEIGNER et al., 2001). V nasi laboratofi se podafilo vypracovat detekéni a diagnostickou
metodu molekularni analyzy internich transkribovanych mezernikii (ITS) rDNA regionu (PATZAK,
2005).

Jednou znejlepSich moznosti jak vzdorovat zvySenému vyskytu houbovych patogeni je vyuziti
rezistentnich rostlinnych materialt. Zakladem pro ziskani takovychto materialti je Slechténi chmele na
rezistenci k houbovym chorobam. Pfedpokladem pro uispésny Slechtitelsky proces jsou genové zdroje. Na
zéklad€ nejnovejsich poznatkd bylo téz zjisténo, Ze mechanismus rezistence a architektura jednotlivych
genl rezistence rostlin k riznym patogentim jsou velice podobné (TAKKEN a JOOSTEN, 2000;
YOUNG, 2000; PAN et al., 2000). Rezistence rostlin proti riznym patogend je nejvice zalozena na
mechanismu genu proti genu. Specificky gen rezistence (R) rozpoznava patogenni gen virulence (Avr),
¢imz se rozbihd mechanismus hypersenzitivni reakce (HR — hypersensitive response) vedouci az
k systematické ziskané rezistenci (SAR — systematic acquired resistance) a vyrazné redukci infekce
(TAKKEN a JOOSTEN, 2000). V posledni dobé bylo zjisténo, ze vétSina R genli obsahuje urcité
konzervované oblasti nachazejici se ve velkém poctu v rostlinnych genomech. Jsou to predevsSim
nukleotidové vazebné misto (NBS — nucleotide binding site) a doména bohaté na leucinové repetice (LRR
— leucine-rich repeat), v nékterych pripadech 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 vSechny zivé organismy (PAN et al., 2000). 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 vySe uvedenych predpokladti a vyuzity kombinaci
konzervovanych sekvenci analogl gent rezistence (RGA) a AFLP k hledani asociovanych oblasti genti
rezistence a jejich homologt podle HAYES a SAGHAI MAROOF (2000). Z nalezenych molekularné-
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genetickych markerd bude v budoucnu vypracovan systém selekce podle genetickych markeri (MAS),
jez vyrazné zefektivni Slechtitelsky proces.

Material a metody

Vychozi material a DNA izolace

Vychozim materidlem byly samici rostliny rezistentnich kultivar Nugget, Target , Serebjanka, Zenith
a Challenger a samici rostliny 99/1, 99/11, 99/16, 01/2, 01/3 a 01/9 z genetickych zdroji Chmelai'ského
institutu s.r.o. v Zatci. Pro experimenty byla provedena modelova kiiZeni a jejich populace, byla
hodnocena na rezistenci k houbovym chorobam v polnich podminkach. DNA byla izolovana z mladych
list podle SAGHAI-MAROOF et al. (1984) modifikované pro chmel PATZAKEM (2001).

Molekularni analyza

Molekularné genetickd analyza byla provadéna na DNA vzorcich podle HAYES and SAGHAI
MAROOF (2000). Sest PCR primerii, odvozenych podle konzervovanych usekii RGA, bylo pouZito v
kombinaci s AFLP metodou (ZABEAU a VOS, 1993). Genomova DNA byla rozstépena restrikénimi
endonukleazami Taql a Apal nebo ECoRI a Msel. AFLP adaptory byly ligovany na rozstépené fragmenty.
Celkem bylo pouzito tficetSest riznych kombinaci primert v PCR reakcich. Tag PCR master mix kit
(Qiagen, FRG) byl pouzit v PCR dle firemniho protokolu. PCR amplifikace probihaly v Genius
thermocykleru (Techne, UK). Po 3 min denaturaci pfi 95°C, nasledovalo 35 cyklt amplifikace (94°C 30s,
54°C 60s, 72°C 90s) s naslednou 10 min elongaci pii 72°C. Sekvencni vertikalni polyakrylamidova (5%
gel, 8M urea) elektroforéza byla pouzita pro separaci PCR produkt pii 45W. Polyakrylamidové gely
byly barveny stiibrem podle protokolu firmy Promega (USA). Obarvené gely byly suSeny a prefoceny na
pozitivni fotograficky papir (Promega, USA).

Vysledky a diskuze

V naSich experimentech byla provedena detekce polymorfismu DNA na zakladé segregacni analyzy
F1 populaci (BSA - bulk segregant analysis) realizovanych kiizeni rezistentnich genotypt se senzitivnimi
genotypy chmele. Rostliny byly hodnoceny v polnich podminkach na miru rezistence a rozdéleny do
dvou skupin na rezistentni a senzitivni, DNA byla vyizolovana ze souhrnného vzorku vSech jedincu
populace. V molekularni analyze RGA-AFLP byly pouzity dvé dvojice restrikénich endonukleaz Apal +
Taql a EcoRI + Msel. Pro prvni dvojici bylo v PCR reakcich vyuzito celkem 24 riznych primerovych
kombinaci. Zjistény polymorfismus amlifikovanych produkti reakci nebyl vysoky, kdyz vétSinou Slo o
,single® genotypové odliSnosti. U dvou kombinaci, RGA3+T-ACC a RGA5+ A-AC, byly nalezeny
produkty ¢asteéné korelujici s rezistenci k padli chmelovému. Oba fragmenty byly sekvenovany a pomoci
BLAST analyzy nebyla zjisténa zadnd homologie s jiz znamou sekvenci v genové bance. Ziskané
sekvence byly pouzity k ptipravé vhodnych specifickych primerti. Pomoci PCR byla otestovana jejich
prezence v riznych genotypech chmele a moznost pouziti k markerovani rezistence. Bohuzel dochéazelo
k amplifikaci ve vSech pouzitych genotypech a nebyla tak potvrzena specifita téchto fragmentti. U druhé
dvojice restrikénich endonukleaz bylo celkem vyzkouseno 16 rtiznych primerovych kombinaci v PCR
reakcich. Zjistény polymorfismus amlifikovanych produktt reakci byl u nékterych kombinaci vysoky
s vysokym poctem amplifikovanych produkti, na rozdil od pfedchozi dvojice restriktdz. BohuZzel vétSinou
Slo opét o ,,single* genotypové odlisnosti. U kombinace RGA3+M-CTC byly nalezeny produkty ¢aste¢né
korelujici s rezistenci k padli chmelovému (obr. 1). Na obrazku je patrné, ze u jednoho z markert jde
ziejmé o sekvencéni polymorfismus jedné sekvence, kdyZz dochazi k posunu o jednu bazi mezi genotypy
rezistentnich a citlivych rostlin. Pravé takovéto sekvence, tzv. SNP (Single Nucleotide Polymorphism),
jsou v dnesni dob¢ jednim z nejpresnéjSich markérovacich systémd funkénosti jednotlivych alel genu.
Tyto fragmenty bude nutné jesté sekvencné charakterizovat.

Zavér

Podafilo se ndm pomoci molekularnich metod nalézt polymorfismni amlifikované¢ PCR produkty
castecné korelujicich s rezistenci k houbovym chorobam chmele. Z nalezenych molekularné-genetickych
markerit bude mozné v budoucnu vypracovat systém selekce podle genetickych markerd (MAS) pro
zefektivnéni §lechtitelského procesu.

Podékovani
Tato prace byla podporovana MSMT CR ve vyzkumném zaméru MSM1486434701 a MZe CR
v dotacnich titulech na §lechténi a genetické zdroje.
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Obrizek 1: Analyza amplifikovanych NBS-AFLP produkti reakce primert RGA3+M-CTC v 5%
polyakrylamidovém denatura¢nim (8M mocovina) gelu. Oznaceni vzorkl: R - rezistentni a S - citlivé
rodi¢e a souhrnné vzorky ze segregacni analyzy (BSA) jejich F1 populace. Korelujici polymorfni
produkty oznaceny Sipkou.
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ADAPTABILITA ODROD JACMENA JARNEHO NA PESTOVATELSKE
PODMIENKY PROSTREDIA
ADAPTABILITY OF SPRING BARLEY ON CROPPING CONDITION

Eva CANDRAKOVA

The field trials of spring barley varieties Nitran, Ezer, Poprad was conducted during 2005 -2006 on sugar beet
growing region. The influence of nitrogen fertilization (LAV, DAM 390) used during vegetation period of spring
barley on technological and qualitative parameters of grain was evaluated. The year condition and fertilization
significantly influenced the yield of grain. The yield of grain was higher up to 34 % in the year 2005 with
comparison to 2006. No significant differences between evaluated varieties have been noted. The Slovak standard of
technological quality: volume weight, share of grain on the sieve 2.5 mm, TKW) have been reach in variety Ezer and
Poprad. The variety Nitran has favourable content of protein and extract.

Key words: spring barley, yield, variety, fertilization, quality

Uvod

Ja¢men jarny je na Slovensku vyznamnou obilninou. Priblizne 20-25 % produkcie zrna sa vyuziva na
vyrobu sladu, ktory je zakladnou surovinou pri vyrobe piva, velmi oblibeného napoja. Vytazky
z ja¢menného sladu sa vyuzivaji na rozne farmaceutické vyrobky, pretoze su zdrojom vitaminov skupiny
B, mineralnych latok (najmi Zeleza) a bielkovin. Z naklic¢eného zrna ja¢mena sa ziskavaju enzymy
(peptidazy). Na potravinarske ucely sa vyuzivaji jaémenné kripy a v menej rozvinutych krajinach aj
jaémennd muka. V ostatnych rokoch sa pestovatel'ské plochy jaémena jarného na Slovensku pohybuju od
185 do 220 tisic ha s priemernou urodou od 3,00 do 4,00 tha’ (4,13 tha'! v roku 2004).

Material a metody

Pokus bol zaloZeny v reparskej vyrobnej oblasti, na Vysokoskolskom pol'nohospodarskom podniku
zévod Oponice, v rokoch 2005 a 2006. Nadmorska vyska lokality je 168 m n. m., s thrnom zrazok za rok
607 mm, priemernou ro¢nou teplotou vzduchu 9,5 °C. Pddny typ je hnedozem na sprasi, pddny druh
stredne tazka, hlinita poda.

Maloparcelkové polyfaktorové pokusy boli zalozené blokovou metdédou s ndhodnym usporiadanim
pokusnych ¢lenov v 3 opakovaniach po predplodine repe cukrovej hnojenej mastalnym hnojom v davke
35 tha bez zaorania pozberovych zvyskov. Orba bola urobend do hibky 220 az 250 mm. Na jarni
pripravu pody bol pouzity smyk a kompaktor. Velkost' parceliek bola 14 m*. Vysiate boli odrody Nitran,
Ezer aPoprad s vysevkom 4,5 mil. kli¢ivych zfn na ha sejackou Pneusej do hibky 40 mm pri
medziriadkovej vzdialenosti 125 mm. Z vymlateného zrna boli odobraté vzorky na zistovanie
technologickych a kvalitativnych ukazovatelov.

Varianty hnojenia:

1. nehnojena kontrola,

2. déavka dusika 20 kg.ha™ (liadok aménny s vapencom) na zaciatku odnoZovania,

3. davka dusika na hektar vypocitana na predpokladanti urodu 7 t (liadok aménny s vapencom) na
zaciatku odnoZovania,

4. davka dusika 20 kg.ha” (DAM 390) na konci odnoZovania.

Pri hnojeni variantov sme vychadzali z agrochemického rozboru pddy, ktory bol robeny zo vzoriek
pody odobranych pred sejbou a na zagiatku odnoZovania z hibky 0,30 a 0,60 m. Nakol’ko zasoba fosforu a
draslika bola dostato¢na, hnojenie tymito zivinami sme nerobili.

Na 1 tonu urody zrna a prislusSného mnozstva slamy jacmena jarného sme pocitali s potrebou dusika 24
kg.ha.
Charakteristika odrod:

Odrody Nitran, Ezer a Poprad pochadzaji z domaceho §l'achtenia (Sladkovi¢ovo). St zaradené medzi
odrody so sladovnickou kvalitou.

Odroda Nitran je stredne skora odroda. Odroda Ezer stredne neskora. Su stredne vysokého vzrastu s
dobrou odolnostou proti polichaniu. Odroda Poprad je skora, nizkeho typu, s dobrou odolnostou proti
poliehaniu.

Zdravotny stav majui odrody dobry. Odolnost’ proti mucnatke travovej, rynchospoériovej Skvrnitosti a
hrdzi ja¢mennej je dobra. Citlivé st na hnedu Skvrnitost. V podmienkach silnejSicho vyskytu hnedej
Skvrnitosti kladne reaguju na pouzitie fungicidov.

Vhodné st na pestovanie do vSetkych vyrobnych oblasti.

Odportcany vysevok je medzi 3,5 az 4,5 mil. kli¢ivych zfn na hektar, podla vyrobnych oblasti.
Hnojenie dulsikom sa odporuca do 40 kg.ha, po obilninach a v horich podnoklimatickych podmienkach
do 60 kg.ha™.
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Vysledky a diskusia

V Listine registrovanych odrdéd v SR je zapisanych 30 odrod jaémena jarného, z ktorych 43 % je so
sladovnickou akostou A a40 % so sladovnickou akostou B. Pre konkrétnu pestovatel'ski lokalitu je
potrebné odrody otestovat. V pokuse sme porovnavali tri odrody z domaceho $lachtenia Nitran, Ezer
a najnovsiu odrodu Poprad. Okrem adaptability na prostredie, dolezitti Glohu zohravaju intenzifikacné
faktory. Pre kvalitu zrna ja¢mena jarného, vyuzivaného na sladovnicke tcely, je zakladom hnojenie.
Najproblematickej$im prvkom je mnozstvo a termin aplikécie dusika.

Podrla autorov (BIZIK, MALA, 2001) tspe$nost’ hospodarenia na pode zavisi od mnohych faktorov,
medzi ktorymi vyznamné miesto ma uroven vyzivy rastlin. Ziviny z podnej zésoby a hnojiv formujt
vysku a kvalitu produkcie a ich sustavna thrada sa podstatne podiel’a na stabilizovani vyssich trod.

Ja¢men jarny citlivo reaguje na vsetky pestovatel'ské zasahy. Citlivost na vyzivu a hnojenie spoc¢iva v
tom, ze jaémen jarny ma menej vyvinuty a plytSie sa nachadzajuci koreiiovy systém a kratke obdobie
vyzivy, po¢as ktorého musi prijat’ pomerne velké mnozstvo Zivin (KUBINEC, KOVAC, 1998; LOZEK,
2001).

V pokuse sme sa zamerali na aplikéaciu dusikatych hnojiv pocas vegeta¢ného obdobia a ich vplyvu na
urodu a kvalitu zrna. Pri trode zrna bol zaznamenany Statisticky preukazny vplyv hnojenia a ro¢nika (tab.
2). Medzi variantmi hnojenia boli rozdiely nepreukazné. Znaky technologickej kvality zrna ja¢mena boli
vyhodnotené korelacnou analyzou. Priama korelacna zavislost’ bola zistena medzi irodou a HTZ, ro¢niku
a odrode. Nepriama korelac¢na zavislost’ bola zaznamenana pri objemovej hmotnosti a podiely zrna nad
sitom 2,5 mm. Hnojenie pozitivne ovplyvnilo HTZ a podiel zrna nad sitom 2,8 mm.

KRAUSKO ai., (1980), v pokusoch so stupnovanymi davkami dusika nezaznamenali zvySovanie
objemovej hmotnosti a HTZ. VyssSie davky pdsobili negativne na podiel zrna nad sitom 2,5 mm a na
obsah bielkovin v zrne ja¢mena, ¢o sa v naSom pokuse neprejavilo.

ZIMOLKA et al. (2006), odporuca v reparskej vyrobnej oblasti po hnojenej predplodine repe cukrove;j
pouzivat’ dusik v mnozstve 30 kg.ha". Prihnojenie tekutymi hnojivami pocas vegetacie méa podl'a neho
vyznam tam, kde nie je vyvazeny pomer medzi pristupnymi zivinami. V naSom pokuse sa neprejavili
rozdiely na urode a kvalite medzi pouzitymi formami dusikatych hnojiv (LAV, DAM 390).

FECENKO, LOZEK (2000) odportéaju pouzit' celd davku dusika pred sejbou a v pripade hnojenia
pocas vegeticie vo faze 3 — 4 listov. My sme aplikovali hnojivd do konca odnozovania a nebol
zaznamenany negativny vplyv na kvalitu zrna ja¢mena jarného.

Kvalitu jaémena jarného v znacnej miere ovplyviiuji agroekologické faktory. Pozornost' treba
venovat’ vyberu vhodného typu pddy, priprave na sejbu, aplikacii hnojiv, zaradeniu do osevného postupu,
skorého vysevu vhodnej odrody, termin zberu a jeho spdsobu, a napokon aj optimalnemu skladovaniu
(PECHOVA, 2000).

Obsah bielkovin a extraktu bol najpriaznivej$i v roku 2005 pri odrode Nitran. Pri odrodach Ezer
a Poprad bol obsah bielkovin tesne nad normovanymi poziadavkami (tab. 1).

Tabulka 1: Technologické a kvalitativne ukazovatele zrna vybranych odrdod ja¢mena jarného
v roku 2005 a 2006

Vybrané ukazovatele kvality Odrody
Nitran Ezer Poprad

2005 2006 2005 2006 2005 2006
Podiel zrna nad sitom 2,8 mm (%) 79,27 63,12 93,08 89,32 89,82 86,36
Podiel zrna nad sitom 2,5 mm (%) 16,91 29,70 5,52 8,55 7,64 9,98
Objemova hmotnost’ (g.I™") 635,16 | 662,48 | 657,31 | 679,90 | 676,92 | 689,89
HTZ (g) 48,00 47,67 51,23 47,95 48,35 44,90
Bielkoviny (%) 10,78 - 11,35 - 11,30 -
Extrakt (%) 82,70 - 82,50 - 82,40 -

Tabul’ka 2: Vplyv skimanych faktorov na urodu zrna ja¢meia jarného (viacfaktorova analyza
rozptylu)

Zdroj variability f Uroda
P 0,05 P 0,01
Rok: 2005 1 7,88 b 7,88 b
2006 5,19 a 5,19 a
Odroda: Nitran 2 6,22 a 6,22 a
Ezer 6,70 a 6,70 a
Poprad 6,68 a 6,68 a
Hnojenie: 1 3 5,54 a 5,54 a
2 6,59 b 6,59 b
3 7,07 b 7,07 b
4 6,94 b 6,94 b
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P 0,05 rok = 0,346, odroda = 0,510, hnojenie = 0,649
P 0,01 rok = 0,463, odroda = 0,648, hnojenie = 0,804

Zaver

Pestovatel'ské ro¢niky 2004 a 2005 boli z hl'adiska poveternostnych podmienok charakterizované ako
normalne, avsak v priebehu vegetacného obdobia boli jednotlivé mesiace vlhkostne nevyrovnané. Ro¢nik
sa na urode zrna jacmena jarného prejavil Statisticky preukazne. Priemerné Grody zrna pestovanych odrod
v roku 2005 boli vyssie o 34 % (7,88 t.ha™) ako v roku 2006 (5,19 t.ha™).

Medzi variantmi hnojenia a pouzitymi formami hnojiv neboli zaznamenané Statisticky preukazné
rozdiely, ale Giroda zrna jaémena jarného bola ovplyvnena pozitivne.

Medzi trodou, ro¢nikom, odrodou a hnojenim a HTZ bola priama korela¢néd zavislost. HTZ bola
niz§ia v roku 2006 v priemere o0 2,35 g (46,84 g). Nepriama korelacna zavislost’ bola zaznamenana pri
objemovej hmotnosti zrna.

Aplikécia dusikatych hnojiv v priebehu vegeta¢ného obdobia do konca odnozovania nemala negativny
vplyv na trodu a kvalitu zrna jacmena jarného.
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VPLYV GENETICKY MODIFIKOVANYCH RASTLIN LUCERNY NA
BAKTERIALNU RIZOSFERU

EFFECT OF GENETICALLY MODIFIED PLANTS OF ALFALFA ON
BACTERIAL RHIZOSPHERE

Natélia FARAGOVA — Juraj FARAGO

In a laboratory experiment we compared abundance of culture groups of aerobic bacteria in the rhizosphere of 14
genotypes of genetically modified alfalfa containing the Ov gene coding for ovalbumine from the japanese quail, 5
genotypes containing the AIMVcp gene for the capsid protein of AIMV and 5 genotypes containing the marker gene
gus. Plants were grown in sterile and non-sterile substrate. Abundance of aerobic bacteria from the rhizosphere of
transgenic plants was compared with that of donor isogenic non-transgenic line and randomly chosen genotypes of
the cultivar Lucia. Comparing the abundance of bacterial colonies isolated from soil samples from the rhizosphere of
transgenic  and non-transgenic lines of alfalfa, we only observed statistically significant differences between
transgenic lines containing Ov gene, namely in total numbers of colony-forming microorganisms and between
transgenic lines containing the AIMVcp gene in total numbers of cellulolytic bacteria.

Key words: GMO, Medicago sativa, rizosféra

Uvod

Rozvoj pol'nohospodarskych biotechnolégii a technik genetického inzinierstva viedlo v poslednych 10
rokoch k tvorbe novych transgénnych plodin s vysokymi urodami a vylepSenymi takymi vlastnostami
ako su rezistencia k hmyzim Skodcom a fytopatogénom, odolnostou k herbicidom a zvySenou
schopnostou odolavat’ environmentdlnym stresom. Tato nova technolégia méa enormny potencial
ponuknut’ ekonomické a agronomické vyhody, ale na duhej strane ostdva v mnohych krajinach
kontroverzna v dosledku obéav pred potencidlnymi Skodlivymi vplyvmi geneticky modifikovanych rastlin
na l'udské zdravie a zivotné prostredie (WOLFENBARGER a PHIFER, 2000). Medzi hlavné obavy patria
moznost’ vytvorenia invazivnych rastlinnych druhov, neziadtce nésledky toku transgénov do indigénnych
rastlinnych druhov a mikroorganizmov, vznik tzv. ,superSkodcov®, a vplyv transgénnych rastlin na
necielové organizmy vratane pddnych mikrobialnych spolocenstiev (WOLFENBARGER a PHIFER,
2000). Tieto obavy vyzaduju, aby boli vplyvy transgénnych rastlin na Zivotné prostredie starostlivo
hodnotené, zvlast ked’ sa uvazuje o vplyve transgénnych rastlin na podne zdroje a funkcie ekosystémov
(BUCKLEY a SCHMIDT, 2003).

V sucasnosti existuje velké mnozstvo réznych metod, ktoré sa pouzivajii na hodnotenie vplyvov
transgénnych rastlin na pédne mikroorganizmy (LYNCH et al., 2004). Napriek velkym pokrokom vo
vyvoji tychto metdd, kazdad z nich mé urCité limitacie, ktoré stale brania Uplnému a vycCerpavajucemu
pochopeniu komplexity vztahov medzi rastlinami, vratane transgénnych, a pddnymi mikrobidlnymi
spolo¢enstvami (OGRAM, 2000). V principe sa vSetky v sti¢asnosti pouzivané¢ metddy analyzy podnych
mikrobidlnych spolocenstiev daju klasifikovat’ do Styroch réznych skupin, z ktorych dve st zavislé na
kultivacii mikroorganizmov a dve st od kultivacie nezavislé.

Kultivacna metoda, pouzita aj v naSom vyskume, poskytuje jednoduchy ale uzitoény prostriedok na
identifikaciu a charakterizaciu zmien $pecifickych skupin mikroorganizmov v Case a priestore v rizosfére
rastlin (DONEGAN et al., 1995; SAXENA a STOTSKY, 2001; WU et al., 2004). Limitaciou tejto
metddy je Ze vdcSina mikroorganizmov v prostredi ostane neidentifikovana pretoze st nekultivovatel'né
pri pouziti Standardnych kultivaénych metod (WARD et al., 1990). Kultivacna metéda (angl. plating
method) a metdda najpravdepodobnejsiecho poctu (angl. most probable number method) sa pouZzivaji na
detekciu transgénnych rastlin  na Specifické podne mikroorganizmy ako symbiotické N,-fixujuce
baktérie, mikroorganizmy rozkladajice rézne organické substraty, nitrifikacné baktérie a pod. V naSom
vyskume sa kultivaénd metoda ukazala byt vhodna na detekciu a sledovanie zmien v popula¢nych
hustotach réznych skupin aerébnych baktérii rizosféry transgénnej a netransgénnej lucerny siatej, napr.
amonizacénych, celulolytickych, denitrifika¢nych, nitrifikacnych a N-fixujtcich baktérii .

Medzi kultivaéné metody patri aj test utilizacie substratov (angl. substrate utilization assay)
vyuzivajici Biolog GN mikrotitracné platnicky na metabolicky fingerprinting pddnych mikroorganizmov
(DONEGAN et al., 1995; DONEGAN et al., 1999; DI GIOVANNI et al., 1999; HEUER et al., 2002;
DUNFIELD a GERMIDA, 2003; TESFAYE et al., 2003).

Coraz §irsie vyuzitie ziskavaji metody nezavislé na kultivacii mikroorganizmov. Najpopularnejsie su
analyzy DNA fingerprintov (angl. DNA fingerprint analysis) zalozené na PCR amplifikacii rRNA génov
z DNA extrahovaného z podnych vzoriek. Dodnes bolo vyvinutych a pouziva sa viac rdznych technik
analyzy DNA fingerprintov, napr. DGGE, RFLP, ARDA a SSCP (DONEGAN et al., 1995; DONEGAN
et al., 1999; DI GIOVANNI et al., 1999; LOTTMAN a BERG, 2001; HEUER et al., 2002; DUNFIELD
a GERMIDA, 2003).

Na aktivitach zalozené metody, napr. stanovenie substratom indukovanej respiracie a analyza pddnych
enzymov poskytuju informaciu o v§eobecnych mikrobialnych aktivitach ale nie o Specifickych skupinach
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mikroorganizmov ktoré v skutoCnosti prispievaji k roznym typom enzymovych aktivit pddy
(DONEGAN et al., 1999; DI GIOVANNI et al., 1999; WU et al., 2004).

Je zrejmé, ze pre presnejsi a extenzivnejs$i odhad moznych vplyvov transgénnych rastlin lucerny siatej
exprimujucich gény kédujlice vtaci ovalbumin (Ov), plastova bielkovinu virusu mozaiky lucerny
(AIMVcp) a markerovy gén gus, na mikrobialne spoloCenstva rizosféry, bude potrebné v buducnosti
pouzitie viacerych metdd, ktoré poskytujii odlisné informacie o procesoch a vlastnostiach mikrobialnej
bioty asociovanej s korenovou sustavou rastlin. Je to oto aktualnejSie, ze lucerna siata je
najvyznamnejSou krmovinou v Eurdpe a Severnej Amerike a okrem polnohospodarskeho vyznamu
vel'kou mierou prispieva k funkénosti pddnych ekosystémov a je vyznamnym viazacom atmosférického
dusika.

Transgénne rastliny mézu ovplyvitovat’ poédne mikroorganizmy réznymi spdsobmi, ktoré zahfnaju
priame a nepriame efekty (DUNFIELD a GERMIDA, 2004). Priame efekty zavisia od spektra aktivit
transgénnych bielkovin a kvantity tychto bielkovin akumulujtcich sa v prostredi. Nepriame efekty st na
rozdiel od priamych efektov sprostredkované zmenami rastlinnych bielkovin a zlozenia korenovych
exudatov, ku ktorym dochadza v dosledku modifikacie metabolickych procesov transgénom, C¢i
produktom transgénu v rastlinnych bunkach.

Priame efekty su najcastejSie spojené s introdukciou takych génov do rastlinného gendému, ktoré
vyvolavaju rezistenciu k Skodcom alebo patogénom, napr. génov pre Bt toxin (DONEGAN et al., 1995;
SAXENA a STOTZKY, 2001; WU et al., 2004), lektiny (DONEGAN et al., 1997), antimikrobialne
bielkoviny (VIERHEILIG et al., 1993; AHRENHOLZ et al., 2000) alebo herbicidy (napr. SICILIANO
a GERMIDA, 1999; DUNFIELD a GERMIDA, 2001). Priame efekty vyvolavaju vicsie obavy, pretoze
introdukcia horeuvedenych typov transgénov do genomov hostitel'skych rastlin moéze vyvolat’ tvorbu
chemickych zlucenin, ktoré budi potencidlne toxické pre necielové podne organizmy, vratane
mykoriznych hub a pédnej mikrofauny.

Nepriame efekty sposobené zmenami korenovych exudatov mézu byt dosledkom expresie transgénov
v geneticky modifikovanych rastlinach, ich G¢inky je vSak ovel'a tazSie odhadnut, pretoze na zloZenie
korenovych exudatov moze vplyvat’ vel'ké mnozstvo roznych faktorov (TESFAYE et al., 2001).

Pocas genetickej manipulécie rastlinnych buniek mézu techniky in vitro kultivacie rastlin (pouzitie
vysokych koncentracii rastovych regulatorov, proces selekcie transformovanych bunick, zvlast ak sa
pouzije antibiotikum kanamycin) vyprovokovat’ neziadiuce zmeny vlastnosti regenerovanej rastliny. Napr.
tzv. polohovy efekt z miesta integracie transgénu(-ov) moéze zmenit expresiu niektorych génov
parentalnej rastliny a viest’ k neo¢akavanym zmenam v charakteristikach rastliny (napr. ZHANG et al.,
2001; CURTIS et al., 2002). Neocakavané charakteristiky sa mozu vyskytnut’ tiez v pletivach korenov
transgénnych rastlin a v koreiovych exudatoch (TESFAYE et al, 2001). V dosledku komplexného
zlozenia a diverzity mikrobidlnych spolocenstiev pddy, ktoré su asociované s korefimi rastlin a st
selektivne ovplyvitované exudaciou korenov, zmeny v zloZeni korefiovych exudatov medzi transgénnymi
rastlinami a netransgénnymi rastlinami mézu vyvolat’ odli$né efekty na mikrobialne spolocenstva. Takéto
odlisné efekty mozu Ciastone vysvetlit’ zistené rozdiely v sledovanych parametroch medzi transgénnymi
a netransgénnymi rastlinami v nasich experimentoch.

Okrem toho mnohi autori referujii o tom, ze mikrobidlne spoloCenstva pody st velmi plastické
v zlozeni a Struktare v zavislosti rdéznych korenovych zon, agrotechnickych praktik ainych
environmentalnych faktorov (napr. BUCKLEY a SCHMIDT, 2003). Taktiez napr. FANG et al. (2005)
zistili, ze bakteridlne spoloCenstva v rizosfére kukurice st viac ovplyvnené texturou pddy nez kultivaciou
transgénnych odrod. NavySe, v mnohych pripadoch rozdiely medzi rizosférnymi mikrobidlnymi
spoloCenstvami spojenymi s transgénnymi rastlinami a parentdlnymi netransgénnymi rastlinami sa
ukézali byt doCasné a zavislé na pritomnosti zivych rastlin (DUNFIELD a GERMIDA, 2003).

Vsetky uvedené priklady svedéia otom, ze stCasné poznatky o vztahoch medzi Struktarou
a dynamikou rizosférnych mikrobialnych spolocenstiev a rastom a zdravotnym stavom rastlin, zvlast’ ked’
sa jedna o geneticky modifikované rastliny, s limitované, avSak pouzitic viacerych metdd Stidia
mikrobialnych spoloéenstiev v kombinacii méze v buducnosti priniest’ zasadné poznatky dolezité ako pre
Slachtitel'ov, tak aj pre mikrobiologov. Je tiez zrejmé, Zze hodnotenie vplyvu transgénnych rastlin na
pddne mikroorganizmy je dolezité pre determindciu potencidlnych rizik spojenych suvolfiovanim
transgénnych rastlin do Zivotného prostredia.

Material a metody
V experimente boli pouzité:
1. geneticky modifikované klony lucerny siatej (Medicago sativa L.), pochadzajice
z vysokoregenerujiiceho genotypu Rg 9/1-14-22, izolovaného z odrody Lucia (FARAGO a kol., 1997) s:
a) vnesenym génom Ov z prepelice japonskej (Coturnix coturnix) kodujucim bielkovinu ovalbumin
(MUCHA etal., 1991)
b) vnesenym génom AMVcp pre plastova bielkovinu virusu mozaiky lucerny (KUDELA a kol.,
1995)
¢) vnesenymi markerovymi génmi (npt Il a gus)
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2. vychodiskovy nemodifikovany klon: SE/22-GT2
3. odroda Lucia.

Rastliny sa pestovali v dvoch substratoch, ato v sterilnej a v nesterilnej zemine, z ktorej sa pred
vysadbou klonov vykonal mikrobiologicky rozbor. Poc¢as kultivacie sa odoberali pddne vzorky z okolia
koretiov (od hibky 0,02 m od vrchnej &asti) v dvoch terminoch (na zadiatku ana konci kvitnutia).
Mikrobiologické analyzy: a.) pritomnost’ Azofobactera na Ashbyho agare agregatovou metéodou
stanovenim fertilnych zrniecok z celkového poctu v %, b.) celkovy pocet aerébnych mikroorganizmov
tvoriacich kolonie na Thortonovom agare vyjadrenim poctu kolonietvoriacich jednotiek (KTJ) v prepocte
na | g susiny pddy, c.) pocetnost’ celulolytickych baktérii vyuzitim filtracného papiera ako zdroja uhlika
v zivhom médiu vyjadrenu v KTJ/ 1 g suSiny pody, d.) po€etnost’ amoniza¢nych baktérii kultivovanych
na MPA (médsovopeptonovy agar) v KTJ/ 1 g suSiny pddy, e.) po€etnost’ nitrifikacnych a denitrifikacnych
baktérii v KTJ/ 1 g pddy, f.) mnozstvo bakteridlnych spdr po pasterizacii vzorky v KTJ/ 1 g suchej pody.

Vysledky a diskusia

Medzi klonmi obsahujucimi Ov gén apouzitymi variantmi pestovatel'ského substratu (sterilna
a nesterilna poda) boli zistené Statisticky vyznamné rozdiely (ANOVA, p < 0,01) v pocetnosti aerobnych
baktérii pri oboch odrodach. Podobné Statistické rozdiely v pocetnosti kultiva¢nych skupin (s vynimkou
amonizacnych baktérii) medzi substratmi a klonmi boli sledované pri modifikovanych rastlinach
s vnesenymi AlMVcp a markerovymi génmi. Klony lucerny s vnesenym Ov génom, pestované
v nesterilnom substrate sa vyznacovali vy$Sou populacnou uroviiou pri vSetkych sledovanych skupinach
aerdbnych mikroorganizmov pri oboch odberoch. Vynimkou bola skupina nitrifikacnych baktérii pri
klonoch s vnesenymi markerovymi génmi a amoniza¢na mikrofléra pri klonoch obsahujicich AIMVcp
gény, pri ktorych bola zistena vyssia pocetnost’ v substrate upravenom sterilizaciou.

Pritomnost’ Azotobacter spp. Bola zistena len v rizosfére rastlin, bez ohl'adu na typ genetickej
modifikacie, pestovanych v nesterilnej pdde, pricom najviac fertilnych zrniecok (97 %) z celkového poctu
bolo pozorovanych pri transgénnych klonoch s Ov génom SE/22-9-1-12 a SE/22-11-1-1sl.1.

Rizosféra geneticky modifikovanych klonov lucerny obsahujucich Ov gén sa vyznaCovala vysSou
pocetnostou amoniza¢nych baktérii, celulolytickych baktérii, bakteridlnych spor a denitrifikacnych
baktérii a naopak nizSou pocetnostou nitrifikaénych baktérii a celkového poctu kolonietvoriacich
mikroorganizmov v porovnani s vychodiskovym poctom tychto kultivacnych skupin v poédnych vzorkach
odobranych pred vysadzanim klonov.

V rizosfére geneticky modifikovanych klonov s vnesenymi AIMVcp a markerovymi génmi sa
v porovnani s predkultivaénym rozborom zvysila pocetnost’ amoniza¢nych baktérii a bakterialnych spor
v 1. odbere a amonizaénych a celulolytickych baktérii v2. odbere. Najvy$Sou pocetnostou
amonizacnych baktérii sa vyznaCovala rizosféra klonov s vnesenym Ov génom: SE/22-10-5-3; SE/22-11-
1-1; SE/22-11-1-1sL.1; SE/22-1-1-12sl.1; SE/22-13-4-1; SE/22-13-4-1sl.1 a SE/22-15-1-1 (1. odber), resp.
SE/22-91-12; SE/22-11-1-1; SE/22-11-1-1sl.1; SE/22-13-4-1; SE/22-13-4-1sl.1; SE/22-15-3-2 (2. odber)
v porovnani s celkovym priemerom.

Ak porovname rizosférne baktérie z okolia korenov rastlin lucerny podla typu genetickej modifikacie
zistime, ze pri klonoch s vnesenym Ov génom bola sledovana najvyssia pocetnost’ vSetkych detekovanych
kultivacnych skupin okrem amonizacnych baktérii, ktoré sa pri tychto klonoch vyznacovali najniz§ou
celkového poctu mikroorganizmov a Azotobactera bola sledovana v rizosfére klonov obsahujucich
markerové gény a najnizSia pocetnost’ bakterialnych spor bola zistena pri klonoch s vnesenym AIMVcep
génom.

Pri celkovom porovnani bakterialnej rizosféry z okolia korefiov netransgénnych a transgénnych
klonov obsahujticich Ov gén bolo zistené vySSie zastipenie bakteridlnych spor (o 14 %) a celkového
poctu koloénietvoriacich mikroorganizmov (o 15 %) v prospech rizosféry transgénnych klonov a nizsie
zastipenie celulolytickych baktérii v rizosfére transgénnych klonov. Pocetnosti baktérii, zii€astiujucich
sa kolobehu dusika v pdde, sa v rizosfére tychto transgénnych klonov zvysili a v rizosfére netransgénnych
znizili, ato pri amonizacnych baktériach o 7 %, nitrifikacnych baktériach o 5 % a denitrifika¢nych
baktériach o 12 % oproti celkovému priemeru.

Rizosféra transgénnych klonov s génmi AIMVcp, npfl a gus sa vyznacovala vyS$im celkovym
poctom kolonietvoriacich mikroorganizmov (o 96 %), amonizacnych (o 4 %) a celulolytickych (o 50 %)
baktérii a niz§im po¢tom bakterialnych spor (o 7 %), Azotobactera (o 1 %), nitrifikaénych (o 135 %)
a denitrifikacnych (o 5 %) baktérii v porovnanis ich pocetnostami v rizosfére parentalnych
netransgénnych klonov.

Pri celkovom porovnani pocetnosti bakteridlnych kolonii izolovanych z podnych vzoriek z okolia
geneticky modifikovanych a nemodifikovanych klonov lucerny siatej boli Statisticky vyznamné rozdiely
pozorované len pri rastlinich svnesenym Ov génom v celkovom poéte kolonietvoriacich
mikroorganizmov a pri rastlinach obsahujucich AIMVcp gén pri celulolytickych baktériach (ANOVA,
p<0,01).
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Na Slovensku sa objavuju prvé stadie tykajice sa posudzovania rizika transgénnych rastlin. Napriklad
vroku 2002 sa na pracovisku Vyskumného ustavu zivocisnej vyroby v Nitre porovnavali nutricné
charakteristiky transgénnej a netransgénnej kukurice aich stravitelnost v pokusoch s potkanmi
(CHRENEKOVA et al., 2002). V tom istom roku sme sa na pracovisku Vyskumného tstavu rastlinnej
vyroby v Piestanoch zaoberali monitoringom aerdbnych baktérii v rizosfére geneticky modifikovanych
klonov lucerny siatej, s vnesenym génom Ov z Prepelice japonskej (Coturnix coturnix) kodujicim
bielkovinu ovalbumin. Zistili sme, Ze pri geneticky modifikovanych klonoch lucerny SE/22-11-1-1
a SE/22-14-4-1 bola na selekénych médiach zistend nizSia pocetnost amonizacnych baktérii
a koldnietvoriacich mikroorganizmov a naopak vyssia pocetnost’ celulolytickych baktérii a Azotobactera
v porovnani s izogénnym nemodifikovanym klonom SE/22GT2 (FARAGOVA a FARAGO, 2002).

Zaver

Variabilita vSetkych testovanych znakov bola statisticky vyznamne ovplyvnena rastlinnym genotypom
aj inokulatnou suspenziou. Statisticky vyznamné rozdiely v znakoch boli zaznamenané ako medzi
geneticky modifikovanymi klonmi, tak aj medzi ich izogénnymi liniami a genotypmi selektovanymi
z odrody Lucia.
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KLONOVE SLECHTENI U REVY VINNE — PROBLEMY A PERSPEKTIVY
CLONAL SELECTION IN GRAPEVINE - PROBLEMS AND PROSPECTS

Olga JANDUROVA - Vlastimil KRIZ

Clonal selection in vegetatively propagated plants represent an efficient breeding tool and its success is basically
dependent on the selection strategy and heritability of desirable traits. Fruit trees seems to be an particular case, due
to well known high frequency of somatic mutations, which are the reason of increasing phenotypic variability in
clonal populations. The selection of clones with improved quality is due to that never ended process, which has to be
continued during maitaining and renewal of maternal elite plantation. The selection strategy should be found on
individual screening in desirable traits measured in different seasons. The selection of best individuals with lowest
standard deviation can not only improve performance of selected population but also make this character more
stable. Our results demonstrate this effect in clonal selection of Pinot blanc, but similar results were obtained in
other varieties.

Key words: Clonal selection, Pinot blanc, yield stability

Uvod

mostovych odriid a selektované materialy byly testovany na vsech $lechtitelskych stanicich v Cechach, na
Moravé i Slovensku. Rozsahla prace koncila v Sedesatych 1étech minulého stoleti bez vyrazného tspéchu
a to bohuzel proto, Ze ve findlnim hodnoceni byly upfednostnény materily, které dosahovaly dobrého
vynosu na vSech Slechtitelskych stanicich. Zde nebyl docenén vyznam klonové selekce, ktera mize byt
uspésna predevsim ve vybéru genotypl pro specifické mikroklimatické a ptidni podminky malé oblasti,
coz je zvlasté vyznamné pro Ceskou oblast. Evropské vinatfské staty se nyni znovu vraci ke svym
klonovym selekcim a hledaji jejich vyuziti pro produkei regiondlné€ specifickych vin. Prioritou uz dévno
neni vysoky vynos, ale spiSe kvalita mostu a vynosova stabilita.

Material a metody

Zakladni principy a selekéni moznosti v klonové selekei jsme ovéfovali u vSech sedmi odrud, které
Vyzkumna stanice vinaiska udrzuje (MT, RB, SZ, TC, Ke, PM, SV), ale konkrétni tidaje v tomto
prispévku se tykaji odrady Rulandské bilé.

U této odrudy stanice vyselektovala Sest klontd, které proSly uznavacim fizenim UKZUZ. Kritéria,
ktera jsme individudlné sledovali u téchto klonid byl vynos na kefi v letech 2000 — 2002, a zvlastni diraz
nejvyssi u klonu 20-19 (333). Vysadba pochazi zr. 1977. Vsechen sledovany material je vysazen
v Karlstejng, trat’ Vrse I, 260 m n.m. na dvou sousedicich terasach. Vysledky byly zpracovany analyzou
rozptylu s vyuzitim programu STATISTICA 6 .

Vysledky a diskuse

Prvni pfedbézna analyza se tykala variability mezi sledovanymi klony a méla ovéfit vyznamnost
rozdilti mezi jejich vynosy. Z vyhodnoceni vychazi statisticky vyznamné rozdily u klonu RB 10-10, ktery
je s prumérnym vynosem 2353,638 g/ket nejlepsi. Naopak nejhorsi vysledek vynosu 1899,043 g/ket je
klon RB 12-31. Ostatni klony se ve vynosu vyznamn¢ nelisi.

Rozbor individualni variability mezi kefi t¢hoz klonu pfinesl bez vyjimky nejen kolisani primérného
vynosu u jednotlivych kefti, ale i vyznamné rozdily v intervalech spolehlivosti. Tento vysledek byl velmi
podobny u vSech sledovanych kloni. Vzhledem k velmi sjednocenym podminkam péstovani lze tézko
tuto variabilitu vysvétlovat podminkami prostiedi. Naopak je vysoce pravdépodobné, Ze je tato variabilita
vysledkem somatickych mutaci ve vegetativnich pletivech pupent, které jsou pii roubovani zakladem
dals$i rostliny. Zajimalo nas zda kefe s nadprimérnymi vynosy si udrzi svij vysoky vynos i v dalSich
letech a jak se zméni jejich individualni variabilita. Vysledky téchto méfeni jsou v grafu pramérd
vybranych keiG u klonu RB 10-10.

Vysledky u  vSech sledovanych klonG shodné dokazuji, zZe mezi jedinci téhoz klonu jsou az
dvojnasobné rozdily ve stabilit¢ vynosu v pribéhu stejnych rocnikti. To znamena, Zze kdyz pii selekci
uplatnime stabilitu sklizn¢ jako vybérovou charakteristiku je mozné v selektované populaci zlepsit nejen
pramér vynosu, ale i snizit jeho variabilitu. S ohledem na pozadavky péstitele je tato korelace
nadprimérnych vynost s nizsi variabilitou mezi ro¢niky pozitivni. Posledni histogram dokumentuje
vynosové primeéry u skupiny selektovanych ket v sezonach 1999, 2000, 2001, 2002 a 2005. Pro nizky
pocet vybranych keit a selekci na nadprimérny vynos soubor nesplituje podminky norméalniho
rozdéleni, histogram pouze doklada moznosti selekéniho posunu ve vybérové populaci.

Zavér
Vysledky prubézného sledovani vynosu hroznti u klonovych populaci mostovych odrid révy dokazuji
efektivni vyuziti opakovaného vybéru na stabilitu a nadprimérny vynos, ktery by meél byt spolu
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s testovanim zdravotniho stavu provadén v prubéhu udrzovaciho $lechténi. Bohuzel nutno konstatovat, ze
v soucasné situaci je takovy experimentalni pfistup mimo moznosti udrzovateld odrid révy v CR.

Podékovani: Vyzkum byl finanéné podpoien a feSen v ramci vyzkumného zaméru ,,Studium a vyuziti
genetické diversity zemé&délskych plodin, dotovanym Mze CR.
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PROTEOMICKA KLASIFIKACIA SAMOOPELIVYCH LiNIi A
DVOJLINIOVYCH HYBRIDOV KUKURICE SIATEJ (ZEA MAYS L.)
POLYMORFIZMOM ENZYMOV V ROKOCH 1990 - 2005
PROTEOMIC CLASSIFICATION OF SELF-POLLINATED LINES AND
THEIR SINGLE CROSSES OF MAIZE (ZEA MAYS L.) BY ENZYME
POLYMORPHISM IN THE YEARS 1990 - 2005

Pavol MUDRY - Marian DRAGUN

During years 1990 - 2005 86 self pollinated lines (L) of maize (Zea mays L.) and their 53 single crosses (Sc) have
been analysed by electrophoretic profiling of 11 enzymes — acid phosphatase (ACP), alcohol dehydrogenase (ADH),
catalase (CAT), diaphorase (DIA), S-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), besides Sc 3103 x 3045, were homogeneous. In the first stage of analysis (1990 — 1994)
self- pollinated lines 3003, 3004 and 4102; 3023, 4014 and 3036; 4008 and 4139; single crosses Sc 4004 x 4012 and
Sc 4012 x 4004 and in the second stage (1999-2005) - self pollinated lines 3068, 3114, 4029 and 4501; 4005 and
4112; 3070 and 3119; 4020 and 4022; 3154 and 3162; 3036 and 3155 and single crosses Sc 3154 x 3119 and Sc
3162 x 3119 had the same fingerprints. By means of this proteomic classification 50 from 53 Sc, male component,
female component and their Sc were distinguishable each other. Eleven from the thirteen Sc and fourteen from the
eighteen lines had original fingerprints. Loci: Dia2:4, Gotl:4, Got2:4, Got3:4, Mdh4:12 a Pgm1:9  were
monomorphic (frequency = 1) and in this set of analysed lines had no discriminatory role. There were detected
alleles at individual loci — Acpl:2, 3, 4 and 6; Adhl:4 and 6; Cat3:9 and 12; Dial:8 and 12; Dia2:4; Glul:2 and 6-
7; Gotl:4, Got2:4; Got3:4; Idh1:4 and 6; Idh2:4 and 6; Mdh1:1, 6 and 10.5; Mdh2:3, 4.5 and 6; Mdh3:16 and 18;
Mdh4:12; Mdh5:12 and 15; Mmm:M and m; Pgdl:2 and 3.8; Pgd2:2.8, 5 and n, ; Pgil:4 and 5; Pgm1:9
and Pgm2:1, 3, 4 and 8. New, unique allele/alleles were not identified. In this article aplicability of proteomic
classification of maize by enzyme polymorphism are confirmed as very efficient tool for checking genotypic identity
and homogeneity of Slovak maize genotypes for genetic, breeding, seed improvement, ecophysiology, environmental
biotechnology and other research purposes.

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

Uvod

Polymorfizmus enzymov vo vyskume a v pol'nohospodarskej praxi je znamy uz takmer pét’ desatroci.
Jeho praktické vyuzitie pri jednotlivych pol'nohospodarskych plodinach je vsak limitované predovsetkym
rozsahom jeho variability a distribciou tejto variability v analyzovanom subore odréd. Kukurica je
plodinou, kde polymorfizmus enzymov je po stranke teoretickej, experimentalnej aj praktickej najlepsie
prestudovany. Polymorfizmu enzymov kukurice siatej (Zea mays L.) sme sa zacali venovat’ v roku 1990
vo Vyskumnom ustave kukurice, ktory sa privatizaciou transformoval na Zeainvent a. s., neskor na
Sempol Holding a. s. Trnava a posledné tri roky vyskum pokracoval na Katedre biologie, Pedagogickej
fakulty, Trnavskej univerzity v Trnave.

Na poli polymorfizmu enzymov do roku 1990 bola znama genetickd interpretdcia polymorfizmu
Studovanych druhov enzymov, $tandardizovana metodoldgia jeho analyzy, vyznamni producenti kukurice
mali zmapovany rozsah variability polymorfizmu zarodocnej plazmy kukurice, zname boli prace
zamerané na vyskum S$lachtenia na polymorfizmus enzymov a prakticka realizacia polymorfizmu
enzymov Vv hodnoteni identity a homogenity vzoriek odrdd kukurice, vratane pravnej ochrany aich
patentovania. Tieto skutonosti, ale aj Gspesné &lPachtenie kukurice v Cechdch a na Slovensku,
efektivnejSie vyuZzivanie biologického produkéného potencialu hybridov, tvorba hybridov s vysSim
produkénym potencidlom, zosuladenie nasej legislativy pri uznavani a pravnej ochrane odrod kukurice
(hlavne linie a hybridy) v pripravnej faze vstupu do Eurdpskej tnie, zvySeny zaujem zo strany naSich
Slachtitelov o testovanie novych hybridov na testovacich pracoviskach v zahrani¢i, zmapovanie
a ochrana Slachtitel'sky cenného genofondu s nastupom testovania a neskor aj pestovania geneticky
modifikovanych hybridov kukurice. Takéto Siroké zameranie Studia polymorfizmu enzymov kukurice
aneskor aj inych polnohospodarskych plodin nas viedlo hlavne vprvej etape vyskumu k
uzej spolupraci s UKSUP Bratislava (RNDr. Lubomir Horvath) a s VURV Piestany (RNDr. Jan Kraic,
RNDr. Maria Zakova).

Moznosti vyuzitia polymorfizmu enzymov ako molekularnych markerov v genetike, S$lachteni
avinych teoretickych a aplikaénych rovinach vyplyva ztychto atribitov: st to vzdy bielkoviny
s katalytickym 0¢inkom, syntéza enzymov je bezprostredne pod dobre znamou genetickou kontrolou,
nezavislost’ expresie izoenzymov od vplyvu faktorov vonkajSieho prostredia (su stabilnym deskriptorom
genotypu), variabilita izoenzymov pri kukurici pre rozliSovanie genotypov je dostato¢ne velka
a prevazne kodominantna expresia polymorfizmu enzymov.
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Cielom vyskumu polymorfizmu enzymov v rokoch 1990 az 2005 bolo: zmapovat’ a ur€it’ rozsah
polymorfizmu enzymov najaktualnejSiecho stboru linii aich dvojliniovych hybridov zo slovenského
$lachtitel'ského programu spomenutych organizacii, urcit’ mieru homogenity ich vzoriek a posudit’
moznost vyuzitia variability polymorfizmu enzymov v rdoznych teoretickych a aplikaénych rovinach,
zistit &i vietky dvojliniové hybridy spifiaji aj biochemické kritérium, ktoré ma spifiat hybrid,
komparaciou izozymogramov vyclenit samoopelivé linie, resp. dvojliniové hybridy so zhodnymi
izozymogramami, vypocitat’ a porovnat’ so zahrani¢nymi zdrojmi frekvenciu vyskytu alel v polymorfnych
lokusoch za cely analyzovany subor linii ahybridov a vytypovat lokusy aalely svelmi malou
frekvenciou vyskytu, zaujimavé pre obohatenie zadrodoc¢nej plazmy s$lachtitel'ského materialu. Vysledky
analyz - fingerprinty, resp. ich geneticku interpretaciu odovzdat Sempol Holding - u a. s., Trnava
a Génovej banke vo VURV Pieitany pre tvorbu databazy udajov genetickych zdrojov kukurice.

Material a metédy

V rokoch 1990 - 2005 sme uskutocnili analyzy polymorfizmu enzymov 86 samoopelivych linii (L)
aich 53 dvojliniovych hybridov (Sc) kukurice siatej (Zea mays L.), ktorych biologickl identitu
garantovali a pre experimentalnu pracu poskytli Ing. Miloslav Masnica, PhD. a Ing. Rudolf Izakovic,
CSc. (Zeainvent a. s., neskdr Sempol Holding a. s., Trnava). Analyzy sme zrealizovali v dvoch etapach.
Prva etapa analyz prebehla v rokoch 1990 - 1994 a zahffiala 27 linii a 16 hybridov. Biologicky material
bol analyzovany na baze polymorfizmu siedmich druhov enzymov, ato: kyslej fosfatazy (ACP, E.C.
3.1.3.2), alkoholdehydrogenazy (ADH, E.C. 1.1.1.1), izocitratdehydrogenazy (IDH, E.C. 1.1.1.42),
malatdehydrogendazy (MDH, E.C. 1.1.1.37), 6-fosfoglukondtdehydrogendzy (PGD, E.C. 1.1.1.44),
fosfoglukoizomerazy (PGI, E.C. 5.3.1.9) a fosfoglukomutazy (PGM, E.C. 2.7.5.1). Druh4 etapa analyz sa
zrealizovala v rokoch 1999 — 2005 a zahinala 59 samoopelivych linii a 37 dvojliniovych hybridov. V tejto
etape sa uskuto¢nili analyzy polymorfizmu jedendastich druhov enzymov. K uvedenym enzymom pribudli
katalaza (CAT, E.C. 1.11.1.6), diaforaza (DIA, E.C. 1.6.99.2), B-glukoziddza (GLU, E.C. 3.2.1.21) a
glutamat-oxaloacetattransaminaza (GOT, E.C. 2.6.1.1). Pouzili sme S$tandardizovany metodologicky
postup horizontalnej elektroforézy na Skrobovom géle (CARDY et al., 1980; STUBER et al., 1988;
BOURGOIN-GRENECHE et al., 1998). Metodologia zahfiia nasledujuce kroky: klicenie zin ( 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. Kli¢enie zfn prebichalo po dobu piatich dni v termostate
na mokrom filtra¢nom papieri v Petriho miskach za tmy a pri teplote 25 °C. Presna metodoldgia, zloZenie
extrak¢éného c¢inidla, timivych roztokov a farbiacich médii su detailne uvedené v citovanej literature a v
mnohych nasich publikaciach, napr. MUDRY, JURACEK (2001).

Pri genetickej interpretacii izozymogramov sme brali do tvahy rozsah variability polymorfizmu
v §tudovanom lokuse, $truktiru enzymu, existenciu intra- a interlokusovych interakcif, moznti komigraciu
z6n enzymatickej aktivity (pasov) jedného lokusu s inym lokusom, pritomnost’ nulovych alel atd’. Alely
v lokusoch boli klasifikované podla ich migraénych vzdialenosti. Pre lokusy MDH plati, Zze ¢islo vyssej
hodnoty zodpoveda zoéne rychlejsej migracie k andde. Pre iné enzymy vyssia Ciselna hodnota zodpoveda
pomalsej migracii. Symbolom pre recesivnu nulovu alelu je n. Mmm je oznacenie modifikujuceho lokusu,
alely ktorého ovplyviuji rychlost’ migracie istych pasov MDH. Pre lokalizaciu zon aktivity enzymov sme
pouzivali kontrolu, ktort reprezentoval dvojliniovy hybrid INKA so stanovenym polymorfizmom
enzymov. Avsak hlavne v prvej etape analyz sme pouzivali liniovy material so zndmymi fingerprintami,
pisomne vyziadany hlavne z univerzitnych pracovisk v USA (tzv. public lines — verejnosti dostupné
linie) alinie z Francizska. Vyuzili sme aj sktsenosti zo zahrani¢nych kratkodobych pobytov
v testovacich laboratdriach v semenarskom zavode v Rakusku a v biochemickych laboratériach testovania
identity a homogenity odréd na baze molekuldrnych markerov vo Franctzsku. V prvej etape analyz boli
izozymogramy tiez fotograficky dokumentované pre tvorbu katalogu fingerprintov samoopelivych linii
a hybridov.

Vysledky a diskusia

Pocas rokov 1990 - 2005 sme uskutocnili proteomicku klasifikaciu 86 samoopelivych linii (L)
s excelentnou kombinac¢nou schopnost'ou a ich 53 dvojliniovych hybridov (Sc) proveniencie SEMPOL
Holding a. s., Trnava na baze analyzy a genetickej interpretacie polymorfizmu enzymov. Vyhodnotenim
analyz vyplynulo, Ze iba v 2. etape merani bola jedna analyzovana vzorka biologického materialu na baze
polymorfizmu enzymov nehomogénna (Sc 3103 x 3045). Z toho vyplyva, Zze az na vzorky jedného
hybrida je S$lachtitel'sky material kukurice aj po stranke molekularno-biochemickej v sledovanych
znakoch ¢isty a homogénny. V prvej etape analyz zhodné fingerprinty mali linie: 3003, 3004 a 4102;
3023, 4014 a 3036; 4008 a 4139 a dvojliniové hybridy Sc 4004 x 4012 a Sc 4012 x 4004. V druhe;j etape
analyz zhodné fingerprinty mali linie: 3068, 3114, 4029 a 4501; 4005 a4112; 3070 a 3119; 4020 a 4022;
3154 a3162; 3036 a 3155 a dvojliniové hybridy Sc 3154 x 3119 a Sc 3162 x 3119. Temer vo vSetkych
pripadoch sa izozymogramy rodi¢ovskych komponentov a ich dvojliniovych hybridov navzajom odlisujt,
z ¢oho vyplyva, ze ich na baze polymorfizmu 7 resp. 11 druhov enzymov mozno od seba odlisit a v tom
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pripade uvedené dvojliniové hybridy maju v jednom alebo viacerych lokusoch heterozygotnu konstitaciu.
Z tabul’ky 1 vyplyva, ze Sc 3003 x 3004, Sc 4112 x 4005 a Sc 4020 x 4022 maji zhodné fingerprinty
s rodicovskymi komponentami, pretoze nemaji ani jeden polymorfny lokus s heterozygotnou
konstiticiou. Pocet heterozygotnych lokusov polymorfizmu siedmich (1. etapa) a jedenastich druhov
enzymov (2. etapa) v dvojliniovych hybridoch kukurice analyzovanych v rokoch 1990 — 2005 je uvedeny
v tabulke 1. Dvojliniové hybridy kukurice sdvoma aviac heterozygotnymi lokusmi spiiaju aj
biochemické kritérium, ktoré sa kladie na hybridy na baze polymorfizmu enzymov.

Z pohladu §l'achtenia mézu byt zaujimavé linie v izozymogramoch, v ktorych sa vyskytuju Statisticky
vzacne izoformy, napr. : 1. etapa merani — 3027 (Mdh1:10.5), 3002 (Mdh5:15), 4012 (Mmm:m), 3002
(Pgm2:1), 4007, 3024 a 4105 (Pgm2: 3), 2. etapa merani — 3041, 3103 (Acpl:6), 4165 (Mdhl:1), 3136
(Mdh2:4.5), 3037 (Pgd2:2.8), 3106, 3107 a 3061(Pgm2:1). Frekvencie alel v jednotlivych
izoenzymovych lokusoch vypocitané zo stboru analyzovanych 86 samoopelivych linii kukurice
(frekvencie lokusov CAT, DIA, GLU a GOT st vypocitané iba za analyzy 2. etapy) su: 0,570; 0,058;
0,349; 0,023 (Acpl:2, 3,4 a 6); 0,884 a 0,116 (Adhl: 4 a 6); 0,889 a 0,101 (Cat3: 9 a12); 0, 813 20,117
(Dial:8 a12); 1,000 (Dia2:4); 0,102 a 0,898 (Glul:2 a6-7); 1,000 (Gotl:4); 1,000 (Got2:4); 1,000
(Got3:4); 0,756 a 0,244 (Idh1:4 a 6); 0,395 a 0,605 (Idh2:4 a 6); 0,012; 0,976 a 0,012 (Mdh1:1, 6 a 10.5);
0,523; 0,465 2 0,012 (Mdh2:3, 6 a4.5); 0,884 a 0,116 (Mdh3:16 a 18); 1,000 (Mdh4:12); 0,919 a 0,081
(Mdh5:12 a 15); 0,988 20,012 (Mmm:M am); 0, 256 a 0,744 (Pgdl:2 a3.8); 0,047; 0,942 a 0,012
(Pgd2:2.8; 5 an); 0,918 a 0,082 (Pgil:4 a 5); 1,000 (Pgm1:9); 0,047; 0,140; 0,698 a 0,116 (Pgm2:1; 3; 4
a 8). Z hodnot vyplyva, ze lokusy Dia2:4, Gotl:4, Got2:4, Got3:4, Mdh4:12 a Pgm1:9 s frekvenciou 1,0
st monomorfné a nemaji v danom analyzovanom subore samoopelivych linii diskrimina¢na hodnotu.
V jednotlivych lokusoch analyzovaného stuboru linii a dvojliniovych hybridov bola zistena pritomnost’
alel: Acpl:2, 3, 4 a 6; Adhl:4 a 6; Cat3:9 a 12; Dial:8 a 12; Dia2:4; Glul:2 a 6-7; Gotl:4, Got2:4;
Got3:4; Idh1:4 a 6; Idh2:4 a 6; Mdhl:1, 6 a 10.5; Mdh2:3, 4.5 a 6; Mdh3:16 a 18; Mdh4: 12; Mdh5:12 a
15; Mmm:M a m; Pgd1:2 a 3.8; Pgd2:2.8, 5 an, ; Pgil:4 a 5; Pgm1:9 a Pgm2:1, 3,4 a 8.

Variabilita polymorfizmu enzymov pol'nohospodarskych plodin publikovana vo vedeckej a odborne;j
literature a aj podl'a naSej dlhoro¢nej experimentalnej prace je vSeobecne nepostacujiica na absolitnu
identifikaciu vSetkych genotypov, ale to nebrani vyuzivaniu fingerprintov pri urovani genotypovej
identity a homogenity partii osiva, posudzovaniu kvality Slachtitel'skych a semenarskych prac,
nadStandardnému hodnoteniu liniového materialu atd’. Absolatnu identifikdciu mozno zabezpecit
vyuzitim spojenia niektorej ztechnik proteomiky a genomiky tak, ako sme uz uviedli v minulosti
(MUDRY, DRAGUN 2005) a ako sa uvadza aj v zahrani¢nych pracach. Nase vysledky potvrdzuju aj
skutoénost’, ze vzhl'adom na mala variabilitu polymorfizmu sa ned4 ocakavat’, ze bude mozné Slachtit
kukuricu klasickym spdsobom prostrednictvom poznania polymorfizmu enzymov vo vztahu
k morfologickym, produkénym a agronomickym charakteristikim. Do akej miery doslo k erdzii alebo
k obohateniu zarodocnej plazmy o nové alely v analyzovanom subore linii a hybridov sa nemdzeme
vyjadrit, lebo nepozname ich povod.

V buducnosti zo Slachtitel'ského hl'adiska moézu byt hodnotné poznatky tykajuce sa jednotlivych
izoforiem vo vztahu k stresovym podmienkam prostredia, vratane xenobiotik a participacia tychto
interakcii v ontogenéze rastliny, resp. porastu. Sucasné vedecké pracoviska vo svete sustred’uju svoje
usilie aj tymto smerom uz druhé desatrocie. Zaujem o stadium polymorfizmu enzymov vo svete aj u nas
vzrasta, aj preto je a bude mapovanie kukurice aj inych poI'nohospodarskych plodin nevyhnutnostou ako
pre vyrobn prax, tak aj pre exaktnost’ poznania v zakladnych vednych disciplinach.

Moderné trendy v oblasti vyskumu a vyuzitia poznatkov polymorfizmu enzymov pol'nohospodarskych
plodin vo svete poukazuju na smerovanie k rozvoju environmentalnych biotechnolégii, ¢i uz na urovni
skriningu explantatovych kultur alebo na trovni odréd pre slachtitel'sk(i prax. Dobrym S$tartom pre
pripojenie sa k tomuto trendu vo vyskume je metodologické zvladnutie analyz polymorfizmu enzymov a
jeho najaktualnejsej genetickej interpretacie na svetovej Girovni a poznanie rozsahu variability, obzvlast
Slachtitel'sky hodnotného biologického materialu. K tomu smeroval aj na$§ dlhoro¢ny vyskum
polymorfizmu enzymov genofondu kukurice siatej aj inych pol'nohospodarskych plodin.

Zaver

Préaca prinasa vysledky z oblasti hodnotenia samoopelivych linii a hybridov kukurice na baze analyzy
a genetickej interpretacie polymorfizmu siedmich a jedenastich druhov enzymov v rokoch 1990 - 2005.
Potvrdzuje na zaklade analyzovaného stboru 86 samoopelivych linii aich 53 dvojliniovych hybridov
vhodnost’ metodologického postupu na priame vyuzivanie v praxi. K efektivnemu a systematickému
vyuzivaniu v praxi by napomohla pravna norma, ktora by nariad’ovala testovanie kazdého biologického
materialu kukurice prihlasovaného do odrodovych skusok. To vsak predpoklada aj zaujem testovacicho
pracoviska a pestovatel'skej praxe. Dnes je uz evidentné, ze vyznamni svetovi producenti kukurice
neustipia z pozicie testovania, hodnotenia kvality $lachtenia a pravnej ochrany linii a hybridov tejto
komodity polymorfizmom enzymov auz vdbec nie od poznania vyznamu polymorfizmu enzymov
v roznych nasmerovaniach zakladného vyskumu (MUDRY, DRAGUN 2005).
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Tabulka 1: Pocet heterozygotnych lokusov polymorfizmu siedmich alebo jedenastich druhov
enzymov v dvojliniovych hybridoch kukurice siatej (Zea mays L.) analyzovanych v rokoch 1990 -

2005
Etapa Dvojliniovy hybrid Pocet
merani heterozygotnych
lokusov
Sc 3003 x 3004 0
Sc 3026 x 3027, Sc 4004 x 4012, Sc 4012 x 4004 1
Sc 4008 x 4007 2
L Sc 4005 x 4014, Sc 4006 x 4001, Sc 4002 x 4003, Sc 4101 x 4102, 3
1990-1994 | Sc 4139 x 4107, Sc 3001 x 4001, Sc 4106 x 4003
Sc 4004 x 4005, Sc 4104 x 4105 4
Sc 3037 x 3036 5
Sc 3024 x 3002 7
Sc 4112 x 4005, Sc 4020 x 4022 0
Sc 3106 x 3107, Sc 3103 x 3045, Sc 3064 x 3098, Sc 3006 x 3097 1
Sc 3048 x 3068, Sc 3105 x 3070, Sc 3032 x 3034, Sc 4001 x 3114, 2
Sc 3157 x 3119
Sc 3098 x 3037, Sc 3053 x 3047, Sc 3048 x 4165, Sc 3097 x 3098, 3
IL. Sc 3117 x 3118, Sc 4023 x 3151, Sc 3155 x 3163
1999-2005 | 'S¢ 3048 x 4005, Sc 3075 x 3074, Sc 3041 x 3040, Sc 4165 x 3095, 4
Sc 4020 x 3127, Sc 3154 x 3119, Sc 3148 x 3163, Sc 3061 x 3098,
Sc 3162 x 3119, Sc 3098 x 3159, Sc 3150 x 3036
Sc 3052 x 4501, Sc 3079 x 3068, Sc 4001 x 3042, Sc 3122 x 3119 5
Sc 4149 x 3119
Sc 3158 x 3119, Sc 3171 x 3161 6
Sc 3098 x 3153
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KULTIVACNE METODY V HODNOTENI FUZARIOZ SUEKOV KUKURICE
CULTIVATION METHODS IN MAIZE FUSARIUM EAR ROT EVALUATION

Jozef DRIMAL

Fusarium species frequency were evaluated after inoculation maize ears of seven maize hybrids differing in earliness. As
a test filamentous fungus were used Fusarium moniliforme, Fusarium graminearum, Fusarium culmorum pathogenic on
maize ears. For ears inoculation liquid inoculum was used with content of 10%spores.ml™ in dosage 0.5 ml of inoculum
per ear. Inoculum was applied by fine spray applicator on the silks at silking stage. Kernels at the harvest time ( 30 — 35
% moisture ) from the different of ear part were analysed by using cultivation method of analysis.

The results from kernel cultivation analysis enabled to count frequency of Fusarium spp., in different parts of maize ear
and to state measure of Fusarium spp., ability to penetrate into inner parts of ear. Differences in pathogenity were find
between tested Fusarium species. The most pathogenicity showed Fusarium culmorum second Fusarium moniliforme and
Fusarium graminearum. Tested maize hybrids showed differences in ears sensitivity against Fusarium species. According
to interaction hybrid x frequency of Fusarium spp., occurrence the high resistance against to all tested Fusarium species
showed hybrid Quintal. Biological treatment of maize ears with preparate TRICHOMIL was effective against all tested
Fusarium species in all tested maize hybrids.

Key words : Food safety, Fusarium species, Maize ears, Artificial infection, Inokulum

Uvod

Vyroba zrna kukurice sa v sucasnosti viac orientuje na moznosti SirSieho vyuzitia tohoto produktu pri
vyrobe potravin. Priemyselnym spracovanim zrna kukurice sa ziskava Siroka $kala produktov pre ludski
vyzivu, produktov pre vyzivu hospodarskych zvierat a produktov pre papierensky priemysel.

Pre Pudska vyzivu sa lisovanim kukuri¢nych klickov, ktoré obsahuji 45 % tuku ziskava vysokovyzivny
olej s vysokym obsahom vitaminu E. Enzymatickym Stiepenim Skrobového mlieka sa ziskavaji sirupy.
Dextrozovy sirup sa d’alej vyuziva pri vyrobe kyseliny citronovej. Glukoézovy a maltézovy sirup sa vyuzivaju
ako sladidla. Izoglukéza, fruktézovy sirup ma Siroké uplatnenie. SuSeny maltodextrat sa vyuziva pre detska
vyZzivu a Sportovcov.

Pre vyzivu zvierat sa zo zrna kukurice ziskava glutén s obsahom 60 % bielkovin, vladknina, kukuri¢né
proteinovo-§krobové krmivo s obsahom 20 % bielkovin.

Zro kukurice je vhodnym substraitom pre fytopatogénne huby, ktoré vyskytom mycélia a najmi
produktmi metabolizmu toxického charakteru - toxinmi ako su zearalenone a d’alSie znizuji hodnotu
dopestovaného produktu pre priemyselné spracovanie a mézu byt zpohladu bezpeénosti potravin
a potravinovych zdrojov nebezpecné.

Medzi dominantné toxikogénne vlaknité huby s vysokou frekvenciou vyskytu patria druhy zrodu
Fusarium. Na kukurici parazituje niekol’ko druhov z rodu Fusarium, ktoré sa vyznacuju rozdielnou
biondmiou. Na zistovanie ich pritomnosti na $ulku kukurice sa najCastejSie pouzivaji vizualne metody
hodnotenia. Tieto metody, ktoré umoziuji vyhodnotit’ pritomnost’ mycélia huby na povrchu perikarpu zrna
a vyjadrit’ stupent napadnutia pomocou bodovych stupnic vSak neumoziiuju zaznamenat’ vyvoj huby na a vo
vnutri vretena Sul'ka. Vyvoj mycélia huby vo vretene §tl’ka sa prejavi napadnutim spodnej embryonalnej Casti
zrna, priCom oplodie — perikarp a aleurénova vrstva zrna nenest znamky pritomnosti huby, ¢im sa pri
vizudlnom hodnoteni napadnutia §ilka nezaznamenévaju hodnoverné vysledky vyskytu fuzariozy.

Metody povrchovej alebo submerznej kultivacie analyzovaného materialu na $pecifickych Zivnych podach
umoziuju zistit’ pritomnost’ vlaknitych hub a determinovat’ ich.

Material a metody

Vyvoj na §ilkoch kukurice patogénnych druhov Fusarium moniliforme, Fusarium graminearum,
Fusarium culmorum sa sledoval v subvariantoch umelej infekcie $Glkov hybridov kukurice a v dvoch
rozdielnych variantoch oSetrenia Sul'kov.

Vo variante 1 sa Sulky infikovali tekutym inokulom pripravenym v laboratérnych podmienkach
submerznou kultivaciou jednotlivych druhov Fusarium. Inokulum obsahovalo pri kazdom druhu koncentraciu
10° konidii.ml”" a aplikovalo sa postrekom, jemnym sprejom v konstantnej davke 0,5 ml na $alok v ase
kvitnutia $ilkov na blizny.

Vo variante 2 sa Sulky v case zaCiatku kvitnutia (objavenie blizien) najprv oSetrili biologickym
pripravkom TRICHOMIL v koncentracii 10 spor.ml ', ktory sa aplikoval postrekom jemnym sprejom
v davke 0,5 ml na $ul'ok v ¢ase kvitnutia Sul'kov na blizny. Po 72 hodinach sa sulky osetrené biologickym
pripravkom inokulovali Fusarium spp., rovhakym spdsobom ako vo variante 1

Na zistovanie senzitivity Sulkov k jednotlivym druhom zrodu Fusarium sa vybrali hybridy kukurice
domaceho S$lachtenia perspektivne obsahom zrna na priemyselné spracovanie pre potravinarske ucely.
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Vybrané hybridy kukurice Nova, Omeral, Viera, Norika, Tina, Jozefina, Quintal sa navzajom lisili dobou
skorosti.

Stav §il’kov po umelom infikovani rozdielnymi druhmi z rodu Fusarium sa v oboch variantoch hodnotil
v ¢ase zberovej zrelosti pri 30 — 35 % -nej vlhkosti zrna tak, Ze sa zo Sulkov kukurice ziskanych
z jednotlivych variantov a subvariantov odoberalo zrno z prvej, druhej a z tretej tretiny $tul'ka .
Zrno sa v sterinych podmienkach kultivovalo na pevnych agarovych zivnych podach ( PGA ), pri teplote 18 —
20° C za pristupu denného svetla, pri¢om sa zaznamenavala frekvencia vyskytu kolonii Fusarium spp., v 24
hodinovych intervaloch.

Vysledky a diskusia

Zvolena metdoda umelého infikovania §alkov tekutym inokulom s definovanou koncentaciou
infekcieschopnych konidii zabezpecila v prirodnych podmiekach dostatony stupen infekcie a umoznila
vyhodnotit’ prejavy jednotlivych sledovanych druhov zrodu Fusarium na Sulku kukurice. V porovnani
s metodami inokulacie ako ich uvadzaju SMILJAKOVIC (1972 ), DRIMAL (1989) a metédami hodnotenia
podla CHRISTENSEN -WILKOXONA (1966) nedochddza pri nami navrhovanej a skuSanej metode
k mechanickému poskodeniu $il’ka a tym neziadicemu ovplyvneniu hodnotenia prejavu fuzariézy na sulku.
Nami navrhovana metoda umelej infekcie Fusarium spp., je viac blizka nativnej infekcii.

Hybridy kukurice prejavili rozdielnu citlivost’ Sul'kov k jednotlivym druhom Fusarium.

Vysledky kultivacnej analyzy vyskytu sledovanych druhov Fusarium pri jednotlivych hybridoch kukurice su
uvedené v grafoch 1 — 3.

Frekvencia vyskytu druhov Fusarium moniliforme, Fusarium graminearum, Fusarium culmorum na zrne
z prvej tretiny Sul’ka je pomerne vyrovnana v porovnani s ostatnymi hybridmi nizsia pri hybride Nova (graf
1). Vyrazne vysSia frekvencia vyskytu Fusarium moniliforme sa zaznamenala pri hybridoch Tina a Quintal.
Pri druhu Fusarium culmorum sa vysSie hodnoty frekvencie vyskytu zistili na zrne hybridov Omeral a Viera.
Hodnoty frekvencie vyskytu druhu Fusarium culmorum vykazali v ramci testovanych hybridov najnizsiu
variabilitu ¢o sa prejavilo v priemernej hodnote za hybridy, ktora je v porovnani s vyskytom druhov Fusarium
moniliforme a Fusarium graminearum vyssia.

Analyza zrna z druhej tretiny Sul’ka poukdzala na schopnost’ testovanych druhov Fusarium prenikat’ do
vnutra Sulka. Frekvencia vyskytu jednotlivych druhov Fusarium bola pri jednotlivych hybridoch rozdielna
(graf 2). Podobny priebeh frekvencie vyskytu ako pri analyze zrna z prvej tretiny $ulka avSak s niz8imi
hodnotami sa prejavil pri hybride Nova. Pri hybride Omeral sa zaznamenal vysoky vyskyt druhu Fusarium
culmorum, ¢o sved¢i o vyraznej schopnosti druhu prenikat’ a vyvolat’ infekciu vo vnutornych $truktirach
Sulka. Vyssie hodnoty frekvencie vyskytu Fusarium moniliforme v druhej tretine Sul'ka sa zaznamenali tak
ako pri hodnoteni zrna z prvej tretiny $tlka pri hybridoch Tina a Quintal.

Vysledky kultivaénej analyzy zrna ztretej tretiny Sulka vykazali pritomnost druhov Fusarium
v analyzovanom zrne. Zmenil sa vSak podiel vyskytu druhov Fusarium v porovnani s hodnotami
predchadzajicich analyz zrna zprvej azdruhej tretiny S$ulka. Vysoké hodnoty frekvencie vyskytu sa
zaznamenali pri druhu Fusarium culmorum na zrne hybrida Omeral. Vysoky vyskyt druhu Fusarium
culmorum potvrdil schopnost’ druhu dosiahnut’ v priebehu druhej polovice vegetacie maximalnych hodndt
stupfia napadnutia $ulka. Vysoké hodnoty frekvencie vyskytu druhu Fusarium moniliforme sa zaznamenali
pri hybride Tina (graf 3).

Po osetreni Sulkov biologickym pripravkom TRICHOMIL doslo k zmene mykologickych pomerov na
stlku. Supresivny U¢inok pripravku sa prejavil vo vyznamne nizSom vyvoji Fusarium spp., po umelom
infikovani sul'kov kukurice.

Pri hodnoteni frekvencie vyskytu Fusarium spp., na zrne z prvej tretiny $il’ka malo oSetrenie Sul'kov na
zaCiatku kvitnutia efektivny G¢inok proti aplikovanym druhom Fusarium moniliforme, Fusarium
graminearum, Fusarium culmorum pri hybridoch Nova, Omeral, Norika, Tina, Jozefina, Quintal.

Pri hybride Viera sa zaznamenali vysoké hodnoty frekvencie vyskytu Fusarium culmorum. Druhy Fusarium
culmorum a Fusarium moniliforme sa nevyskytli na zrne pri hybride Quintal (graf 4).

Na zrne z druhej tretiny $tlka sa v priemere za hybridy kukurice znizila frekvencia vyskytu Fusarium spp.
Nezaznamenal sa vyskyt Fusarium moniliforme pri hybridoch Omeral a Quintal a vyskyt druhu Fusarium
graminearum pri hybridoch Jozefina a Quintal. Schopnost’ prieniku mycélia huby do vnutornych Struktar
§tlka sa zaznamenala pri druhu Fusarium culmorum. Zvlast’ vysokym stupfiom senzitivity $ul’kov na tento
druh sa vyznaGoval hybrid Viera pri ktorom sa vyskytol vo vyssich hodnotich aj druh Fusarium
graminearum. Druhy Fusarium culmorum a Fusarium graminearum sa nevyskytli na zrne hybrida Quintal
(graf' 5).

Vysledky kultivacnej analyzy zrna z tretej tretiny Sulka (graf 6) poukézali na v priemere za stbor
sktsanych hybridov nizsie hodnoty frekvencie vyskytu vSetkych testovanych druhov Fusarium v jednotlivych
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Castiach Sul’ka. Na zrne z tretej tretiny $il’ka sa pri hybridoch Omeral, Viera, Norika, Quintal nevyskytol druh
Fusarium moniliforme. Schopnost’ prieniku do vnttornych $truktar §alka sa potvrdila pri druhu Fusarium
culmorum a to najma pri senzitivnom hybride Viera, pri ktorom sa zaznamenala aj vysoka frekvencia vyskytu
druhu Fusarium graminearum. Tento druh sa vyskytol tiez na zrne z tretej tretiny S$ulka aj pri hybride
Quintal, pri¢om na zrne v prvych dvoch tretinich $ulka sa nevyskytol. Vyskyt druhu Fusarium culmorum
v rozdielnom stupni sa zaznamenal tieZ pri hybridoch Nova, Omeral, Norika a Jozefina.

Zaver

Rozdielnost’ bionomie druhov z rodu Fusarium patogénnych na kukurici si vyzaduje tvorbu novych metod
na hodnotenie patogenity jednotlivych druhov atvorbu metdéd na hodnotenie senzitivity vychodiskovych
materialov pre §lachtenie kukurice na rezistenciu §ulkov. SPachtenie na rezistenciu predpokladd pouzivat
vhodné metddy inokulacie a kultivaéné metddy hodnotenia stupna napadnutia po umelom infikovani, ktoré
umoznia efektivny vyber vhodnych vychodiskovych materidlov na tvorbu homozygétnych zdrojov
rezistencie, analyzu ich kombina¢nej schopnosti pri ziskavani hybridnych materialov.

Dosiahnuté¢ vysledky predstavuji prehlad o reakcii a citlivosti sul’kov vybraného suboru hybridov
kukurice domaceho slachtenia na dominantné druhy zrodu Fusarium, ktoré su patogénne na kukurici.
Pomocou pouzitych kultivaénych metéd sa ziskali poznatky o prejavoch patogenity druhov Fusarium
moniliforme, Fusarium graminearum, Fusarium culmorum na zrne v rozdielnych ¢astiach $alka.

Aplikované metddy inokulacie Sul'kov kukurice rozdielnymi druhmi z rodu Fusarium a kultivacné metody
na stanovenie frekvencie vyskytu patogénneho druhu v rozdielnych Castiach §ilka umoznilo vyhodnotit’
ucinnost’ biologickej ochrany sul'kov. Aplikovany biologicky pripravok TRICHOMIL efektivne posobil proti
vSetkym testovanym druhom z rodu Fusarium.
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MIKROSATELITOVE MARKERY pm5 LOKUSU V CESKYCH
A SLOVENSKYCH ODRODACH PSENICE (Triticum aestivum L.)
MICROSATELLITE MARKERS OF pm5 LOCUS IN CZECH AND SLOVAK
WHEAT CULTIVARS (Triticum aestivum L.)

Peter CIVAN — Miroslav SVEC

Powdery mildew caused by Blumeria graminis DC. f. sp. tritici is one of the most important fungal disease in
common wheat (Triticum aestivum L.) worldwide. Recessive powdery mildew resistance gene pm5 seems to be
multialelic and cultivars possesing this gene exhibit relatively high levels of resistance in field conditions, even
though virulent races of pathogen have been stabilised in populations already. Slovak common wheat cultivar llona
and Czech cultivars Regina and Zdar carry recessive powdery mildew resistance alleles pm5b, pm5a and unspecified
pm5 allele, respectively. Two microsatellite markers, namely Xgwm1267 and Xgwm783, closely linked to pm5 locus
were used to distinguish different alleles in these cultivars. Highly polymorphic microsatellite marker Xgwm783
amplified various products in all tested cultivars and hence, it could be beneficial for marker-assisted selection and
gene pyramiding in breeding programs. By means of bulked segregants, it was also demonstrated that new recessive
powdery mildew resistance gene in Texas wheat variety TAM110 is not allelic with pm5 locus.

Key words: pm5 alleles, microsatellite markers, Regina, llona, Zdar, TAM110, marker assisted selection, bulked
segregants

Uvod

Jednym z celosvetovo najzavaznejsich ochoreni pSenice je mucnatka travova, ktori sposobuje huba
Blumeria graminis DC. f. sp. tritici. Muc¢natka je ektoparazit vegetujuci na listoch a steblach, ktory pri
rozsiahlom napadnuti oslabuje celu rastlinu a zapricifiuje tak kazdoroéné straty na trode. Uginnym
spdsobom boja proti tomuto ochoreniu pSenice je vyuzivanie génov rezistencie, ¢o je ekonomicky
a zaroven ekologicky pristup redukujici aplikiciu fungicidov. Zivotny cyklus muénatky travovej
a sposob jej Sirenia vSak umoznuje vysoku variabilitu a dynamiku populacii patogéna, ktory vstupuje
s hostitelom do koevolucie. Gény Specifickej rezistencie pSenice tak mézu byt rychlo prekonané
selekciou novych ras patogéna disponujucich prislusSnymi génmi virulencie. Z tohto dovodu je
nevyhnutné hl'adat’ stdle nové genetické zdroje voc¢i tomuto ochoreniu.

V stcasnosti je znamych a chromozomalne lokalizovanych 31 tzv. Pm (powdery mildew) génov
Specifickej rezistencie pSenice vo¢i muénatke, priCom pre gény Pml, Pm3, Pm4, pm5 a Pm8 bola
preukazana existencia viacerych alel (McINTOSH et al., 2003). Spomedzi vSetkych Pm génov bol iba pre
gén pm5 preukazany recesivny sposob dedi¢nosti. Gén pm5 pochadza z Jaroslavskej dvojzrnky (T.
dicoccum Schiibl) a prvykrat bol preneseny do kultivaru Hope. Tento recesivny gén bol nasledne
lokalizovany na chromozomalnom ramienku 7BL. Podobnou reakciou na izolaty mucnatky sa prejavovali
aj odrody ako Aquila, Ibis a i., nestice gén rezistencie doasne oznaceny ako Mli. Analyza rodokmenov
nemeckych odréd nesticich gén MIi odhalila povod tohto génu rezistencie v materiali zozbieranom
v Hindukush v tridsiatych rokoch min. st. (HSAM et al., 2001). HSAM et al. (2001) pomocou testov
alelizmu dokazali, Ze sa jednad o rozne alely génu pm5 a oznacili ich ako pm5a (Hope, Selpek), pm5b
(Ibis, Kormoran). Dalgimi alelami pm5 lokusu su pm5c (T. sphaerococcum var. rotundatum — odroda
Kolandi), pm5d, alela pm5e (HUANG et al., 2003) a alely do¢asne oznacené ako mljy a mlsy (HUANG et
al., 2002) .

Techniky molekularnych markerov, najmd RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism),
RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), AFLP (Amplification Fragment Length Polymorphism)
a mikrosatelity (SSR — Simple Sequence Repeats) su §iroko vyuzivanym nastrojom na oznacenie génov
rezistencie pSenice. Prave mikrosatelity sa javia ako najperspektivnejsia z uvedenych metdd, a to vd’aka
niekol’kym prednostiam: (i) odhal'uju vyssi stupen polymorfizmu v pSenici nez akykol'vek iny systém, (ii)
st multialelické a (iii) kodominantne dedené (RODER et al., 1998). RODER et al. (1998 a nepublikované
data) vyvinuli velké mnozstvo mikrosatelitovych markerov a skonstruovali prvii mikrosatelitovi mapu
hexaploidnej pSenice. HUANG et al. (2003) nedavno identifikovali mikrosatelitové markery vo vizbe
s génom pmbe, pricom vzdialenost’ markerov Xgwm783 a Xgwm1267 od tohto génu bola 11,0; resp. 6,6
cM.

Hlavnym cielom tejto prace bola mikrosatelitova charakterizacia cesko-slovenskych odrod Regina,
Ilona a Zdar, vlastniacich alely génu pm5, s vyuzitim spominanych markerov Xgwm783 a Xgwm1267.
Zaroven sme chceli pomocou tych istych markerov testovat’ americki odrodu TAM110. V tejto odrode
sme totiz identifikovali novy gén rezistencie, pre ktory sme potvrdili recesivny charakter (nepublikované
vysledky). Kedze TAM110 ma vo svojom rodokmeni T. dicoccum, primarnou otazkou bolo, ¢i tato
odroda nevlastni novu alelu lokusu pm5.
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Material a metédy
Rastlinny material

Ozimné odrody psenice letnej (Triticum aestivum L.) Regina, Ilona, Zdar, ako aj odrodu TAM110
sme ziskali z génovej banky VURV (Vyskumny ustav rastlinnej vyroby) Piestany. Odroda Regina bola
vySlachtena v slachtitel'skej stanici Uhfetice abola v nej identifikovana alela pm5a. Analyzou
rodokmena sme zistili, ze zdroj pm5 rezistencie tejto odrody pochddza pravdepodobne z rodi¢ovskej
odrody Tadorna, ktord méa vo svojom rodokmeni liniu Heine2167 vyvinuti z materidlu zozbierané¢ho
v Hindukush v 30-tych rokoch min. st. V odrode Ilona ($T'achtitel’ska stanica Bucany) bola identifikovana
alela pm5b. Z jej rodokmeria, ako ani z rodokmetia odrody Zdar nie je mozné dedukovat’ donora pm5
génu. Pre odrodu Zdar (STachtitel'ska stanica Uhfetice) nebola blizsie $pecifikovana alela pm5 lokusu.
Linia odrody Chinese Spring nuli-tetrazomickd pre chromozémy 7B-7D (CS 7B-7D) bola poskytnuta
prof. Endom, Kyoto University, Japonsko. Odroda TAMI110 bola vyslachtend v TEAS (Texas
Agricultural Experiment Station). V jej rodokmeni sa nachadza odroda Largo, ktora vznikla kriZzenim
Triticum dicoccum s Aegilops tauschii. Odrodu TAM110 sme krizili s nachylnou odrodou Kosttka a F,
generaciu tohto krizenia sme testovali izolatmi mucnatky avirulentnymi k novému génu rezistencie
odrody TAM110.
Extrakcia genémovej DNA

Celkova gendmova DNA bola izolovana z etiolizovanych klickov odréod Zdar, Ilona, Regina,
Kosutka, Chinese Spring (euploid), TAMI110, linie CS 7B-7A, zdesiatich nachylnych a desiatich
rezistentnych jedincov F, generacie krizenia KoSutka x Taml110 podla DOYLE a DOYLE (1990)
smalymi modifikdciami. Koncentracia extrahovanej DNA bola stanovena spektrofotometricky.
ZmieSanim ekvimolarnych mnozstiev DNA desiatich rezistentnych a desiatich nachylnych jedincov F,
generacie Kosutka x Taml10 sme ziskali rezistentny a senzitivny ,bulk” (,,R-bulk®, ,,S-bulk")
(MICHELMORE:get al., 1991).
Mikrosatelitova analyza

Pouzité boli dva mikrosatelitové markery Xgwm1267 a Xgwm783, ktoré¢ st vo vizbe s pm5 lokusom
vo vzdialenostiach 6,6; resp. 11,0 cM (HUANG et al., 2003). Sekvenciu primera Xgwm1267 nam
poskytol Dr. Ganal z TraitGenetics (Gatersleben, Nemecko) a sekvenciu primera Xgwm783 Dr. Roder z
IPK Gatersleben. Primery boli pouzité na hl'adanie polymorfizmov v uvedenych odrodach a medzi oboma
,,bulkmi“. PCR reakénad zmes (25 pl) pozostavala z 20 ng templatovej DNA (50-100 ng v pripade ,,R-
bulk® a ,,S-bulk®), 250 nM Tlavého a pravého primeru, 1U Taq DNA polymerazy (HotStar plus, Qiagen),
2,5 ul 10 x PCR tlmivého roztoku (obsahuje 1,5 mM MgCl,) a 0,2 mM dNTP (Fermentas). PCR program
pozostaval z 5 min Givodnej denaturécie pri 95°C, 45 cyklov (1 min denaturacia pri 94°C, 1 min anelacia
pri 65°C pre primer Xgwm1267 a 54°C pre primer Xgwm783, 1 min polymerizacia pri 72°C) a 8 min
zéaverecnej polymerizacie pri 72°C. PCR produkty boli separované na ,,ready-to-use” géloch Spreadex
EL500 mini (Elchrom Scientific) v 35 mM TAE tlmivom roztoku pri konStantnom napéti 10 V/cm pocas
2 h (Xgwm1267) resp. 1,75 h (Xgwm783). Nasledne boli farbené etidium bromidom a vizualizované UV
svetlom.

Vysledky a diskusia

Primer Xgwm1267 generoval v analyzovanom stbore odréd niekol’ko polymorfnych PCR produktov
v oblasti 125 — 155 bp a navyse pri odrodach Kosutka, TAM110 a v F, generacii ich krizenia $muhu
v oblasti 155 — 190 bp. HUANG et al. (2003) uvadzaja, ze 136-bp dlhy produkt tohto primera v odrode
»Fuzhuang 30“ je vzdialeny od pmb5e alely 6,6 ¢cM. Rovnaky produkt vSak detegovali aj pri odrode
Chinese Spring, ktora nedisponuje pm5 génom rezistencie. V naSich experimentoch sme pri Chinese
Spring tiez pozorovali 136-bp dlhy produkt (tab. 1), ktory absentoval v nuli-tetrazomickej linii Chinese
Spring CS 7B-7D (chromozémovy par 7B je nahradeny d’al$im parom 7D chromozémov), ¢o dokazuje
lokalizaciu tohto markera na chromozome 7B. 136-bp dlhy produkt bol vSak pozorovany aj pri odrode
Regina (alela pmba) a tiez Ilona (alela pm5b) (tab. 1), z ¢oho vyplyva, Ze tento marker, hoci je v relativne
tesnej vizbe ku génu pm>5, nie je schopny odliSovat’ jednotlivé pm5 alely, pravdepodobne kvoli nizkemu
stupnu polymorfizmu tohto mikrosatelitového lokusu. Pre odrodu Zdar, ktorej alela pm5 génu dosial
nebola blizsie uréena, sme detegovali produkt s dizkou 141 bp, ¢o naznaluje, Ze tato odroda by mohla
niest’ inu alelu pm5 génu nez odrody Regina a Ilona, prip. by odroda Zdar mohla mat’ iného donora pm5
rezistencie ako odrody Regina a Ilona.

Primer Xgwm783, ktorého 105-bp dlhy produkt bol v odrode ,,Fuzhuang 30“ zmapovany do
vzdialenosti 11,0 ¢cM od alely pmbe (HUANG et al., 2003), generoval pri vSetkych analyzovanych
odrodéch jeden hlavny PCR produkt zvi¢sa sprevadzany dvoma slabsimi produktmi lidiacimi sa v dizke o
+2, resp. —2 bp (obr. 1 a2). KedZe nejde o nespecifické produkty (anelacna teplota pre primer bola
urCena na zaklade priemeru T,, pre pravy alavy primer, bola vyssia o 4°C nez aku pre dany primer
uvadza HUANG et al. (2003) a jej zvySenie o d’alsi stupeit malo za nasledok vyrazné oslabenie signalu),
mdze ist’ o artefakty chybnej amplifikacie v samotnej PCR reakcii. Pritomnost’ou 103-bp dlhého produktu
pri Chinese Spring a absenciou akéhokol'vek produktu v linii CS 7B-7D (tab. 1) sme aj v tomto pripade
potvrdili lokalizaciu tohto mikrosatelitového lokusu na chromozéme 7B. NavySe, primer Xgwm?783
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produkoval pri kazdej odrode int alelu, takze sa zda, Ze tento marker moze byt diagnosticky pre
jednotlivé alely pm5 lokusu.

Gén pmb je Casto zastapeny v Cinskych a eurdpskych kultivaroch, avsak frekvencia virulencie voci
tomuto génu sa v eurdpskych populacidch patogéna blizi k hodnote 100% atato virulencia bola
stabilizovana (SVEC et al., 1993; SVEC a MIKLOVICOVA, 1998). Napriek tomu, odrody nestice gén
pm5 sa prejavuju tzv. rezidudlnou rezistenciou a ich odolnost’ vo¢i micénatke je v polnych podmienkach
relativne vysoka (SVEC a MIKLOVICOVA, 1998). Vyznam génu pm5 zvysuji tiez jeho nové alely
identifikované v poslednych rokoch (HUANG et al., 2002; HUANG et al., 2003). Kodominantné
mikrosatelitové markery schopné rozliSovat pritomnost’ jednotlivych alel pm5 lokusu mézu byt preto
vel'mi uzitocné pri markermi-sprostredkovanej selekcii v slachtitel’skych programoch.

Primery Xgwm1267 a Xgwm783 amplifikovali pri odrode TAMI110 velkostne odlisné produkty
v porovnani s odrodami Regina, Ilona a Zdar, ¢o hned’ naznacuje, Ze recesivny gén rezistencie odrody
TAMI110 je odlisny od pm5 aliel ¢esko-slovenskych odrdd (obr. 1 a2, tab. 1). Pritomnost’ génu pm5 sme
priodrode TAMI110 jednoznaéne wvyvratili prostrednictvom ,bulked segregant analysis*
(MICHELMORE et al., 1991). Z tabul’ky 1 je zrejmé, Ze v odrode Kosutka, ktora nenesie Ziadne gény
rezistencie vo¢i mucnatke, sme detegovali nulové alely pre pouzité mikrosatelitové markery. V odrode
TAM110 boli zistené produkty pri oboch markeroch. Ked’Zze pouzité mikrosatelitové markery st v tesnej
vazbe s lokusom pm5, ocakavali by sme, ze ,,R-bulk®“ a ,,S-bulk” zostaveny z DNA rezistentnych, resp.
senzitivnych homozygotnych jedincov F, generacie krizenia Kositka x TAMI110, sa bude lisit
v mikrosatelitovych profiloch. Ked’ze mikrosatelitové profily rezistentného a senzitivneho ,,bulku‘ sa pri
oboch markeroch nelisili (obr. 1), novy recesivny gén rezistencie odrody TAM110 nie je alelou pm5
lokusu.

SINGRUN et al. (2004) nedavno identifikovali novy recesivny gén rezistencie pSenice voci
muénatke, ktory docasne oznadili mIRD30 a lokalizovali ho pomocou mikrosatelitov do terminalneho
regiéonu chromozému 7AL. Tieto vysledky spolu s nasimi zisteniami ukazuj, ze pm5 nie je jedinym
génom rezistencie s recesivnymi alelami.

Zavery

1. Mikrosatelitovy marker Xgwml267 nevykazuje dostatocny polymorfizmus na odliSovanie
jednotlivych alel pm5 génu.

2. Mikrosatelitovy marker Xgwm783 vzajomne odli§il odrody Regina, Ilona a Zdar, je teda
vyuzitelny pre markermi-sprostredkovanu selekciu, no pravdepodobne nie je diagnosticky pre
vSetky pm5 alely, kedZze v odrode Regina (pmb5a) amplifikoval rovnako dlhy produkt ako
v odrode Fuzhuang 30 (pmb5e).

3. Novy recesivny gén rezistencie v odrode TAM110 nie je alelicky s pm5 lokusom.
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Obrazok 1: Primer Xgwm783. Drahy: 1 Kosutka, Obrazok 2: Primer Xgwm783. Drahy: 1 Regina, 3 Ilona, 8
2 TAMI110, 3 CS 7B-7D, 4 ,,R-bulk*, 5 ,,S-bulk*, neg. Kontrola, 9 standard molekulovych hmotnosti pUC19
6 CS-euploid, 7 Standard molekulovych hmotnosti DNA/Mspl. V drahach 2, 4, 5, 6 a 7 st rézne odrody s pm5
pUC19 DNA/Mspl. génom.

Tabulka 1: Polymorfizmus produktov mikrosatelitovych markerov v testovanom subore.

Odroda/linia/*“bulk* pm5 Velkost’ fragmentov (bp)
Xgwm1267-7B Xgwm783-7B

Chinese Spring (euploid) - 136 103
CS 7B-7D - - -
Regina pmb5a 136 105
Ilona pm5b 136 127
Zdar pmS 141 83
TAMI110 ? 140-146 (3muha) 117
Kosutka - - -
,»R-bulk* ? 140-146 (3muha) 117
»S-bulk* - 140-146 (3muha) 117
Fuzhuang 30* pmb5e 136 105
Nongda* - 142 103

* data podl'a HUANG et al., 2003
=
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REAKCIA GENOTYPOV PSENICE NA FUSARIUM CULMORUM
REACTION OF WHEAT GENOTYPES TO FUSARIUM CULMORUM

Stefan MASAR - Martin PASTIRCAK

Fusarium culmorum (Wm. G. Sm.) Sacc. one of causal organisms of fusarium head blight (FHB) has become a
major pathogen of wheat. This study was conducted to examine disease assessment parameters used to assess FHB
disease levels to identify the parameters most useful in discerning resistance and predicting losses in grain yield. The
second objective was to evaluate wheat genotypes to have resistance or tolerance to FHB to experimental
exploitation genotypes express resistance to FHB. Genotypes were inoculated by conidial suspension in the flowering
stage (Zadoks 65). Mean squares and interactions were determined using the ANOVA procedure. A wide range in
level of resistance was observed among genotypes and hybrids. The cultivars such as GK Héja, GK Szalka, Istar,
Holiday, Idol and Dream and hybrids Rada x Arida, Sana x Stoa and Solida x Sumai 3 had low scores for FHB
assessment according to AUDPC value.

Keywords: Fusarium culmorum, AUDPC, wheat

Uvod

Klasové fuzariozy (FHB, fusarium head blight), reprezentované druhmi rodu Fusarium ssp. (F.
graminearum Schwab - Gibberella zeae (Schwein.) Petch), F. culmorum (Wm. G. Sm.) Sacc., a F.
avenaceum (Fr.:Fr.) Sacc.) poskodzuju mnohé kulturne rastliny. Patogén napada mnohé druhy obilnin,
najviac vsSak pSenicu. Rezistencia proti FHB je casto spojena s d’al§$imi agronomickymi znakmi, t.j.
urodnost’, kvalita a rezistencia proti ostatnych délezitym chorobam (MESTERHAZY, 1995;
BUERSTMAYR et al., 1996; HILTON et al., 1996; SIP a STUCHLIKOVA, 1997; MILUS a WEIGHT,
1998). Medzi mnohymi zdrojmi rezistencie voci pdvodcom fuzaridzy klasov pSenice su uvadzané jarné
psenice z Ciny a Japonska (Sumai 3), alebo z Juznej Ameriky (Frontana). Odroda Ning 7840 pochadza zo
Sumai 3, mé aj rezistenciu vo¢i mucnatke travovej a niektorym hrdziam a lepsie agronomické vlastnosti
(YE et al., 1996).

Material a metody

Od roku 2005 sme na odolnost’ proti Fusarium culmorum analyzovali genetické zdroje a hybridné
populécie pSenice letnej formy ozimnej. Vybery z 3 populacii F; generdcie hybridov 1. Rada x Arida, 2.
Rada x Armelis a 3. Rada x S0997 z VSS Maly Sari§ pozostavali v kazdej populécii z 50 klasovych
vyberov pripravenych na VSS Maly Sari§ vo vegetacii roku 2003/2004. Analyzovali sme aj populacie F,
generacie hybridov odréd Rada, Sana, Solida, Torysa a Vanda s donoromi rezistencie proti FHB
genotypmi Stoa a Sumai 3.

Rastliny psenice boli inokulované sporami Fusarium culmorum s koncentraciou 2.10° spér v ml.
Klasy boli inokulované na zadiatku kvitnutia (Zadoks 65). Pouzity izolat Fusarium culmorum bol
izolovany zo zrna pSenice z lokality SpiSska Bela. Vizualne symptémy sa hodnotili a zaznamenavali v %
napadnutia (WANG et al., 1982). Z odpozorovanych dajov sa vypocitala hodnota, plocha pod uroviiou
rozvoja napadnutia chorobou - AUDPC. AUDPC sme vypogitali podl'a vzorca AUDPC = Z(yi + yi+1)/2
X (ti+1-ti) kde y je napadnutie a t je po¢et dni medzi hodnoteniami. Vysledky sme spracovali v programe
SPSS for Windows.

Vysledky a diskusia
V stibore GZAO0S5 bolo 15 genotypov: Z tabul’ky analyzy rozptylu vyplyva, Ze medzi odrodami boli

vy

hodnotami AUDPC Cubus, Grandios, GK Forras, GJK Héja , GK Szalka a odrodou Istar.

V stibore genetickych GZBO05 bolo tak isto 15 genotypov: Medzi odrodami boli vyznamné rozdiely
(tab. 3). Najnizsie hodnoty AUDPC pre FHB mali genotypy Holiday, Idol a Dream (tab. 4). Vyznamné
rozdiely boli oba medzi genotypmi s vysokymi hodnotami AUDPC Gremlin a Athlet a genotypmi
s nizkymi hodnotami AUDPC Dream, Holiday a Idol.

Genotypy z najniz§imi hodnotami AUDPC boli do pokusov zaradené len v ostatnom obdobi, preto nie
si onich vicSinou zname ziadne podrobnosti. Predpokladame, ze su vysledkom selekcie na
Slachtitel'skych pracoviskdch v krajinach ich poévodu (Rakusko, SRN, Slovensko, Madarsko), kde
rezistentné $l'achtenie ma dlhu tradiciu ako aj podporu vo vyskumnej sfére.

Napadnutie klasov populécii F; generacie hybridov Rada x Arida, Rada x Armelis a Rada x SO 997
FHB uvadzame v tabulkach 5 a 6. Z analyzy rozptylu mozno usudit’, ze vyznamny rozdiel v hodnotach
AUDPC pre FHB boli medzi populdciami. Z tabul’ky najmensich §tvorcov na 95% hladine spol'ahlivosti
vyplyva, Ze najnizSie hodnoty AUDPC pre FHB boli v populécii F; generacie hybridov Rada x Arida a
v populécii Rada x SO997 rovnocenné a najvyssie hodnoty AUDPC mala populacia Rada x Armelis.
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Klasové vybery boli vytvorené vo VSS Maly Saris. Najlepsie boli populacie hybridov odrody Rada
s odrodami z Istropol Solary (Arida, SO 997).
V F, generacii hybridov na hodnoty AUDPC vyznamne vplyvali oba rodi¢ovské komponenty, ako aj

v

IO

materskymi odrodami okrem hybridov s odrodou Vanda (tab. 7-11).

Hybridy sme ziskali krizenim odrdd pSenice pdvodom z VOOD SS Radoina (Rada), HORDEUM
Sladkovi¢ovo (Sana), ISTROPOL Solary (Solida), Torysa (SCPV VURV, VSS Maly Sari§) a Vanda
(SCPV VURYV, VSS Viglas—Pstrusa) s donormi rezistencie Stoa povodom zo Severnej Dakoty a Sumai
3, ktora vznikla krizenim talianske;j odrody Funo x Taiwan-Xiaomai
(http://genbank.vurv.cz/wheat/pedigree/). Odrody Sana, Solida a Vanda su genotypy s vy$Sou kvalitou.
Znama negativna korelacia medzi kvalitou a rezistenciou vo¢i chorobam sa pravdepodobne prejavila iba
v hybridoch s odrodou Vanda. Najznamejsie zdroje rezistencie proti FHB st jarné psenice z Ciny,
Japonska a Brazilie. Su vysledkom prevazne prirodzeného vyberu v prostredi, ktoré je kazdorocne
atakované silnym infekénym tlakom patogéna (WANG a WANG, 1991; BAI a SHANER, 1994).

Zaver
Zistili sme vel'ké rozdiely medzi hodnotami AUDPC v skimanych genotypoch a hybridoch. Genotypy
GK Hé¢ja, GK Szalka Istar, Holiday, Idol a Dream, ako aj hybridy Rada x Arida, Sana x Stoa and Solida

zapri¢inené hubou Fusarium culmorum.
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Tabulka 1: Analyza rozptylu AUDPC FHB GZA

Zdroj
premenlivosti

Stupne
vol'nosti

Priemerné
Stvorce

Qdroda

14

110978.5

609,7

0,000

Chyba

135

31700,4

Spolu

150

Tabul’ka 2: Porovnanie AUDPC odrod GZA

Tukey
Odrody

Priemer
AUDPC

Odrod

1

2

3

10

11

12 | 13 | 14

15

Komfort

289,50

Rhein

292,00

Biscay

314,75

Centrum

349,75

Cubus

249,75

Grandios

243,75

Karpos

466,75

Coxswain

287,00

R [QA[AN| N | B[] —

Eclipse

382,50

el

Orton

407,25

10

GK Forras

171,00

11

GK Héja

106,50

12

GK Szalka

143,25

13

Istar

149,50

14

*| ¥ *| *
*| ¥ *| *

*| ¥ ¥ *

*| ¥ ¥ *

Vendur

390,50

15

* vyznamnost’ 0,05
Tabul’ka 3: Analyza rozptylu AUDPC FHB GZB

Zdroj
premenlivosti

Stupne
vol'nosti

Priemerné
Stvorce

QOdroda

14

110978,5

3,501

0,000

Chyba

135

31700,4

Spolu

150

Tabul’ka 4: Porovnanie AUDPC odréd GZB * vyznamnost’ 0,05

Tukey
Odrody

Priemer
AUDPC

Odrod

1

2

3

4 1516

71819

10

11

12 | 13 | 14

15

Granat 2

86,250

SG-S 1365

304,000

Aspirant

339,000

Athlet

477,000

Dream

253,750

Exsept

447,500

Gremlin

542,000

History

288,750

R [(QA| | N[ (W=

Holiday

186,500

el

Idol

249,000

10

Kidos

269,250

11

Maximus

456,250

12

Redford

401,250

13

Sepstra

426,000

14

Skater

457,750

15

* vyznamnost’ 0,05
Tabul’ka 5: Analyza rozptylu AUDPC pre FHB populiacie MS

Zdroj
premenlivosti

Df

Priemerné
Stvorce

Populacia

2

11992,8

3,15

0,040

Osetrenie

1

2,33

0,00

1,000

Populacia x
Osetrenie

2

1,16

0,00

1,000

Chyba

294

3803,54

Spolu

299
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Tabul’ka 6: Najmensie §tvorce AUDPC pre FHB populicie MS
Urovei Priemer AUDPC Dolny limit Horny limit
Priemer 45,63
Populacia
Rada x Arida 39,07 26,9354 51,2106
Rada x Armelis 58,28 46,1374 70,4126
Rada x SO 997 39,55 27,4124 51,6876
Tabulka 7: Analyza rozptylu AUDPC F, hybridov
Zdroj ‘ . daf Prviemerné F P
premenlivosti Stvorce
Model 9 152253,501 5,424 0,000
Matka 4 126052,954 4,490 0,003
Otec 1 188520,766 6,715 0,012
Matka x Otec 4 148714,433 5,297 0,001
Chyba 74 28072,680
spolu 84
Tabul’ka 8: AUDPC - materské genotypy
Matka Priemer 95% interval spol'ahlivosti
AUDPC Doln4 hranica Horna hranica
Rada 69,196 -17,195 155,588
Sana 15,754 -68,368 99,876
Solida 66,833 -9,863 143,530
Torysa 67,722 -25,384 160,828
Vanda 231,250 156,599 305,901
Tabul’ka 9: AUDPC - otcovské genotypy
Otec Priemer 95% interval spol'ahlivosti
AUDPC Doln4 hranica Horna hranica
Stoa 138,579 87,289 189,870
Sumai3 41,723 -12,273 95,719
Tabulka 10: AUDPC Interakcia materskych a otcovskych genotypov
Matka Otec Priemer 95% interval spolahlivosti
AUDPC Dolna hranica Horn4 hranica
Rada Stoa 23,750 -94,283 141,783
Sumai 3 114,643 -11,540 240,826
Sana Stoa 14,286 -111,897 140,469
Sumai 3 17,222 -94,061 128,505
. Stoa 119,167 7,884 230,450
Solida -
Sumai 3 14,500 -91,072 120,072
Torysa Stoa 109,444 -1,838 220,727
Sumai 3 26,000 -123,302 175,302
Vanda Stoa 426,250 320,678 531,822
Sumai 3 36,250 -69,322 141,822

Tabul’ka 11: Porovnanie AUDPC materskych genotypov

Tukey Priemer Matka

Matka AUDPC 1 2 3 4 5
1 Rada 69,196 *
2 Sana 15,754 *
3 Solida 66,833 *
4 Torysa 67,722 *
5 Vanda 231,250 * * *

; vyznamnost’ 0,05

b
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GENOFOND OSTALEK (ZINNIA DARWINII HAAGE & SCHMIDT).
1. PREDBEZNE DESKRIPTORY
GENEPOOL OF ZINNIA CULTIVARS (ZINNIA DARWINII HAAGE &
SCHMIDT). 1. A PRELIMINARY DESCRIPTORS

Jiti UHER

Classification schedule for zinnias (Zinnia L.) were proposed to evaluation of Zinnia genepool, in consideration of
coordinate, facilitate and support the collecting, breeding and exchange of information and documentation related to
other therophytic genera of the Asteraceae family. Classification schedule contain 26 morphological descriptors,
some phenological descriptors, and descriptors for evaluation of sensitivity of Zinnia cultivars to diseases, pests and
other stress factors.

Keywords: Zinnia, genepool, classification,evaluation, morphology, descriptors

Uvod

Zinnia darwiniana HAAGE & SCHMIDT (Zinnia elegans HORT.PLUR.-non L.) je pozapomenutym
produktem k¥iZzeni mezi Z. peruviana L. a Z. haageana REGEL. Zaménovana s rodicovskou »Z. elegans«
byla za 130 let existence proslechténa v nepfeberné mnozstvi odrid a s rody Carthamus, Tagetes nebo
Callistephus patfi dnes k nejvysévangjSim therofytnim letnickdm. Ekonomické vyznamnosti posledné
zminovanych taxont v§ak nedosahla a tomu odpovida zajem zahradnickych instituci: byly-li ¢inské astry
a aksamitniky opakované podrobovany evaluacnimu srovnavani z hlediska zahradnického, nebo svétlice
z hlediska hospodaiského vyuziti, ostalky byly dosud hodnoceny jen zbézné v nékolika malo znacich
(SLOAN & HARKNESS, 2004). Se zachranou mizejiciho genofondu domacich kvétinovych odrud
v rdmci Ndrodniho programu konzervace a vyuziti genofondu vyvstava proto potieba jejich podrobnéjsi
deskripce o to naléhavé;ji.

Vyvoj deskriptorii pro rod Zinnia

Na zahradnické fakulté Mendelovy zemédé€lské a lesnické univerzity v Brné jsou desitky odrad rodu
Zinnia udrzovany v ramci zachrany genofondu zanikajicich odriid. Dochované pivodni ¢eské odridy jsou
postupné dopliiovany srovnavacim materidlem ze zahrani¢i a v této souvislosti je absence deskriptort
zvlast’ pocitovana.

S prihlédnutim ke stavajicim deskriptorim pro rody Carthamus (ASHRI et al., 1980; HOFBAUER et
al., 2001) a Callistephus (UHER & NOVAKOVA, 1997) bylo proto (spolu s navodem k upiesnéni feno-
logickych zaznami) na podkladé viceletého sledovani kolekci pfedbézné navrzeno 28 morfologickych
deskriptorti k podchyceni habituelnich dat a morfologie vegetativnich i generativnich organi. Po praktic-
kém ovéfeni v dal§im sledovani udrzovanych kolekci (NECASOVA, 2001) byly navrzené deskriptory
podrobeny kritické revizi; po této zlistava 26 prepracovanych morfologickych deskriptort, které¢ byly
s ohledem na kompatibilitu s klasifikatory vydanymi diive v edici EVIGEZ upraveny do nize predstavené
podoby. Pasportni data byla pro veskeré plodiny publikovana separatné (ROGALEWICZ et al.,1989) a
v deskriptorech proto zahrnuty nejsou. Jakkoli se vSak navrhované deskriptory vysoce osvédcily
v mapovani znakl u kulturnich hybridd, systematické revize rodu (TORRES, 1963) naznacuji v naSich
kolekcich dosud nepozorované sméry diversibility u planych taxont. Pro posileni univerzalni platnosti
deskriptoru jsou proto nyni soustfed’ovany dostupné nativni druhy, nez(¢astnéné na vzniku hybridnich
odrid, a budou jesté zahrnuty do dal$iho hodnoceni (o¢ekavany jsou dil¢i upravy bez podstatného vlivu
na systém dosavadniho hodnoceni). Pot¢é mohou byt deskriptory pfipraveny pro dokumentaci v ramci
koncepce Narodniho programu konzervace a vyuziti rostlinnych genetickych zdroju.

Uznani a podékovani
Deskriptory byly vyvijeny za podpory projektu Mze CR E - 97/01 - 3160 - 0200 (Konzervace a vyu-
ziti genofondu teplomilnych ovocnych dievin, révy vinné, vytrvalych zelenin a okrasnych rostlin).
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7. UHER, J. - NOVAKOVA, A.: Study on the descriptors of Callistephus chinensis NEES. Biological
and technical development in horticulture (Proc.International Hortic.Sci.Conference) 362 (9.-
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EVIGEZ ¢islo znak stupnice hodnoty (scale) poznamka
¢. znaku znaku | (descriptor) (values) (note)
1. morfologické znaky / morphological descriptors
1.1 habituelni znaky / whole plant character
1 1.1.1 habitus rostliny plant | 1 vpfimeny 1 erect
habit 2 vystoupavy 2 prostrate
2 1.1.2 vyska rostliny 1 velmi nizka do 0.2 m 1 very low k pocatku
plant height (m) 3 nizka 02-04m 3 low kveteni
5 primérna 04-0.6m 5 intermediate (beginning
7 vysoka 0.6-0.8m 7 high of flowering)
9 velmi vysoka 0.8 m a vice 9 very high
3 1.1.3 lokalizace vétveni 0 nevétvena 0 no branches
branch pattern 1 pievazujici 1 predominantly
bazalni vétveni basal branches
2 vétveni od 2 branches from
baze k vrcholu base to apex
3 v hornich dvou 3 on upper two
tietinach thirds of plant
4 jen ve svrchni 4 on upper third
tieting of plant only
4 1.1.4 uhel vétveni 1 do 20° 1 to 20°
branch angle 2 20°-40° 2 20°-40°
3 40°a vice 3 40°0r more
5 1.1.5 barva stonku 1 zlutozelena 1 yellowish-green
stem color 2 temné zelend 2 soft green
3 anthokyanové zabarveni 3 reddish-green
6 1.1.6 pocet internodii na 3 nizky vyZzaduje 3 low k pocatku
terminalu 5 prumérny sledovani 5 intermediate kveteni
terminal stem inter- 7 vysoky SirSiho sorti- | 7 high (beginning
node number mentu of flowering)
1.2 znaky v olisténi / leaf character
7 1.2.1 tvar listu 1 linearni 1 linear
leaf shape 2 uzce elipCity 2 narrow elliptic
3 kopinaty 3 lanceolate
4 ostie vejCity 4 sharp ovate
8 1.2.2 okraj listu 1 hladky 1 glabrous
leaf margin 2 jemné pytity 2 pilose
3 drsné pyftity 3 hispid
4 §tétinaty 4 strigose
9 1.2.3 odeéni listu 1 lysy 1 glabrous
leaf pubescence 2 7laznaty 2 glandular
3 jemng€ pyfity 3 pubescent
4 vinaty 4 tomentose
5 drsné pyftity 5 hirsute
5 Stétinaty 6 strigose
10 1.2.4 zbarveni Cepele 1 Zlutozeleny 1 yellowish-green

leaf blade color

2 syté zeleny
3 Sedozeleny
4 Cervenozeleny

2 soft green
3 greyish-green
4 reddish-green

1.3 kvétenstvi / inflorescence

11 1.3.1 tvar uboru 1 cylindricky 1 narrowly cylindric
head shape 2 uzce zvonkovity 2 narrowly campanulate
3 Siroce zvonkovity 3 broadly campanulate
4 hemisfericky 4 hemisphaerical
12 1.3.2. velikost uboru 1 drobny alternativné: 1 small six head average
head size (mm) 2 stredni prumér z 6 2 moderate
3 veliky uborti 3 large
13 1.3.3. pocet tibort 1 nizky alternativné: 1 low six head average
heads number 2 stfedni pramér z 6 2 intermediate
3 vysoky uborl 3 high
14 134 listeny zakrovu 1 podlouhlé 1 oblong
involucral bracts 5 vejcité 2 ovate
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(phyllaries) 3 ovalné 3 elliptic
4 opakvejcité 4 obovate
15 135 okraj listenu 1. celistvy 1 entire
phyllaries margin 2. roztfepeny 2 erose
16 1.3.6 pigmentace 1 bez pigmentace 1 none
obvodu listenu 2 slamové zluta 2 yellowish

summit band
color

3 hnédopurpurova
4 odbarvena

3 brownish-purple
4 discoloured

1.4 zakladni kvétni data / basic flower data

17 1.4.1 ubor - kategorie 1 simplices 1 simplices
head - class 2 semipleni 2 semipleni
3 pauciseriati 3 pauciseriati
4 imbricati 4 imbricati
5 revoluti 5 revoluti
6 subundulati 6 subundulati
18 142 pocet paprski pramér z Sesti iborti six heads average
rays number
19 143 tvar paprsku 1 linedrni 1 linear
ray shape 2 vejcity 2 ovate
3 ovalny 3 elliptical
3 opakvejcity 4 obovate
20 144 barva paprskt dle tabulek RHS RHS table
ray basic color
21 1.4.5 kresba paprski dle tabulek RHS RHS table
ray second. color
22 1.4.6 stalost zbarveni
color fastness
23 1.4.7 povrch paprsku 1 hladky 1 flat
ray texture 2 zebernaty 2 ribbed
24 1.4.8 zbarveni disku dle tabulek RHS RHS table

disc flower color

(v ptipad€ nedostupnosti §1)

(alternative: §1)

1.5 nazky / cypsellas

25 1.5.1 zbarveni nazek 1. slamova 1. straw-coloured
color of cypsellas 2. svétle hnéda 2. pale brown
3. hnédopurpurova 3. brown-purple
4. Cernopurpurova 4. black-purple
26 1.5.2 pocet nazek pramér z Sesti ubort six heads average

cypsellas number

2. biologické znaky / biological descriptors

27 2.1.1 pocet dni do vzejiti
days to emergence

28 2.1.2 pocet dni do pocatku od vzchazeni
vétveni from emergence
days to branching

29 2.1.3 pocet dni do kveteni od vzchazeni do
days to flowering 10% kv. rostlin

from emergence
30 1.1.4 pocet dni do zralosti od vzchazeni do

nazek
days to seeds matu-
rity

10% kv. rostlin
from emergence

3. citlivost vuéi chorobam a $kiidcim / diseases and pests susceptibility

scored on a scale 1-3, with disease or pest specified where: 1. low susceptibility, 3. high susceptibility

3.1 viry a fytoplasmatické nakazy / virus and phytoplasma diseases

3.2 chromistalni a houbov¢ patogeny / chromista and fungal diseases

3.3 zivocis$ni skudci /pests

(=g
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GENOFOND OSTALEK (ZINNIA DARWINII HAAGE & SCHMIDT).
2. HODNOCENI DOMACICH ODRUD
GENEPOOL OF ZINNIA CULTIVARS (ZINNIA DARWINII HAAGE &
SCHMIDT). 2. EVALUATION OF INLAND VARIETIES

Jiti UHER - Regina NECASOVA

18 varieties of Zinnia with imbricate head pattern were evaluated of thirty morphological and phenologic characters,
and of flower keeping properties. Only few of the characters does appear linked: most notable seems correlations
within leaf blad size and days to flowering. No correlations between plant height and days to flowering were re-
corded. “Small-flowered” cultivar group begin to flowering at earliest. Heads of major part of “Oklahoma” cultivars
were more small as originally described, and may be compared with “Small-flowered” varieties. “Dahliaeflora” culti-
var groups have largest flowers of slight improved keeping properties.

Keywords: zinnias, varieties, morphology, phenology, evaluation, correlations; Zinnia darwiniana

Uvod

Ostalkam (Zinnia darwiniana HAAGE & SCHMIDT) se v porovnani s jinymi kvétinaisky vyznam-
nymi therofytnimi letnickami co do hodnoceni odridové typickych znakl dostalo jen malo pozornosti:
zatimco Cinské astry nebo aksamitniky byly evalua¢nimu srovnavani podrobovany opakované z hlediska
zahradnického (MAATSCH & NOLTING, 1971; NOLTING & ZIMMER, 1975; 1981; 1987), nebo svét-
lice z hlediska kvétinaiského (UHER, 1995) i z hlediska hospodaiského vyuziti (ASHRI, 1975; LI et al.,
1993), ostalky byly dosud hodnoceny jen okrajové v nékolika malo znacich (SLOAN & HARKNESS,
2004). V souvislosti se zachranou mizejiciho genofondu domacich kvétinovych odrid v ramci Narodni-
ho programu konzervace a vyuziti genofondu bylo vyhodnoceno prozatim alespori 18 dosud komeréné
nabizenych domacich odrid s ubory typu Imbricati a Pauciseriati v 26 morfologickych a étyfech fenolo-
gickych znacich na zakladé noveé navrhovanych deskriptora.

Material a metodika

Hodnoceny byly rostliny vysévané v letech 2000, 2002 a 2005 vzdy k pocatku 15. kalendainiho tydne
(18°C, dopéstovani sadby min.12°C) ve skleniku a ku konci 20. tydne vysazované na hlinitojilovitych
pudach v hustoté zhruba 1250 rostlin na ar, v klimatickych podminkach stfedoevropského termofytika;
vybrané odridy byly pro zjisténi vlivu zvySujicich se teplot a svételné intenzity na nékteré ze sledovanych
charakteristik ostalek vysévany jesté pfimo na stanovisté koncem 16. a 20. kalendainiho tydne. Sledovany
byly: vyska a habitus rostlin; pocet internodii, zabarveni, lokalizace, uhel a délka vétveni stonku; tvar,
velikost, zabarveni a odéni listl; tvar, velikost a zabarveni vngjsich listent zakrovu; velikost ibord véetné
vysky a Sitky lazka disku; pocet, tvar, textura, barva a kresba paprskii; stalost zbarveni paprski pfi suSeni
(60°C); zbarveni trubkovitych kvitki (v piipadé nedokonale plnych tibort); pocet a zabarveni naZek;
pocet dni od vysevu do vzejiti a od vzejiti do pocatku vétveni, pocatku kveteni a zralosti nazek terminal-
niho uboru. Pro nedostupnost RHS tabulek v dobé hodnoceni barvy paprskovych a trubkovitych kvéta
byla alternativné postavena zjednodusSena stupnice odstinti v pofadi 1: bild; 2: krémova; 3: Zluta; 4: oran-
zova; 5: Sarlatova; 6: rizova; 7. karminova; 8: purpurova; 9: fialovd. Mimo deskriptory byla hodnocena
trvanlivost fezanych kvétenstvi ve vod¢ a v roztoku prodluzujicim trvanlivost kvétt. Zaznamenané hod-
noty byly dosazeny do vzorct pro vypocet korelativnich zavislosti.

Vysledky a diskuse

Jen malo ze sledovanych znakt se ukazalo byt svazano korela¢nimi zavislostmi, k nejvyraznéjsim pat-
fily korelace v barvé trubkovitych a paprskovych kvéti nebo korelace listové plochy a poctu dni do kve-
teni. Prekvapivé vSak nebylo shledano prukaznych korelaci ve vysce rostlin a poctem dni do pocatku
vétveni, stadia viditelného poupéte, kveteni. V Sir§Sim odridovém spektru zlstaly neprokazany téz vztahy
mezi plnosti ubort a typem paprskovych kvéti, formulované rumunskymi autory (SELARU & COSTEA,
1991). Naptic¢ skutecnosti, Ze ostalky jsou fakultativné kratkodennimi rostlinami (ARMITAGE, 1975),
klesal s opozd’ovanim vysevi pocet dni potifebnych do vykveteni (tabulky zaznamenavaji data odpovida-
jici vysadbé rostlin z predpéstované sadby a tedy vysévanych k pocatku 15. kalendainiho tydne) - jako u
jinych therofytti zde mnozstvi srazek a suma teplot hraji nejspiSe srovnatelné vyznamnou roli. VSechny
sledované odridové skupiny se ukazaly byt pirekvapivé heterogennimi - zna¢né rozdily byly u jednotli-
vych odrid série zjiStény v ranosti kveteni, v primérné vysce rostlin, velikosti a plnosti ubort (tedy v
poctu jejich paprskl). Extrémné nevyrovnané se zdaji byt v tomto ohledu odriidy skupin "Oklahoma’” a
v celém sledovani, rozdil byl téméf trojnasobny. Plnost ubori i jejich velikost mize vSak byt ovlivnéna
dobou kvétni iniciace (LIM et al., 2003) a tedy i rozdilnou ranosti riznych odrtid v sérii. Odridy skupiny
"Oklahoma’ byvaji prohlaSovany za nejrané¢jsi v souasném sortimentu, v nasich sledovanich nakvétaly
vSak diive kultivary série "Drobnokvéta’. VéEtSina odriud ve skupiné "Oklahoma’ nedosahla ani obecné
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proklamované velikosti Gibort, zistavaly na trovni domécich odrid skupiny "‘Drobnokveéta’. Velkokvété
kultivary z odridové série "Jitinkokvéta” patii k nejvzristngjSim a prekvapivé dosahly i nejvyssi trvanli-
vosti fezanych kvétenstvi.

Zavér

Navzdory evidentné zanedbavanému udrzovacimu §lechténi obstoji domaci selekce ostalek v porov-
nani s odridami zahrani¢nimi, pfedev§im u skupiny ‘Drobnokvétd” byl v§ak zaznamenan nartist v poctu
nedostateén¢ plnych a poloplnych ubort. Presto zstdvaji odridy této skupiny plné srovnatelné
s odriidami proslulé série "Oklahoma’” (udrzovanymi vSak rovnéz domacimi podniky) a v nékterych zna-
cich je dokonce pred¢i. Pomérné vysoka heterogenita, nestejna kvalita zastoupenych odrid se ukazala byt
vlastni v§em odriidové bohat§im sériim ve sledovani - pfi¢in v§ak mtze byt vice a vyZaduji dalSich sledo-
vani.

(Hodnoceni sledovanych odrid probihalo za podpory projektu Mze CR E - 97/01 - 3160 - 0200).
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Pivod sledovanych odrud a vysvétlivky ke kodum v tabulkach 1-4:

Drobnokvétd - Semena Veleliby a.s. (35: Rijen, 36: Cerven, 37: Zati, 38: Kvéten, 39: Bila, 40: Siroveé
Zluté)

Oklahoma - Cerny, Jaromét (41: Sarlatova, 42: Lososova, 43: Riizov4, 56: Ivory, 57: Zlatozluta, 69: Bila)
Jitinkokvéta - Semena Veleliby a.s (12: Julka, 14: Tm.Cervena, 15: Oranzova, 16: Zluta, 17: Bila, 70:
Rizova)
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Tabulka 1: Piehled vybranych charakteristik u sledovanych odriid ostalek (deskriptory 1-7)

| skupina L ked ||t J[ 2 J[ 3 [[ 4 | s [ 6 |[ 7 |
| Drobnokvéta || CZE35zD || 1 || 052 || 2 || 2 || 3 || 6 || 4 |
[ Drobnokvéta || CzE36zD |[ 1 || 052 [ 1 [ 2 [ 3 [ 4 || 4 |
| Drobnokvéta || CZE37.ZzD || 1 || 046 || 1 || 23 || 3 |[ 3 || 4 |
[ Drobnokvéta || czeE38zD |[ 1 || os1 [ 1 [ 2 [ 3 [ 4 || 4 |
| Drobnokvéta || CZE39.zD || 1 || 053 [ 1 || 2 || 1 |[ 5 || 4 |
[ Drobnokvéta || CczE40zD |[ 1 || 056 |[ 1 [ 2 [ 1 [ 5 || 4 |
| Oklahoma | cze41zD || 1 || 044 |[ 2 || 2 || 3 [ 5 || 4 |
[ Oklahoma || cze42zp || 1 [ os0 || 1t || 2 || 3 || 5 | 4 |
| Oklahoma | cze43zD || 1 || 044 |[ 1 || 2 || 3 || 34 || 4 |
[ Oklahoma || czesezD || 1 [ o046 || 1 || 2 || 1 || 5 || 4 |
| Oklahoma | czés7zD || 1 |[ o042 [ 1 || 2 || 1 |[[ 4 || 4 |
| Oklahoma | czeeozD || 1 [ o047 || 1t | 2 || 1t [ 4 | 4 |
| Jitinkokvéta || CZE12.zD || 1 || 054 [ 1 || 2 || 3 |[ 4 || 4 |
[ Jitinkokveta || CczE14zD |[ 1 || 056 [ 1 [ 2 | 3 || 45 || 4 |
| Jitinkokvéta || CZE.15zD || 1 || 054 [ 1 || 2 || 3 |[ 6 || 4 |
[ Jitinkokveta || CczE16zD |[ 1 || o058 [ 1 [ 2 [ 2 || 45 || 4 |
| Jitinkokvéta || CZE17.Z2D || 1 || 046 || 1 || 2 || 2 || 6 || 4 |
[ Jitinkokveta || CczE70ZD |[ 1 || o060 [ 1 [ 2 [ 3 [ 4 || 4 |
| Scabiosaeflora || CZE.13.Z2D || 1 || 054 |[ 1 || 2 || 3 [ 5 || 4 |
[ Scabiosaeflora || DEU.71.ZD || 1 | os8 |[ 1 || 2 [ 3 || 5 || 4 |

[ skupina [l kod I8 [ 9 | 10 || 11 || 12 |[ 13 || 14 |
| Drobnokvéta || CzE35zD || 3 || 3 || 1 || 4 || 623 || 46 || 2 |
[ Drobnokvéta || Cze36zD || 3 || 3 || 2 |[ 4 [ 563 || 52 || 2-3 |
| Drobnokvéta || CZE37.ZzD || 3 | 3 [ 4 || 4 | 491 | 42 || 2 |
[ Drobnokveta || cze38zD || 3 |[ 3 || 2 |[ 4 [ s16 || 38 |[ 3 |
| Drobnokvéta || CZE39.zD || 3 | 3 [ 2 || 4 ][ 683 || 42 || 23 |
[ Drobnokvéta || cze40zD || 3 || 3 || 2 || 4 [ 525 || 45 || 3 |
| Oklahoma |l czé41zDp || 3 || 3 || 2 [ 4 [ 540 [ 51 || 3 |
[ Oklahoma || cze42zD || 3 || 3 [ 4 || 4 || 466 || 50 || 2-3 |
| Oklahoma || cze43zD || 3 || 3 [ 4 || 4 || 468 || 49 | 2-3 |
[ Oklahoma || czesezD || 3 || 3 [ 2 || 4 || 424 || 36 || 3 |
| Oklahoma |l czes7zp || 3 || 3 [ 2 || 4 | 618 || 52 || 3 |
[ Oklahoma || czee9zD || 3 || 3 [ 2 || 4 | 615 |[ 51 || 23 |
| Jitinkokveta || czE.12.zD || 3 [ 3 || 2 || 4 || 878 || 38 || 3 |
[ Jitinkokveta || CczE14zD || 3 [ 3 || 4 |[ 4 [ 95 || 35 || 3 |
| Jitinkokveta || czE.15zD || 3 [ 4 || 4 || 4 |[ 803 |[ 32 || 2 |
[ Jitinkokveta || CczE16zD || 3 || 4 || 2 || 4 || 83 || 36 || 2 |
| Jitinkokvéta || CZE17.zD || 3 || 4 || 2 || 4 | 792 || 39 || 2 |
[ Jitinkokveta || cz70zD || 3 || 4 || 4 || 4 || 83 || 32 || 3 |
| Scabiosaeflora || CZE.13.Z2D || 3 || 3 || 4 || 4 | 526 || 56 || 3 |
| Scabiosaeflora || DEU.71.ZD || 3 | 3 [ 4 || 4 ][ 580 | 52 || 3 |
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Tabulka 3: Piehled vybranych charakteristik u sledovanych odriid ostalek (deskriptory 15-21)

| skupina Il kod [ 17 | 18 [ 19 [ 20 [ 21 [ 22 || 23 |
| Drobnokvéta || CZE35zD || 4 || 92 || 3 || 6 [ o | 3 |[ 1 |
[ Drobnokvéta || CzE36zD || 4 || 70 || 3 || 9 || o |[ 3 || 1 |
| Drobnokvéta || CZE37.2D || 4 || 77 || 3 || 3 [ o | 4 |[ 1 |
[ Drobnokvéta || CzE38zD || 4 || 50 || 3 || 6 || o |[ 3 || 1 |
| Drobnokvéta || CZE39.ZzD || 4 || 144 || 3 || 1 |[ o | 4 |[ 1 |
[ Drobnokvéta || CzE40zD || 4 || 112 || 3 || 3 || o |[ 3 || 1 |
| Oklahoma | czé41zD || 4 || 121 || 3 || 5 [ o |[ 3 |[ 1 |
[ Oklahoma || cze42zD || 4 || 65 || 3 || 6 [ o | 3 || 1 |
| Oklahoma | cze43zD || 4 || 125 || 3 || 6 |[ o |[ 3 |[ 1 |
[ Oklahoma || czesezD || 4 || & | 3 || 2 [ o | 4 || 1 |
| Oklahoma | czés7zD || 4 || 118 || 3 || 3 [ o |[ 3 |[ 1 |
[ Oklahoma || czee9zD || 4 || 73 | 3 || 1 [ o | 4 || 1 |
| Jitinkokvéta || CZE12ZzD || 4 || 96 || 3 || 3 [ o | 3 |[ 2 |
[ Jitinkokveta || CzE14zD || 4 | 106 || 3 || 5 || o |[ 3 || 2 |
| Jitinkokvéta || CZE15zD || 4 || 75 || 3 || 4 || o | 3 |[ 2 |
| Jiinkokvéta || czEde6zD || 4 | 104 [ 3 || 3 || o [ 1 ] 2 |
| Jitinkokvéta || CZE17.ZzD || 4 || 8 || 3 || 1 |[ o | 4 |[ 2 |
[ Jitinkokveta || CczE70ZD || 4 || 106 || 3 || 6 || o |[ 1 || 2 |
| Scabiosaeflora || CZE.13.Z2D |[ 3 || 32 || 3 || e [ o [ 1 |[ 2 |
| Scabiosaeflora || DEU.71.ZD || 3 || 36 [ 3 || e || o [ 1 ] 2 |

[ skupina [l kod | 24 || 25 || 26 || 27 || 28 |[ 29 || 30 |
| Drobnokvéta || CZE35zD || 8 || 2 || 63 || 4 |l 56 || 75 | 131 |
[ Drobnokveta || CzE36zD || 8 [ 1 |[ 52 [ 4 || s6 || 66 || 134 |
| Drobnokvéta || CZE37.zD || 8 || 1 | 72 || 4 | 52 || 8 | 134 |
[ Drobnokveta || CzE38zD || 8 [ 1 || 8 [ 4 | 54 || 62 || 136 |
| Drobnokvéta || CZE39.zD || 1 || 1 | 68 || 4 | 58 || 72 | 128 |
[ Drobnokvéta || Ccze40zD || 3 [ 1 |[ 358 [ 4 | 58 || 67 || 136 |
| Oklahoma || cze41zDp || 8 || 1 || 52 [ 4 || 62 || 88 || 122 |
[ Oklahoma || cze42zD || 8 || 2 || 66 || 6 || 58 || 78 || 136 |
| Oklahoma || cze43zD || 8 || 2 || 62 || 4 || 56 || 70 || 136 |
[ Oklahoma || czesezD || 2 || 1 || 56 || 4 || 60 || 78 || 139 |
| Oklahoma || czes7zp || 3 | 2 || 46 || 4 || 55 || 6 || 126 |
[ Oklahoma || czEe9zD || 1 || 1 || 58 || 4 || 52 || 70 || 136 |
| Jifinkokvétda || czE.12.zD || 8 || 2 [ 42 || 4 | 62 || 94 | 149 |
[ Jitinkokveta || czE14zD || 8 [ 2 |[ 50 [ 4 || 62 || 75 || 125 |
| Jitinkokveta || czE.152D || 8 || 2 || s6 || 4 || 60 || 86 | 139 |
| Jifinkokvéta || CzE.16zD || 8 || 2 || 44 || 4 | e2 || 84 | 147 |
| Jitinkokvéta || CZE.17.ZzD || 8 || 2 || 36 || 4 || 76 || 76 || 134 |
[ Jitinkokveta || cze70zD || 8 || 1 || 52 [ 4 | s8 || 75 || 131 |
| Scabiosaeflora || CZE.13.ZD || 8 || 1 || 48 || 4 || 54 || 66 || 124 |
| Scabiosaeflora || DEU.71.ZD || 8 || 1 || 62 || 6 || 54 || 64 || 124 |
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DIVERZITA MORFOLOGICKYCH ZNAKOV JARNEHO JACMENA
DIVERSITY OF MORFOLOGICAL TRAITS IN SPRING BARLEY

Michaela BENKOVA - Maria ZAKOVA - Jan KRAIC

This study was conducted to assess the impact of breeding on morfological traits of spring barley cultivars and to
identify the related changes in plant characteristics. A set of 106 spring barley genetic resources of Slovak origin and
former Czechoslovakia origin was tested on experimental basis of RIPP in 2004-2005 to characterize variability of
the accessions based on morphological data using multivariate analyses. The multivariate analyse (PCA) was
utilised for the evaluation of our collection too. PCA based on morphological traits divided the whole collection in
the two groups corresponding to the two different periods (1900-1971 and 1972-2003). The study revealed the
existence of variability among periods and separated accessions with the most different morfological characters in
individual period. Significant breeding progress was observed especially for plant height.

Key words: spring barley , variation, evaluation, PCA analysis

Uvod

Pri $tadiu historického vyvoja jarného jaémena na uzemi byvalého Ceskoslovenska zistime, Ze skoro
vSetky domace sladovnicke odrody boli vysledkom rekombinacii vlastnosti pévodnych krajovych odrod.
Hanacky jaémen ovplyvnil rozhodujicim spdsobom Slachtenie a vyvoj pestovania sladovnickeho
jaémena v celej strednej Europe. Okrem dobrej produktivnosti a kvality sa vyznacoval jemnej$im zrnom
a steblom, ktoré bolo nachylné na poliehanie; vySSou rastlinou s rychlym odnozovanim; typickym
hackovanim klasov pri dozrievani, vyznacujicim sa jemnymi dlhymi osinami; zvlast dlhym tvarom zrna
(okrem Kneiflovho jaémena) a jemnou vraskovanou plevou. LEKES (1997) na zaklade analyzy
genealdgie doméacich odrdd vzniknutych od zaciatku Sl'achtenia aZz po sucasnost’ na naSom tzemi urcil
rozhodujtice vplyvy na Slachtenie sladovnickeho ja¢mena. V rokoch 1900-1929 sa zacalo s krizenim
odrod vzniknutych individualnym vyberom z krajovych odrdd. Proskowetzcom vyslachtend a viac ako 70
rokov vylepSovana hanacka krajova odroda nemé vo svetovom sortimente sladovnickeho ja¢mena ako
Slachtitel'sky a geneticky vychodzi material pre svoju cennost’ a mnozstvo z nej vyslachtenych odrod
obdoby. V 30.-40. rokoch sa veI'mi ¢asto pouzival do krizenia Kneifltiv jacmen, predstavitel’ plnozrnného
buclatého typu a neskdr dlhosteblova intenzivna odroda Valticky. Od roku 1965 dochadza k aplikacii
naro¢nych §lachtitel'skych metdd. Najvyznamnej§Sim tspechom v tomto obdobi bolo vyslachtenie
kratkosteblovej vysokoproduktivnej odrody Diamant, vzniknutej metddou mutagenézy. Na zaklade tejto
odrody vznikala séria kratkosteblovych odrdd tzv. Diamantova rada (1972-1985). Od roku 1986 vznikali
vysokoproduktivne kratkosteblové odrody, ktoré spiiiajii podmienky intenzivneho pestovania.

Cielom prace bolo zhodnotenie variability jacmena siateho, formy jarnej v povodnom a sucasnom
genofonde, z hladiska fenotypového prejavu a poskytniit’ obraz o zmenach morfotypu pocas jeho vyvoja
od roku 1900 azZ po dnes.

Material a metody

Genofond jarného ja¢mena bol vysiaty v lokalite Borovce, ktora sa nachadza v kukuri¢nej vyrobnej
oblasti. Hodnoteny material predstavuje 106 genotypov jamena jarnej formy, pestované, resp. povolené
na tzemi byvalého Ceskoslovenska od roku 1900 aZ po su¢asnost. Zhromazdeny subor 106 genotypov
jarného jacmena sme rozdelili do Siestich Casovych obdobi vyvoja selekcie jaémena, ktoré boli
ovplyvnené rozhodujicimi donormi (LEKES, 1997): 1. genotypy z rokov 1900-1926 (krajové hanacke
populécie) s po¢tom 14; II. genotypy z rokov 1933 - 38 (obdobie Valtického jaémena) — 13; II1. genotypy
z rokov 1946 - 1964 (odrody vzniknuté po roku 1946) — 16; IV. genotypy z rokov 1965 - 1971 (obdobie
Diamantu) — 8; V. genotypy z rokov 1972 - 1985 (Diamantova rada) — 19 a VI. genotypy z rokov 1986 -
doteraz (kratkosteblové odrody), s po¢tom 36.

Subor genotypov bol vysiaty vrokoch 2004-2005 do maloparcelkovych pokusov, v troch
opakovaniach v zndhodnenych blokoch na parcelky velkosti 2,5 m’ Hodnotil sa v znakoch
morfologickych podla prislusného klasifikatora (LEKES et al., 1996; IPGRI, 1994). Sledovali sa znaky:
chipkatost’ brusnej ryhy na zrne (BR), vyska rastliny (VR), dizka horného internédia (ID), vyskyt jazycka
(J), dizka (KD) a farba klasu (FK), postavenie klasu (KP), typ klasu (KT), tvar klasu (KTV), druhy horny
list-dizka (LD), druhy horny list-sirka (LS), farba listu (LF), postavenie vlajkového listu (LP),
antokyanové sfarbenie $piciek osin (OA), dizka osiny v porovnani na klas (OD), intenzita sfarbenia
$pi¢iek osin (OI), chipkatost’ listovej podvy (PCh), farba stebla (SF), dizka chipkov stetitky na zrne
(STD), tvar trsu (TTV), antokyanové sfarbenie usiek vlajkového listu (UA), velkost usiek vlajkového
listu (UV), farba zrna (ZF), plevnatost’ zrna (ZP) a tvar zrna (ZT). Vysledky boli zhodnotené Statistickymi
analyzami ANOVA, analyzou hlavnych komponentov (PCA) (HOTELLING,1993), ktoré su sucastou
roznych Statistickych balikov, SPSS 8.1 a STATGRAPHIC.
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Vysledky a diskusia
Variabilitu kvalitativnych a kvantitativnych morfologickych znakov sme sledovali v celom subore,
ako aj v ramci jednotlivych obdobi vzniku.

Hodnotenie kvalitativnych morfologickych znakov s bodovym ohodnotenim

Pri analyze morfologickych znakov s bodovym ohodnotenim, v siibore rozdeleného do jednotlivych
obdobi sme zistili, ze niektoré znaky boli v celom subore pri jednotlivych genotypoch rovnaké. Boli to
znaky: chipkatost’ listovej posvy, typ klasu, tvar klasu, plevnatost’ zrna a chikatost’ brugnej ryhy. Vietky
hodnotené genotypy boli bez chipkov na posve, mali dvojradovy typ klasu, ihlanovity tvar klasu a
plevnaté zro s chipkatou brusnou ryhou, preto sme tieto znaky d’alej neanalyzovali. Variabilitu znakov
s bodovym ohodnotenim sme zaznamenali pri ostatnych sledovanych znakoch. Najvacsiu variabilitu sme
zaznamenali pri znakoch farba listu (LF), farba stebla (SF) a farba klasu (KF). Tvar trsu (TTV) ma vacsiu
variabilitu v poslednom obdobi, ¢o je zrejme zapri¢inené vplyvom réznorodosti genotypov vstupujucich
do krizenia pri vzniku genotypov v tomto obdobi. Vyskyt jazycka (J), je pri jacmeni dolezity popisny
znak. V nasom subore sa vyskytoval pri viac ako polovici genotypov. Antokyanové zafarbenie uSiek
(UA) sa vyskytovalo iba v poslednych dvoch obdobiach, od roku 1972 a to vo ve'mi malom pocte.
Podobne vzpriamené a polovzpriamené postavenie klasu (KP) sa vyskytovalo len od roku 1965.
Antokyanové zafarbenie osin (OA) sa vyskytovalo v kazdom obdobi pri vdcSej polovici genotypov. Na
prejav tohto znaku vplyvala zrejme krajova odroda Valticky, ktora sa vyznaCovala typickymi
ngéervenanymi osinami. Vo vsetkych obdobiach prevazoval polodlhy tvar zrna (ZT), teda zrno strednej
dlzky.

Hodnotenie kvantitativnych morfologickych znakov

Analyzou morfologickych kvantitativnych znakov (tab. 1) pri genotypoch rozdelenych do 6 obdobi
svojho vzniku sme zistili vy$8iu variabilitu pri znakoch $irka listu (LS) 10,9-19,9% a dizka horného
internédia (ID) 11,0 — 18,4%. Statisticky preukazné rozdiely (P<0.05) priemerov znakov medzi
obdobiami preukazali znaky: vyska rastliny (VR), dizka horného internodia (ID) a dizka klasu (KD).
Rozdiely priemerov tychto znakov sme zaznamenali medzi prvymi tromi obdobiami [1900-1964]
a obdobim V. a VI. [1965 — 2003]. Pri znaku dizka horného interndia sa priemery tvrtého obdobia, tzv.
obdobia vzniku Diamantu [1965-1971] odliSovali od prvého a Siesteho obdobia, ¢o dokazuje, Ze toto
obdobie bolo pre dizku horného internédia prelomovym.

Tabul’ka 1: Zakladné Statistické charakteristiky kvantitativnych znakov a preukaznost™
jednotlivych obdobi vzniku genotypu

LD LS VR ID KD
Obdobie Po¢.GZ | Znaky (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
priemer | 2138 11,7 866> 253,5%° 95,2°

L 14 min 190,0 9,0 768 182,8 86,6
1900-1929 max 241,0 14,0 979 2924 104.,8

v % 12,7 12,6 7,45 11,0 6,4

priemer | 2209 11,8 9027 2456 96,3°

I1. 13 min 190,0 9,0 847 188.4 86,4
1930-1940 max 293,0 16,0 980 291,6 109,2

v % 12,1 18,8 4,29 12,9 7,4

priemer | 2180 113 864° 2353% 93,7°

1I1. 16 min 180,0 10,0 737 159,2 76,1
1944-1964 max 2930 14,6 927 304,8 111,6

v % 8,6 10,9 4,98 18,4 8,2

priemer 221,6 12,4 856" 214,7' 91,5

1v. 3 min 195,0 10,0 807 173,8 76,3
1965-1971 max 292,0 16,0 903 2354 105,7

v % 14,4 19,5 4,15 10,1 9,3

priemer 207,3 12,0 78712346 196,2'% 88,7

V. 19 min 172,0 9,0 722 164,8 78,7
1972-1985 max 252,0 15,0 862 241,0 102,6

v % 8,6 13,7 4,73 10,2 74
priemer | 209,5 11,8 730'% 1797 83,87

VL 36 min 176,0 7,0 557 139,0 70,7
1986-2003 max 271,0 17,0 842 2328 1044

v % 10,7 19,9 7,67 10,8 9,2

priemer 2113 11,8 810 2115 89,8

L-VI. 106 min 172,0 7,0 557 139,0 70,7
Cely subor max 293,0 17,0 980 304,8 111,6

v % 10,9 16,6 11,26 18,7 9,7

* horny index 1-6 oznaduje, 7ze priemer v danom obdobi sa Statisticky vyznamne 1i8i (P<0,05) od
priemerov v obdobiach I.-VI.
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Pri hodnoteni zmien znakov v jednotlivych obdobiach sme zistili, Ze znak Sirka listu (LS) sa nemenil
vobec, alebo len minimalne. Naopak pri znaku dizka klasu, dizka horného interndia a vyska rastliny sme
zaznamenali klesajiicu tendenciu (graf 1). Rozhodujuci vplyv na skratenie horného internddia a zaroven
vysky rastliny, ktoré mali subeznu klesajiicu tendenciu mal vznik odrody Diamant (1965) a na zaklade nej
vzniknuté odrody tzv. ,,Diamantovej rady* [1972 — 1985], ktorych vyska stebla sa skratila v porovnani s
povodnymi genotypmi az o §tvrtinu (LEKES, 1997). V hodnotenom stbore bola najvyssia priemerna
odrodach [1986-2003] a to 730 mm. Obdobie ,,Valtického jaémena“ zahriuje dlhosteblové intenzivne
odrody, ktoré sa vyznacovali vybornou sladovnickou kvalitou, ale zna¢ne polichaju. Maximalnu

predstavuje 74 mm zniZenie za priblizne 100 rokov. NajdlhSie horné interndédium 304,8 mm pocas
sledovanych rokov mal genotyp Vigla§sky polojemny [1958] a najkratSie (139 mm) genotyp Ludan
[2002].

Graf 1: Vyvoj zmien morfologickych znakov Graf 2: Vyvoj zmien morfologickych znakov
vySka rastliny a dlzka horného internédia dlzka klasu a dlzka listu
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Najviacsiu priemerna dizku klasu (96,3 mm) mali genotypy zobdobia Valtického [1930 — 1940]
a najmensiu (83,8 mm) genotypy z obdobia rokov 1986 — 2003 (tab.1, graf 2). Najdlhsi klas v priebehu
sledovanych rokov (111,6 mm) mal genotyp Diosecky 802 (1946) a najkratsi (70,7 mm) genotyp Akcent
(1992). Analyzovanim suboru sme zistili, Ze priemerna dizka klasu medzi prvym a poslednym obdobim
poklesla o 13 mm. Podobnt, ale nie tak vyrazni tendenciu sme zaznamenali aj pri znaku dizka listu (Graf
2), ktora sa vyrazne skratila v obdobi vzniku Diamantu a v obdobi Diamantovej rady (1965 — 1985).
Podobné vysledky boli zistené pri psenici, kde porovnavanim modernych a starSich odréd preukazali
moderné odrody v priemere kratsie listy ako starsie odrody (UZIK, ZOFAJOVA, 2003).

Hodnotenie morfologickych znakov kvantitativnych PCA analyzou

Analyzou hlavnych komponentov - PCA sme zistili, Ze variabilita vybranych morfolologickych
znakov v subore je sustredena do dvoch komponentov, ktoré tvoria 70,23% celkovej variability. Prvy
komponent pozitivne koreloval so znakmi: vyska rastliny (VR), dizka horného internddia (ID) a dizka
klasu (KD) a prispieval 44,05% k celkovej variabilite. Tieto znaky sa vyznacovali najvé¢Sou variabilitou.
Druhy komponent pozitivne koreloval s dizkou (LD) a Sirkou (LS) druhého horného listu a prispieval
26,18% k celkovej variabilite (tab. 2, tab. 3).

Tabul’ka 2: Celkovy rozptyl v komponentoch Tabul’ka 3: Matica komponentnych skore

Komponent | % rozptylu [Kumulované % Kom;ionent Kom;;onent
1 44,05 44,05 VR 911 079
2 26,18 70,23 D 850 1060
3 14,51 84,74 KD 754 -.085
5 4,85 100,00 D 09 705

Obrazok 1: znazornuje rozmiestnenie 106 genotypov jaémena na prvych dvoch hlavnych komponentoch.
Genotypy sa rozlozili vzh'adom k dvom komponentnym osiam tak, ze m6zeme nacrtnit’ dve skupiny, z
ktorych prva zahrfiuje genotypy vzniknuté vacsinou v obdobi rokov 1900 — 1971 [I. — IV. obdobie],
vyznacujuce sa vys§im vzrastom a druhu skupinu tvoria genotypy vzniknuté vaésinou v obdobi rokov
1972 — 2003 [V. — VI. obdobie] a boli nizSieho vzrastu s krat§im klasom. Genotypy IV. obdobia, tzv.
»obdobie vzniku Diamantu® sa nachadzaju na spolo¢nej hranici tychto skupin, o potvrdzuje ich vyznam
pri tvorbe nového kratkosteblového morfotypu.
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Obrazok 1: Rozmiestnenie 106 sledovanych genotypov na prvych dvoch hlavnych komponentoch
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Komponent 1

Zaver

Analyza genotypov ukazala vysoko preukazny vplyv obdobia vzniku genotypov, resp. vplyv
slachtitel'ského procesu na variabilitu sledovanych morfologickych znakov. Vysledky analyzy hlavnych
komponentov ukazali, Ze najvacSou variabilitou prispievali k celkovej variabilite suboru znaky: vyska
rastliny (VR), dizka horného internédia (ID) a dizka klasu (KD). Genotypy sa separovali vzhladom
k dvom komponentnym osiam na dve skupiny, z ktorych prva zahriiuje genotypy vzniknuté vacsinou v
obdobi rokov 1900 — 1971 [I. — IV. obdobie], vyznacujice sa vy$Sim vzrastom a druht skupinu tvoria
genotypy nizSieho vzrastu s krat$im klasom, vzniknuté vacsinou v obdobi rokov 1972 — 2003 [V. — VL.
obdobie]. Genotypy pochadzajice z ,,obdobia vzniku Diamantu® sa nachadzaju na spolo¢nej hranici
tychto skupin, ¢o potvrdzuje ich vyznam pri tvorbe nového kratkosteblového morfotypu jacmena.
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KVALITATIVNE UKAZOVATELE AKO SELEKCNE KRITERIUM PRI
TVORBE GENETICKYCH ZDROJOV PSENICE
QUALITY INDICATORS AS SELECTIVE CRITERION FOR CREATING
OF WHEAT GENETIC RESOURCES

Andrea HANKOVA'- Edita GREGOVA?

Cereals are important source of proteins, they have wide exertion in food and also non-food industry. Wheat storage
proteins (gliadins, glutenins) are the main components of gluten, which is the main contributor to the bread-making
properties of wheat flour. In research work were used populations with HMW-Glu subunits 17+18 and 13+16, which
contribute to the bread-making quality. At the base of the results of analyses were selected to the breeding program
homozygous individual, in which were evaluated Glu-score and health condition..

Key words: winter wheat, bread-making quality, HMW glutenin subunits

Uvod

PSenica patri na Slovensku a v celom svete k najvyznamnej$im zdrojom l'udskej vyzivy. Pri $lachteni
pSenice je potrebné brat’ do uvahy viaceré aspekty, prisposobit’ sa poziadavkam trhu, klimatickym
a podnym podmienkam. V sucasnosti je neustaly dopyt po odrodach s vysokou chlebopekarskou kvalitou,
dobrym zdravotnym stavom a vysokou urodou. Jednou z délezitych informacii pri §lachteni pSenice na
kvalitu je obsah a kvalita zasobnych bielkovin pSeni¢ného zrna, medzi ktoré patria gliadiny a gluteniny.

Zasobné bielkoviny pSenice (gliadiny, gluteniny) st hlavnou zlozkou lepku, ktory vyznamne
ovplyviluje chlebopekarske vlastnosti pSeni¢nej muky. Gluténové proteiny zodpovedaju za vizkoelastické
vlastnosti cesta (BRANLARD et al., 2001). Predikciu chlebopekarskej kvality je mozné uskutocnit’ na
zaklade hodnotenia biochemickej skladby lepkového komplexu, analyzou gliadinov a podjednotiek
gluteninov s vysokou molekulovou hmotnostou, s &im sa stotoziuji viaceri autori (GREGOVA et al.,
2001; SASEK, CERNY, 1996).

Material a metody

V praci boli pouzité linie pSenice letnej formy ozimnej (Triticum aestivum L.), ktoré sme ziskali
krizenim odrdd s netradicnymi génmi pre HMW gluteninové podjednotky. Laboratorne analyzy boli
uskutoénené v laboratoriu BaMB VURV Piestany , polné pokusy boli realizované na VSS Viglas-
Pstrusa.

Do krizenia boli rodicovské odrody vyberané tak, aby aspon jeden zrodiCov mal netradi¢né
vysokomolekularne gluteninové podjednotky (17+18, 13+16), ktoré st ukazovatelmi chlebopekarske;j
kvality. Ziskané zrno F; generacie bolo vysiate ru¢ne v poli, tak isto aj selektované zrna F, generacie.
Selekcia zin F, generacie bola realizovand na zaklade vysledkov analyz HMW-Glu podjednotiek. Fj
generacia bola vysiata formou kmenovych matiek. Pri populaciach ziskanych krizenim robime vegetacné
pozorovania, pri hodnoteni sa pouziva 9-bodova stupnica.

Vysledky a diskusia

V praci bolo pouzitych 18 odrdéd, ktoré boli vyberané na zdklade kvality, zdravotného stavu a
urodnosti. Do kriZenia boli rodi¢ovské odrody vyberané tak, aby aspon jeden z rodi¢ov mal netradi¢né
vysokomolekularne gluteninové podjednotky (17+18, 13+16), ktoré st ukazovatelmi chlebopekarske;j
kvality. Nakrizenych bolo 22 kombinacii.

Zmo F, generacie bolo podrobené analyze na HMW Glu-podjednotky. Z kazdej populacie bolo
analyzovanych 5 zfn, na analyzu bola pouzita len jedna polovica zrna, druha polovica zrna s embryom
bola na zaklade vysledkov analyzy vysiata v poli. Vysiate boli homozygotné jedince, pri ktorych boli
analyzované netradicné HMW Glu-podjednotky. Gluteninové gény sa dedia kodominantne.
Kodominantnost gluteninovych génov aich davkovy efekt v triploidnom endosperme zrna pSenice
umoziuje rozligit genotypy heterozygotné od genotypov homozygotnych v skladbe gluteninov (CERNY,
SASEK, 1996).

Z analyzovanych zfn bolo 45 % homozygotov a55 % heterozygotov. Pri homozygotnych
jedincoch bolo na zaklade vysledkov analyz vyhodnotené Glu-skore. Najvyssie Glu-skore 10 bolo zistené
v 18 pripadoch, ¢o predstavuje 16 % z celkového poctu analyzovanych zin, 2 zrna mali Glu-skére 9,
Glu-skore zistené v 3 pripadoch malo hodnotu 6.

Na zaklade viacerych vyskumov bolo zistené, ze ¢im je vysSie Glu-skoére, tym je véacsia
pravdepodobnost’, Ze odroda bude mat’ chlebopekarsku kvalitu. Pravdepodobnost’ vyskytu odrod s lepSou
chlebopekarskou kvalitou pri nizkom Glu-skore je minimalna. Naopak, pri odrodach s vysokym Glu-
skore moézeme s velkou pravdepodobnostou predpokladat’ vyssiu chlebopekarsku kvalitu, mozu sa vSak
vyskytnit’ aj pripady, kde pekarska akost nebude zodpovedat' vysokej predik¢nej hodnote. Za zdroje
vysokej chlebopekarskej kvality st oznacované odrody s HMW — Glu komplexnymi alelami 1 alebo 2*
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(lokus Glu-1A), 748, 17+18, 13+16 (lokus Glu—1B), 5+10 (lokus Glu-1D) (Gregova et al., 2001). Preto
sa ako najperspektivnejSie javia novoslachtence, ktoré maji Glu-skore 8-10, ¢o vSak nemusi byt
pravidlo. Vo vysSich generaciach pri dostatku osiva budi robené analyzy na pekarenski kvalitu.
Pri F, generacii rastlin bola tiez hodnotena rezistencia proti chorobam (muté¢natka travova, hrdza
pSenicova, Septoria nodorum, fuzarium v klase) zimuvzdornost’ a vyska.
V nasledujucich generaciach budu realizované pozitivne vybery klasovych potomstiev, ktoré buda
analyzované na pekarensku kvalitu.

Tabulka 1: HMW-Glu podjednotky rodi¢ovskych odréd pouzitych pri kriZeni

QOdroda Glu-1A Glu-1B Glu-1D QOdroda Glu-1A Glu-1B Glu-1D
1 1 17+18 5+10 10 0 7+8 5+10
2 2% 7+8 5+10 11 0 6+8 2+12
3 1 20 5+10 12 0 7+8 2+12
4 1 749 5+10 13 0 749 2+12
5 0 7+8 5+10 14 0 7+8 5+10
6 1 7+9 5+10 15 0 13+16 5+10
7 1 17+18 5+10 16 0 17+18 2+12
8 0 749 5+10 17 0 17+18 5+10
9 2% 749 5+10 18 1 17+18 5+10
Zaver

Poznanim gluteninového spektra jednotlivych odréd psenice moézeme efektivne vyberat’ rodicovské
odrody. Aj ked’ hodnota Glu — skoére nemusi vzdy presne zodpovedat pekarskej akosti, je velka
pravdepodobnost’, Ze pri vysokom Glu — skore bude mat’ odroda (linia) vyssiu chlebopekarsku kvalitu.
Utelom tejto prace je ziskat’ kvalitné linie, ktoré budu zaradené do dalicho §Fachtitel'ského procesu za
ucelom vyslachtenia odrdd, ktoré budu svojim zdravotnym stavom, urodou a kvalitou zodpovedat’
poziadavkam pol'nohospodarskej praxe, spracovatel'ov a tiez spotrebitel'ov.
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NUTRICNY A ZDRAVOTNE PREVENTIVNY VYZNAM OVSA NAHEHO
NUTRITIOUS AND HEALTHILY PREVENTIVE VALUE OF NAKED OAT

Peter HOZLAR - Daniela DVONCOVA

The collection of 43 naked oat genotypes was tested in 2004 and 2005 under conditions of potato growing area in
the Research and Breeding Station Viglas-Pstrusa (VSS Viglas-Pstrusa) on chosen qualitative indicators and
nutritious and healthily preventive substance content in a naked oat grain. Quite high variability of a grain content of
individual naked oat genotypes has been found out and it has also been proved when compared with a grain content
of three husked oat control genotypes. Unlike husked oats, naked oats have shown higher content of starch, proteins,
fats, p-glucans and higher volume/capacity weight. Husked oats have demonstrated higher content of dietary fibre
and 1000 grain weight. The naked oat genotype collection itself has shown variability of starch content 56.2-65.7 %,
of protein content 13.1-21.49%, of fat content 3.42-7.45%, of dietary fibre content 2.3-5.3 % and of p-glucan content
2.68-4.64 %. Based on the comparison of two pilot years we can claim that the highest year influence has been
proved on the protein content, less on fat content. Significantly lower year influence has been shown in starch and
dietary fibre contents.

Key words: naked oat, dietary fibre, proteins, fats, starch, p-glucans

Uvod

Vyznam ovsa v ludskej vyzive v poslednych rokoch stupa. Hlavnym dévodom rasticej spotreby su
odportcania zdravotnikov k zmene Struktury vyzivy, lebo nespravna vyziva je jednou z pri¢in
civiliza¢nych ochoreni. Ovos preto patri medzi tzv. funkéné potraviny, ktoré poskytuji konzumentom
nielen ziviny, ale zlepSuju aj ich zdravotny stav. V porovnani s ostatnymi obilninami sa vyznacuje
najvyssou energetickou hodnotou (nahy ovos). Obsah bielkovin sa pohybuje medzi 14-21% pri nahom
ovsi, ¢o su v porovnani s d’al$imi zdkladnymi obilninami vysSie hodnoty. V porovnani so pSenicou alebo
ja¢meniom obsahuju nahé ovsy viac lyzinu, metioninu a cysteinu. Proteiny ovsa sa vyznacuju nizSim
zastipenim prolaminov. Sacharidy tvoria hlavnu Cast’ zrna a nachadzaju sa hlavne v bunkéach endospermu.
Tieto su Clenené podla stupfia polymerizicie na jednoduché cukry, oligosacharidy a polysacharidy.
Najvyznamnej$im sacharidom v zrne je Skrob. Vidknina je ta Cast’ rastlinnych potravin, ktord sa nestravi
endogénnymi enzymami v traviacom trakte ¢loveka. Vlakninu tvoria neSkrobové polysacharidy (celuloza,
hemiceluldza, galaktomanan, pektinové latky, B-glukany, rastlinné gumy a iné latky) (HAVRLENTOVA at
al., 2005). f-glukany st v ovsi pritomné predovsetkym v bunkovych stenich subaleurdénovej vrstvy.
Najviac preskimanym téinkom ovsa na l'udské zdravie je prave vplyv B-glukanov na znizenie celkového
krvného cholesterolu a tiez LDL cholesterolu. Je zname, Ze konzumaciou 28 az 56 g ovsa denne klesa
obsah sérum cholesterolu od 3 do 19 % u tych ludi, ktori uz maju zvysenu jeho hladinu a do 7 % pri
normalnej hladine (LONGAUER, 1999). Tuky ovsa sa vyznaCuji vysokym obsahom nenasytenych
mastnych kyselin.

Material a metody

Material tvorilo 43 genotypov ovsa nahého a3 kontrolné genotypy ovsa plevnatého vysiate na
pracovisku VSS Viglas-Pstruia formou maloparcelkovych pokusov v $tyroch opakovaniach v dvoch
ro¢nikoch 2004 a 2005. Ide o lokalitu v zemiakovej vyrobnej oblasti s priemernou ro¢nou teplotou 7,76
OC, priemernymi roénymi zrazkami 600 mm, nachadzajiicej sa v nadmorskej vyske 370 m.n.m. Sejba
prebehla v obidvoch ro¢nikoch zaciatkom aprila (8.4.2004 a 5.4.2005). Predplodinou v obidvoch ro¢nikoch
bola kapusta repkova forma ozimna. Pokus bol pozberany maloparcelkovym kombajnom. V subore
genotypov sa stanovovali hlavné kvalitativne ukazovatele ako obsah Skrobu, bielkovin, tuku, vldkniny, -
glukanov, HTZ, objemova hmotnost, ale aj priemerna Groda. Zmeranie obsahu S$krobu, vlakniny,
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kym hodnotenia HTZ, irody a objemovej hmotnosti sa realizovali na VSS Vigla$ Pstrusa.

Vysledky

Vegeta¢né obdobie ro¢nika 2004 sa teplotne vel'mi priblizovalo k 50 roénému normalu ale zrazkovo
bolo mierne nadnormalne. Rocnik 2005 bol teplotne nadnormalny s nadnormalnymi zrazkami
v mesiacoch april, jul a august. Najvyznamnejsie sa prejavil vplyv ro¢nika na Grodu zrna a obsah
bielkovin menej na HTZ a objemova hmotnost. Najmensie rozdiely medzi ro¢nikmi boli zaznamenané
v znakoch obsah skrobu, vlakniny atuku. V roku 2005 boli dosiahnuté vysSie priemerné urody pri
vacsine materidlov ale vacsinou pri nizS§ich HTZ. Spomedzi nahych ovsov vynikal velmi vysokou HTZ
material AC Percy a tato vysoka hodnota HTZ sa potvrdila v obidvoch pestovatel'skych rocnikoch. Vel'mi
vysokda objemova hmotnost' bola zistena pri materidloch ako Bullion, Platek, VIR K 1932 Local.
Z obsahovych latok najvyssie obsahy Skrobu vykazovali genotypy OT 258, Salomon, Rhianon, Urcar,
Akt, Avenuda, Abel, Izak, ¢ Detvan. Najvyssie obsahy boli stanovené pri materialoch ako Nue Rennes,
Nuprime, Nagi Pulawski. NajvysSie obsahy tuku zo sledovanych genotypov vykazali jednoznac¢ne nahé
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ovsy ako Bandicoot, VIR K 2472 Local, ¢i Neon. Obsahy vlakniny boli podstatne vyssie pri plevnatych
ovsoch, z nahych ovsov vynikali Nagi Pulawski a AC Hill. Odrody Salvius a AC Hill vynikali v obsahu
- glukanov.

Diskusia

Z vysledkov vyplyva, Ze Grody plevnatych ovsov st vysSie ako urody nahych ovsov, ¢o sa potvrdilo aj
v pestovatel'skej praxi. Vyssie urodové parametre boli zaznamenané hlavne pri registrovanych odrodach
nahého ovsa Izak, Detvan, Avenuda, ¢i Abel. Rovnako HTZ pri nahych ovsoch vykazuje nizsie hodnoty
oproti plevnatym materidlom. V znaku objemova hmotnost’ nahé ovsy vykazuji podstatne vyssie hodnoty
oproti ovsom plevnatym. Plevnaté ovsy vykazovali nizSie obsahy Skrobu ako ovsy nahé. Obsahy
bielkovin boli rovnako vyznamne vysSie pri ovsoch nahych oproti ovsom plevnatym. Naproti tomu
plevnaté ovsy vykazuju podstatne vyssie percentualne obsahy vlakniny oproti nahym ovsom ¢o suvisi aj
s pritomnost’ou plevy prirastenej k zrnu.

Zaver

1. Znaky obsah tukov, obsah Skrobu a obsah vlakniny st minimalne fixované na vonkajSie prostredie
a je mozné vyberat’ pripadne tvorit’ genotypy s vys$§imi tiroviiami hodnot tychto znakov.

2. Znak obsah biclkovin vykazuje vysSiu ro¢nikovu zavislost, ako zavislost na genotype. Silne
ovplyvnené ro¢nikovo su aj znaky vyska tirody a HTZ.

3. Obsah zdraviu prospesnych B-glukanov bol mierne vyssi pri nahych ovsoch oproti ovsom plevnatym,
toto nebolo potvrdené medzi ro¢nikmi.

4. Vysky trod ovsov plevnatych registrovanych na Slovensku boli priemerne v obidvoch ro¢nikoch
025 az 35% vyssie ako pri registrovanych odrodach ovsa nahého. Zodpovedd to priblizne
aktualnemu percentalnemu obsahu plevy pri plevnatych ovsoch 22 az 29 %.

Projekt bol realizovany na zaklade dvojstrannej Eesko-slovenskej spoluprace a touto cestou chceme podakovat partnerom z ZVU
Kroméfiz, ktori maji v tejto problematike bohaté skusenosti a umoznili nam realizovat’ kvalitativne analyzy vzoriek. Dosiahnuté
vysledky by mali sluzit’ obidvom pracoviskam zaoberajucim sa touto problematikou. Ziskané udaje boli zaradené do popisnych
databaz genofondov.
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IZOLACIA GENU GLUKANAZY Z ROSICKY OKRUHLOLISTEJ (DROSERA
ROTUNDIFOLIA L.) POMOCOU GENOME WALKINGU
THE ISOLATION OF GLUCANASE GENE FROM SUNDEW (DROSERA
ROTUNDIFOLIA L.) USING GENOME WALKING

Jana LIBANTOVA - Jana MORAVCIKOVA - Ildik6 MATUSIKOVA

Glucanases are enzymes belonging to pathogenesis-related (PR) proteins that are attractive for biotechnology due to
their inhibitory activities against different phytopathogens. Here the isolation of a glucanase gene from the
insectivorous sundew (Drosera rotundifolia L.) using Genome Walking kit is presented. An 1393 bp long sequence
encoding glucanase revealed low nucleotide but quite high protein sequence similarity to other plant glucanases.
The sundew glucanase gene is one of the first nucleic sequences from this particular plant that in addition encodes
for a putative plant defense gene.

Keywords: gene isolation, glucanase, primary structure, sundew

Uvod

Obmedzenia vplyvu réznych Skodcov na kultirne rastliny pomocou biologicky aktivnych latok sa javi
ako sl'ubna alternativa ku chemickym pesticidom (MELCHERS et al, 2000). Revolucia v
biotechnoldgidch priniesla zna¢ny zaujem o identifikdciu a izolaciu génov, ktoré koduju biologicky
aktivne latky. Atraktivnymi pre biotechnologie sa ukazuji byt gény zohravajice tlohu v obrane rastlin
voci patogénom. Medzi takéto gény sa zarad’uje aj skupina génov kdédujucich hydrolytické enzymy,
glukanazy a chitindzy, ktorych jedna z funkcii spoc€iva v degradacii bunkovej steny patogénnych hub, ¢im
dochddza k redukcii ich rastu. Expresia roznych typov glukandz a chitindz v transgénnych rastlinach
ukdézala, ze vysledny efekt zvySenia rezistencie zavisi od antifungalnych vlastnosti jednotlivych glukanaz
a chitinaz (ktory méze varirovat’)) a od dostupnosti kontaktu patogén — hydrolyticky transgénny enzym.
Navyse sa ukazalo, Ze PR proteiny izolované z geneticky nepribuznych druhov vykazuju v transgénnych
rastlinach lepsie antifungalne vlastnosti v porovnani s PR proteinmi pochddzajucimi z geneticky
pribuznych druhov (JOOSTEN et al., 1995). Z tohoto dovodu, nasu pozornost’ sme zamerali na izolaciu
sekvencie glukanazy z mésozravej rastliny rosicky okruhlolistej, ktora je bohatym zdrojom latok
s antifungalnou aktivitou.

Materialy a metody

Génovu sekvenciu pre glukandzu sme izolovali z rosi¢ky okrahlolistej pomocou Genome Walking™
Kitu (Clontech). Specifické reverzné primery pre glukanazu sme navrhli na zéklade parcilnej sekvencie
glukanazy izolovanej z rosi¢ky okrahlolistej (LIBANTOVA et al., 2005). 0,5 pg gendmovej DNA sme
Stiepili restrikénou endonukledzou Pvu II. Po ligacii adaptora k restrikénym fragmentom sme 0,075 pg
DNA pouzili na amplifikaciu fragmentu v PCR reakcii, kde sme ako forwardovy primer pouzili primer
navrhnuty v sekvencii adaptora vyrobcom kitu a reverzny Specificky primer so zlozenim:
Gluc REV 5 :GCAGCTGCAATCGCTAATGATGA.
PCR program zahritoval 1 cyklus 94°C 2 min; 7 cyklov [94°C 25 s, 70°C 2 min;] 20 cyklov [94°C 25s,
66°C 2 min;], 15 cyklov [94°C 25s, 60°C 1 min, 66°C 1 min;] 70°C 10 min. Nésledne sme 1ul produktu
pouzili ako templat pre ,,nested” PCR reakciu, kde sme pouzili vyrobcom kitu dodany forwardovy nested
primer a reverzny Specificky nested primer SO zlozenim Gluc nestREVS5":
AGCATACGAAACTCTCTGCTGCTT.
Program nested PCR reakcie zahriioval: 1 cyklus 94°C 2 min; 7 cyklov [94°C 25 s, 65°C 2 min;] 20
cyklov [94°C 25s, 60°C 2 min;], 15 cyklov [94°C 25s, 55°C 2 min] 55°C 10 min.
Nasledne sme produkt PCR reakcie izolovali z gélu pomocou Gél extrakéného kitu firmy QIAGEN,
klonovali do pGem-T vektorového Systému II (Promega), a komercne sekvenovali pomocou M13
primerov. Ziskanu sekvenciu sme analyzovali pomocou programu
GENSCANWhttp://genes.mit.edu/GENSCAN.html
a BLASThttp://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/.

Vysledky a diskusia

Pritomnost’ glukanaz v sekréte traviacich Zliaz mésozravej rastliny Drosera rotundifolia predpoklada
pritomnost’ a aktivitu tychto enzymov tak pri procesoch travenia hmyzu, ako aj pri obrane rastliny voci
fytopatogénnym hubam ¢i baktériam (JUNIPER et al., 1989). Experimenty sme preto zamerali na izolaciu
a identifikaciu génu pre glukanazu v rosicke okruhlolistej s cielom v buducnosti ju podrobnejsie
ocharakterizovat, pripadne vyuzit' na cielent transgenézu.

Vychadzali sme z1,5 kb fragmentu kdédujiceho cast’ sekvencie glukanazy ziskaného PCR
amplifikaciou na gendomovej DNA s vyuzitim degenerovanych primerov pre glukandzy a pomocou
metody ,,Genome Walking®“. Sekvenc¢na analyza odhalila, Ze na 1,5 kb fragmente sa vyskytuje kompletna
3’sekvencia génu A na 5” konci izolovaného fragmentu, priblizne po 203 bp od zaciatku, sa vyskytuje
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sekvencia intronu (LIBANTOVA et al., 2005). V d’alSej praci sme sa sustredili na izolaciu kompletnej
sekvencie glukanazového génu pomocou Genome Walking metddy, priCom sme navrhli nové reverzné
primery a amplifikdciu fragmentu sme uskutocnili na gendomovej DNA Stiepenej restrikénou
endonukleazou Pvu II. Po kompletizacii glukanazovej sekvencie program GENSCANW odhalil, Ze
v 2056 bp analyzovanej sekvencii sa vyskytuje 1393 bp sekvencia zodpovedajiica glukanaze, pricom
medzi ATG a STOP kodoénom su 3 exoénové sekvencie a dva introny, a za STOP kodénom bola
identifikovana polyA sekvencia.

Porovnanim sekvencnej homologie s inymi glukanazami z Génovej banky
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ sme zistili, Ze najvacsiu homoldgiu vykazuje ziskana drozerova glukanaza
so sekvenciou glukanazy z Nepenthes khasiana, avsak homologicka je iba oblast’ 62 nukleotidov, pricom
identickych z toho je 85 %.

Napriek nizkej podobnosti ziskanej glukandzy s glukanazami na nukleotidovej trovni, na trovni
proteinov  z 315 aminokyselin drozerového glukanazového proteinu 266 vykazovalo homologiu ku
proteinu glukanazy Nepenthes khasiana, pri¢om identickych aminokyselin bolo 49 % a pozitivnych 66 %.
Takyto kontrast medzi vysledkami BLAST analyz na nukleotidovej a proteinovej urovni mdze byt
dosledkom casto sa vyskytujucich synonymickych kodonov. Podobny jav bol pozorovany aj pri inych
génoch misozravych rastlin.

Zaver

Izolovany gén kodujuci glukanazu z Drosera rotundifolia predstavuje jeden zprvych génov
izolovanych z gendmovej DNA tohto rastlinného druhu. V blizkej budiicnosti sa sustredime na izolaciu
cDNA klonu toho génu, jeho klonovanie do expresného vektora a charakterizaciu jeho enzymovych
a antifungalnych vlastnosti.
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NETRADICNi BARVA OBILEK PSENICE (TRITICUM AESTIVUM L.), JEJI
GENETICKA PODMINENOST A MOZNOST VYUZITI V POTRAVINARSTVI
UNUSUAL COLOUR OF WHEAT (TRITICUM AESTIVUM L.) KERNELS, ITS

GENETIC DETERMINATION AND POSSIBILITY OF UTILISATION IN
FOOD-PROCESSING INDUSTRY

Petr MARTINEK - Olga COUFALOVA - Radim KURECKA - Eva NOVAKOVA -
Jarmila MIKULCOVA

A collection of wheat with different genetically determined kernel coloration is being built. The collection includes
the genotypes (i) with purple colour of kernel pericarp. Based on literature, this colour is controlled by
complementary effects of the genes Ppl, Pp2, Pp3 (now designated Ppl, Pp3b, Pp3a). The genes Pp2 (Pp3b) and
Pp3 (Pp3a) are located on chromosome 2A and Ppl on 7BL, (ii) with blue colour of kernel endosperm controlled by
the gene Ba that is on 4BL to which the arm of chromosome from Elytrigia pontica (Podp.) Holub [syn. Agropyron
elongatum (Host) P.B., Lophophyrum ponticum (Podp.) A Love] was transferred. The purple and blue colours are
conditioned by different kinds and composition of anthocyans, (iii) with white kernel colour that is determined by a
set of recessive alleles rl, r2, r3. In contrast to commonly grown cultivars with red kernel colour, which is
conditioned by dominant effect of the R locus alleles, a low content of bitter substances (tannins) are present in
surface layers of white kernel cultivars. Whereas the presence of tannins in red cultivars is related to higher
sprouting resistance, white cultivars are more widely used in dry areas. Due to efforts aiming to enlarge the
assortment of cereal raw materials and food products, production of a gristle flour containing wheat with purple
kernel colour was tested in the IREKS — Enzyma, Ltd., Brno. This is used for making wholemeal products. Possible
involvement of wheats with different kernel colour in breeding programmes is discussed.

Key words: bread wheat, purple kernel, blue kernel, white kernel, food-processing industry

Pozadavky na diverzifikaci vyzivy populace se promitaji do inovaci v potravinaiském pramyslu a
vedou k rozvoji nejrizngjsich druhti technologii a uplatnéni novych surovin. Je zvazovana moznost
zpracovatelského vyuziti pSenice, ktera se vyznaduje netradicnim zbarvenim obilky a zastoupenim
ptirodnich barviv. Pfispévek upozoriiuje na existenci zajimavych genotypl pSenice s purpurovou, modrou
a bilou barvou zrna. Ty mohou byt surovinou pro rozsifeni sortimentu cerealnich vyrobkll nejen pro sviij
nezvykly vzhled, ale i ze zdravotniho hlediska.

Purpurova barva zrna byla do pSenice obecné pienesena z purpurovych tetraploidnich a hexaploidnich
pSenic, pochazejicich z Etiopie (COPP, 1965). Purpurové zrno obsahuje antokyany v povrchovych
vrstvach zrna (perikarpu), nejvice je zastoupen kyanidin-3-glycosid (ABDEL-AAL a HUCL, 2003). U
purpurovych psenic je uvadén primérny obsah antokyani ve §rotu 157 mg.kg™ a v otrubach 458 mg.kg™
(ABDEL-AAL a HUCL, 1999). Antokyany jsou vyznamné ze zdravotniho hlediska, jsou vyuzivany v
lidové medicing a ptispivaji ke zdravi populace (LILA, 2004). Byly vytvofeny dvé téméf izogenni linie
pro purpurovou barvu zrna, pochazejici z australské odriidy Purple Feed a kanadské Purple na genetickém
zéklad¢ odrudy Saratovskaya 29. Purpurova barva zrna je podminéna geny Pp (purple pericarp). Pomoci
monosomické analyzy byly geny z Purple Feed lokalizovany na 7B (Ppl) a na 6A (Pp2), a geny z
Purple na 7B (Ppl) a 2A (Pp3) (ARBUZOVA et al., 1998; ARBUZOVA a MAYSTRENKO, 2000).
Kromé téchto genti jsou u pSenice znamy i jiné, podminujici purpurové prasniky, ¢ervena ouska, Cervené
a purpurové koleoptile, purpurové stéblo a dalsi. Nékteré z nich byly mapovany pomoci molekularnich
markerti. Komplementarné ptisobici geny pro purpurovou barvu zrna Ppl, Pp2, Pp3 (nové oznacované
Ppl, Pp3b, Pp3a) byly mapovany na zakladé¢ hodnoceni kiizencl hexaploidnich pSenic, lisicich se
purpurovou barvou zrna. Byly kfizeny Purple - Pp1PplPp2Pp2 (Pp1PplPp3bPp3b), a Purple Feed -
PplPplPp2Pp2 (PplPplPp3aPp3a) s psenici bez purpurového zrna Novosibirskaya 67 (N67) a
Saratovskaya 29 (S29). Geny Pp2 (Pp3b) a Pp3 (Pp3a) maji monohybridni dominantni typ dédi¢nosti,
pokud purpurové formy jsou kifizeny s N67. Oba geny se nachdzeji v centromerické oblasti na
chromosomu 2A, proto byly nové oznaceny jako odli§né alely stejného lokusu Pp3a a Pp3b. U kiiZenct
mezi purpurovymi pSenicemi a S29 byl $tépny pomér 9 (purpurovych) : 7 (nepurpurovych), coz svéd¢i o
komplementarnim pisobeni dvou dominantnich genti Ppl a Pp3. Gen Ppl byl lokalizovan na 7BL, ve
vzdalenosti 24 ¢cM od centromery. Gen Ppl nebyl alelicky ke genu Rc-1 (Cervené koleoptile) a Pc
(purpurové stéblo), pisobeni Pp genit nemélo vliv na odolnost k poriistani. (DOBROVOLSKAYA et al.,
2006)

Modré barva zrna. QUALSET et al. (1983) informuje o existenci jarni pSenice UC66049B s modrym
zrnem. Uvadi, Ze modry aleuron je fizen kodominantné piisobicim genem Ba (blue aleurone). Do pSenice
se gen Ba dostal pfenesenim celého ramena chromosomu z Elytrigia pontica (Podp.) Holub [syn.
Agropyron elongatum (Host) P.B., Lophophyrum ponticum (Podp.) A Love,]. Pozdgjsi literatura uvadi u
vzorku TRI 2401 (Triticum aestivum var. tschermakianum Mansf.) pochazejicho z genové banky (GB)
v IPK Gatersleben v Némecku jiny zpisob genetického zalozeni modrého zrna, ktery je u tohoto vzorku
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disomickou substituci chromosomu 4A jinym chromosomem neznamého puvodu. Podle odchylek ve
zpusobu dédi¢nosti modrého zbarveni se uvazuje, ze mize jit o odlisny gen od jiz zminovaného genu Ba
z Elytrigia pontica (METTIN et al., 1991). Na tuto skute¢nost reaguje rovnéz katalog gend pSenice
,»MacGene2003“ (na CR-romu), kde je uvadéna existence dvou genii Bal (synonymum Ba) na 4B a Ba2
na 4A. Pozd¢jsi udaje uvadéji, ze gen Ba se nachazi na dlouhém ramenu chromosomu 4B (QUALSET et
al., 2005). U psenice s modrym zrnem obsahoval $rot 251 mgkg" antokyanti a otruby 104 mgkg
antokyani (ABDEL-AAL a HUCL, 1999). Psenice s purpurovym a modrym zrnem se vzajemné liSily
nejen rozdily ve slozeni jednotlivych antokyant a v jejich zastoupeni v povrchové vrstvé a v endospermu
zrna (ABDEL-AAL a HUCL, 2003). To pochopitelné odpovida i rozdilim v lokalizaci barviv, které jsou
vizualng zfetelné na piiénych lomech zrna. V Ceské republice (CR) se modrou barvou zrna psenice
zabyval Dr. Miroslav Skorpik, CSc. z VURV Praha (SKORPIK et al., 1983). Uvadi, Zze pouZivany
vychozi material pochazel pravdépodobné z mezirodového kiizeni mezi T. aestivum a Aegilops ovata L.
z odkazu Ericha von Tschermaka. Popsal nové modrozrnné variety: T. spelta L. var. mostovoiy Skorpik,
T. spelta L. var. cyanospermum Skorpik T. aestivum L. var. rodianum Skorpik a T. aestivum L. var.
kovacikianum Skorpik. Jsou uvadény rodokmeny a zpiisob segregace odstinti barev zrn uvniti klast
v jednotlivych piesevech rostlin (SKORPIK a SASEK, 1980).

Cervena barva zrna se vyskytuje u vétsiny bé&znych odrid. Cerveny perikarp je podminén
dominantnimi alelami lokusu R. Pfedpoklada se, ze R geny mohou byt transkripénimi faktory pro syntézu
flavonoidi (HIMI a NODA, 2004) Pigment je tvofen derivatem katechinu a taninu /chalkon syntdza
(CHS), chalkon isomeraza (CHI), flavono 3-hydroxylaza (F3H), dihydroflavonol 4-reduktaza (DFR)/,
syntetizovanymi v procesu biosyntézy flavonoidd (HIMI et al., 2005, HIMI a NODA, 2005). Vyskyt
téchto barviv je spojovan s vyssim obsahem fenolickych latek, niz§i aktivitou hydrolytickych enzymi a s
tim spojenou lepsi odolnosti k portustani (MARES et al., 2005). Fenolické latky omezuji vyskyt volnych
radikald, inhibuji lipoxydgenazu a funguji jako nespecifické inhibitory. Maji proto ochranny vliv proti
chorobam a stresu a inhibi¢ni vliv na dormanci a kli¢eni (LACHMAN et al., 2003). Cervena barva je
spojovana s vyS§i odolnosti k porstani (PARKHOMENKO a KRUPNOV, 1994). Naopak odridy s
bilym zrnem se rozsitily vice do suchych oblasti.

Bil4 barva zrna je tfizena sestavou recesivnich alel rl, r2, r3. PSenice s bilym zrnem ma niz$i obsah
fenolickych slozek, které jsou hotké. Neobsahuje polyfenol oxidazu, kterd je u Cervenozrnné pSenice
uloZena v povrchovych vrstvach zrna. To umozni nastaveni vyssi vymelnosti mouky a produkt tak mize
obsahovat vice vlakniny, minerald a proteini. Nepfitomnost hotkych latek zptisobuje, ze je produkt
prirozené sladsi (vyznam v cukrafstvi).

Material a metody

ZVU Kroméfiz vytvaii kolekci p3enice srozdilnou barvou zrna. Disponuje souborem témé¥
izogennich linii (liSicich se navzajem pouze jednotlivym znakem/genem/) odvozenych od recipientni
odridy Novosibirskaja 67 (N67) (WATANABE et al., 2003). V této kolekci jsou nasledujici linie
s definovanym zbarvenim zrna: (i) purpurové zrno: ANK-28A (Ppl, Pp2), ANK-28B (Ppl, Pp3), Cervené
zrno: ANK-1A (R1), ANK-1B (R3), ANK-1C (R1), ANK-1D (R2), ANK-1E (R3); pfitomné geny jsou
uvedeny v zavorce. Nabizi se moznost detailniho studia rozdilti mezi témito liniemi a recipientni N67,
celd kolekce ¢itajici 72 vzorka byla pfedana na jare 2004 do Genové banky (GB) v Praze. Od Ing. M.
Skorpika, CSc. byly ziskdny ozimé modrozrnné psenice: Barevna 25, Barevna 9 a RU 440. Z nich
nejvynosnéjsi je RU 440, ktera je rovnéz dostatecné odolné k poléhani a k houbovym chorobam. Rovnéz
byla ziskdna modrozrnna jarni pSenice UC66049B (QUALSET et al., 2005), z GB IPK Gatersleben
v Némecku byly ziskany ozimé modrozrnné formy: HTRI 2401/96, ATRI 4317/94 (T. aestivum L. em.
Fiori et Paol. var. tschermakianum Mansf.), jarni pSenice Konini (Novy Zéland) s purpurovym zrnem,
odruda Turda (Rumunsko) s ¢ervenym endospermem, ozim ATRI 4694/97 (T. aestivum L. em. Fiori et
Paol. var. aureum /Link/ Manet) se Zlutym zrnem, z GB v Praze jarni T. eathiopicum JAKUBZ. var.
arraseita (Hochst. et Koern.) A. Filat.: ,Abissinskaja arrasajta“ (Rusko) s purpurovym zrnem, a
z Hodowla Roslin Strzelce (Polsko) zajimavy modrozrnny vzorek ozimého hexaploidniho tritikale 48M.
Bilé zrno pienice je reprezentovano ozimou psenici Heroldo (v CR byla registrovana v roce 2005 a je
zastupovana §lechtitelskou firmou RAGT Czech, s r.o., BraniSovice).

Vysledky a diskuse

Ve firmé IREKS — Enzyma, s.r.o. v Brné byla pouzita pSenice Abissinskaja arrasajta s purpurovou
barvou zrna pro vyrobu celozrnného peciva ze Srotu (obr. 1). Na obrazku jsou zietelné vidét tmavé
purpurové teCky na celozrnném rohliku, zplisobené pigmentem z povrchovych vrstev zrna. Pouzita
surovina vedla ke zméné vzhledu tohoto vyrobku, ktery se lisi od obdobnych vyrobki ze Srotu bézné
pSenice. Vyrobky z této pSenice byly prezentovany firmou IREKS — Enzyma rovnéZz na mezinarodni
potravinarské vystavé SALIMA v Brné v roce 2006. Je pochopitelné, ze pokud by tato pSenice byla
semleta na mouku, purpurova barva by se do mouky nedostala a ztstala by v otrubach.
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Zcela jina situace by nastala v ptipad€ vyuziti modrozrnné psenice, kde se antokyany nachazeji uvnitf
zrna. V tomto piipadé€ by mouka méla Sedomodrou barvu a tato barva by se pochopitelné projevila i v ve
vzhledu pfislusnych vyrobkii.

Dulezitou otazkou zdstava, jaky zdravotni, pfipadné nutricni vyznam by mélo zavedeni téchto
netradi¢nich pSenic do vyroby. Vzhledem k tomu, Ze uloha antokyanti je ze zdravotniho pohledu obecné
prospésna (LILA, 2004), mohou uvadéné netradi¢ni pSenice byt zdrojem novych vhodnych latek.
Piirodni barviva se obvykle vyznaCuji antioxidacni aktivitou. Strava bohatd na antioxidanty typu
antokyantl, flavonoidt a karatonoidl plsobi preventivné mimo jiné na vyskyt ateroskler6zy, ischemické
choroby srde¢ni, zanétlivych procest, zlepSuje funkci zraku a pozitivné ovliviluje ochranné procesy
v organismu (LACHMAN, et al., 2003). Dosud neni jasné, do jaké miry by byly pfirodni barviva
ovlivnéna naslednym tepelnym zpracovanim béhem peceni. Béhem peceni (cca nad 120 °C) pfedevsim v
pribéhu tzv. Maillardovy reakce dochézi k riznym chemickym reakcim, kdy mohou vznikat i skodlivé
latky, a to pochopitelné i v procesu inovace potravinaiskych vyrob. Je Zzddouci, aby byly stravou
pfijimany pokud mozno piiznivé pisobici latky v pfirozeném (nativnim) stavu. Setrngjsi by mohla byt
technologie expandovani (pufovani), jejiz princip je zaloZzen na rozpinani zrna parou v prib&hu
kratkodobého zahrati.

Pii studiu dédic¢nosti barvy zrna obilky je tfeba mit na zfeteli, ze u pSenice je povrchova vrstva obilky
(epidermis) tvofena spole¢né s perikarpem kompletné matefskou diploidni tkani (shodnou s genetickou
vybavou matky), embryo je tvoieno diploidni tkani (polovina genetické informace pochazi od matky a
polovina od otce) a endosperm s aleuronovou vrstvou bun¢k na povrchu je tvofen triploidni tkani (kde
dvé tietiny jsou tvofeny genetickou vybavou matky a jedna tfetina je od otce). Lze oCekavat, Ze tato
skute¢nost bude ovliviiovat expresi kodominantntn¢ ptsobiciho genu Ba. To se vyrazné projevi béhem
segregace v F, populacich kfizencl, kdy je mozné pozorovat vyskyt rtizné zbarvenych zrn v ramci
jednoho klasu. Rovnéz segregace modré barvy
zrna u reciprokych ktizeni v F, nebude shodna.
Odlisnost v zastoupeni genu Ba v rozdilnych
tkanich by se mohla fenotypové projevovat
odliSnostmi  intenzity zabarveni 1 mezi
jednotlivymi typy tkani obilky.

Je vytvafena kolekce genovych zdroju
pSenice s rozdilné geneticky determinovanym
zbarvenim obilek. Shromazd’ované zdroje
v kolekci mohou byt vyuzity pro vzajemné
kombinovani rGznych gend mezi sebou, ke
genetickym studiim a ve §lechténi.

Obrazek 1: Celozrnné rohliky upecené z pSenice s
purpurovou barvou zrna
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KRMNA KVALITA ODROD PSENICE LETNEJ F. OZIMNEJ
VELDAVA A PAVLINA TESTOVANA NA BROJLEROVYCH
KURCATACH
FEED QUALITY OF WINTER WHEAT VELDAVA AND PAVLINA
TESTED ON BROILER CHICKEN

LCubomir RUCKSCHLOSS

Two varieties of winter wheat were tested for feed quality on broiler chicken. The most expressive improvement of
the benefit indicators of the broiler chicken were achieved with Veldava variety, when were expressively improved
live weight and average daily live weight gain of the broiler chicken. Also were reduced feed consumption for 1 kg of
live weight gain and expenses for consumed feed mixture.

Key words: winter wheat, feed quality, broiler chicken

Uvod

Variabilita jednotlivych odrdd vzhl'adom na ich zlozenie je velka. Ktoré vlastnosti jednotlivych odrod
vplyvaju na kifmnu kvalitu zatial nevieme exaktne definovat. Vstupom zahrani¢nych, najmi
zapadoeuropskych odrdd na nas trh sa Coraz viac proklamuje ich kfmna kvalita aj napriek tomu, Ze nikde
nebola testovana. Preto v roku 2006 boli testované 2 odrody psenice letnej f. ozimnej z VSS Viglas-
Pstrusa na kfmnu kvalitu.

Material a metédy

V pokuse boli pouzité odrody Veldava a Pavlina, ktoré boli zapracované do kompletnych kfmnych
zmesi, na parametre uzitkovosti brojlerovych kurciat.

Pokus bol realizovany ako trojskupinovy kfmny pokus v Styroch opakovaniach na Biologicko —
testacnej stanici UKSUP vo Viglasi pod gesciou oddelenia krmiv a vyzivy zvierat pobotky UKSUP
Zvolen. Do pokusu boli zaradené jednodenné, nesexované kurcata miasového hybrida, v pocte minimalne
100 ks v kazdej skupine v kazdom opakovani. Zostaveny material zodpovedal kritéridm STN 46 6410, co
sa preverilo individudlnym ohodnotenim, vo vazeni a posudeni exteriéru u 200 kusov kurciat. Pokus bol
ukonceny v 43. dni veku kurc¢iat. Za uhynuté zvierata v priebehu pokusu skupiny neboli dopliiované.

Vysledky a diskusia

Podstatnejsie rozdiely medzi kontrolnou odrodou a odrodami Veldava aPavlina boli zistené
v obsahu dusikatych latok, popola a vapnika. Najvyssi obsah dusikatych latkach bol analyticky zisteny
(79,9 g/kg). Obsah popola a vapnika bol zisteny pri kontrolnej odrode vyssi ako pri odrodach Veldava
a Pavlina. Pokusné odrody psenic Pavlina a Veldava mali lepSie aminokyselinové zlozenie ako kontrolna
odroda. Uvedené sa prejavilo aj v rozdielnom obsahu zivin kompletnych kfmnych zmesi.
Pokus sa uskuto¢nil podl'a nasledovnej schémy:

Obdobie 1. skupina 2. skupina 3. skupina
Predvykrm ZKZ + odroda ZKZ + odroda ZKZ + odroda
0-20 dni kontrola Veldava Pavla
Vykrm ZKZ + odroda ZKZ + odroda ZKZ + odroda
21-38 dni kontrola Veldava Pavla
Dokrm ZKZ + odroda ZKZ + odroda ZKZ + odroda
39-43 dni kontrola Veldava Pavla

Pozn.: ZKZ = Zakladna kfmna zmes

Zakladna kifmna zmes (d’alej len ,,ZKZ*) bola vyrobena z rovnakych surovin pre vsetky skupiny
zvierat.

Pre prvi skupinu bola do ZKZ primieSana podla predchadzajucej schémy kontrolna odroda pSenice.
Pre druht skupinu bola do ZKZ primieSana pSenica odrody Veldava a pre tretiu skupinu bola do ZKZ
primies$ana pSenica odrody Pavlina.

Z uvedeného vyplyva, ze kompletné kimne zmesi boli rovnakého surovinového zlozenia a od seba sa
lisili len pouzitou odrodou psenice.

Vysledky pokusu méZeme zhrnut’ do nasledovnych bodov:

1. Za celé obdobie pokusu sme najnizsiu spotrebu krmiva na jeden kilogram prirastku zivej hmotnosti
zistili pri kurcatach druhej skupiny, ktord bola oproti prvej skupine nizsia o 3,11 %. Pri zvieratach
tretej skupiny sme zaznamenali taktieZ nizSiu spotrebu krmiva oproti prvej skupine o 0,65 %.

s

index vys$i 0 3,36 % a zvierata druhej skupiny vys$si 0 9,72 %.
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3. NajnizSie naklady za spotrebované krmiva na jeden kilogram prirastku Zivej hmotnosti sme
zaznamenali vo vsetkych obdobiach ako aj za celé obdobie pokusu v druhej skupine. Uspora
nakladov v porovnani s prvou skupinou bola nasledovna: v obdobi predvykrmu 2,79 %, v obdobi
vykrmu 2,41 %, v obdobi dokrmu 6,39 % a za celé obdobie pokusu 3,18 %. Taktiez zvierata tretej
skupiny oproti zvieratim prvej skupiny dosiahli vo vSetkych obdobiach ako aj za celé obdobie
pokusu nizsie naklady za krmiva, o 0,25 % v obdobi predvykrmu, o 0,61 % v obdobi vykrmu, o 2,52
% v obdobi dokrmu a 0 0,78 % za celé obdobie pokusu.

Ekonomicka bilancia nakladov za spotrebované krmiva na 1 kg prirastku zivej hmotnosti

Cena Spotreba krmiv na 1 kg prirastku Cena spotrebovanych KZ na 1 kg
Druh KZ KKZ zive] hmotnosti v kg prirastku zivej hmotnosti v Sk
v Sk 1. skupina | 2. skupina | 3. skupina | 1. skupina | 2. skupina | 3. skupina
Obdobie predvykrmu
Spolu 897,0 1,576 1,532 1,572 14,14 13,74 14,10
Index - 100,00 97,21 99,75 100,00 97,21 99,75
Obdobie vykrmu
Spolu 809,0 2,281 2,226 2,267 18,45 18,01 18,34
Index - 100,00 97,59 99,39 100,00 97,59 99,39
Obdobie dokrmu
Spolu 672,0 2,66 2,49 2,593 17,88 16,73 17,42
Index - 100,00 93,61 97,48 100,00 93,61 97,48
Celé obdobie pokusu
HYD-01-K 897,0 0,453 - - 4,06 - -
HYD - 01 - P1 897,0 - 0,425 - - 3,81 -
HYD-01-P2 897,0 - - 0,439 - - 3,94
HYD-02-K 809,0 1,190 - - 9,63 - -
HYD - 02 - P1 809,0 - 1,167 - - 9,44 -
HYD-02 - P2 809,0 - - 1,184 - - 9,58
HYD-03-K 672,0 0,509 - - 3,42 - -
HYD - 03 - P1 672,0 - 0,493 - - 3,31 -
HYD - 03 - P2 672,0 - - 0,515 - - 3,46
Spolu - 2,152 2,085 2,138 17,11 16,57 16,98
Index - 100,00 96,89 99,35 100,00 96,82 99,22
Zaver

Z vysledkov pokusu vyplyva jednoznacne pozitivny vplyv kimnych odrod psenic Pavlina a Veldava
na parametre uzitkovosti vo vykrme brojlerovych kuréiat v porovnani s kontrolnou odrodou psenice.
NajvyraznejSie zlepSenie uzitkovych parametrov brojlerovych kuréiat sa v porovnani s kontrolnou
pSenicou dosiahlo so pS$enicou odrody Veldava, kde doslo k vyraznému zvySeniu Zivych hmotnosti a
priemernych dennych prirastkov Zivej hmotnosti vykrmovanych kurciat a k znizeniu spotreby krmiva na
jeden kilogram prirastku Zivej hmotnosti pri uspore nakladov za spotrebované kfmne zmesi.

Na zéklade tychto vysledkov odporucame vyuzivat’ ozimnu odrodu psSenice Veldava nakol’ko sa tato
JQVi ako Spickova kfmna odroda ozimnej pSenice.

B4

Lubomir Riickschloss, Ing. ruckschloss@vurv.sk Vyskumno-§l'achtitel'ska stanica, Vigl'ag-Pstrusa, 962 12 Detva
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PRODUKTIVITA A KVALITA DIHAPLOIDNYCH LIiNIi PSENICE LETNEJ F.
OZIMNEJ
PRODUCTIVITY AND QUALITY OF WINTER WHEAT DIHAPLOID LINES

Alzbeta ZOFAJOVA — Martin UZIK

57 dihaploid (DH) lines (originated from 5 crossings) and lines from classical selection were evaluated in field
experiment in 2004/05. DH lines originated from 3 crossings had lower grain yield than lines, in 1 crossing grain
yield was comparable and DH lines from crossing 11 (llona x SK 656-2) had higher grain yield. Higher grain yield
was connected with higher plant height. In 1000 grain weigh, in protein content and in grain hardiness no
differences were among evaluated line groups. DH lines had higher average values in wet gluten.

Key words: winter wheat, dihaploid, productivity, quality

Uvod

Technika pelnicovych kultur ako prostriedok pre produkciu haploidnych rastlin je stale aplikovana v
Slachteni rastlin (MILKOVA et al., 2003). Umoziuje urychlenie procesu Slachtenia v porovnani s
tradiénymi metdédami, nakolko haploidizacia je dosiahnuta v priebehu jednej generdcie. Vo svete je
registrovanych mnoho odrdd psenice, ktoré boli vyslachtené prostrednictvom indukovanej androgenézy.
Prehlad, aj pri inych plodinach uvadza napr. THOMAS et al. (2003).

Predmetom mnohych vyskumov uz v minulosti bolo porovnat dihaploidné linie (DH) s liniami
vytvorenymi klasickymi selekénymi postupmi (pedigree, SSD). SNAPE (1976) na zéklade teoreticke;j
analyzy zistil, ze medzi DH a SSD liniami nie s rozdiely v pripade, Ze medzi znakmi nie je vézba.
TORIJEK et al. (2002) porovnali produktivitu a adaptabilitu novych DH odréd vytvorenych v Madarsku.
Zistili, ze v pol'nych pokusoch boli podobné v porovnani s konvenénymi odrodami. Pri hodnoteni 10 DH
linii pSenice v polnych pokusoch pocas dvoch rokov sme zistili ich agronomicki rovnocennost’ v
porovnani s klasickymi odrodami (ZOFAJOVA, UZIK, 2004). Prednostou DH linii je ich homozygotny
stav a v pripade registracie odrody jej jednoduché udrziavanie.

Cielom prace bolo v produktivite a v kvalite porovnat’ dihaploidné linie pSenice letnej f. ozimnej s
liniami z klasickej selekcie.

Material a metody

DH linie p¥enice letnej f. ozimnej boli vytvorené technikou pelnicovych kultar (ZOFAJOVA, UZIK,
2004). Vo vegetacii 2004/05 v polnom pokuse bez opakovania (plocha parcely 0,75 m?) bol hodnoteny
subor 57 DH linii pSenice letnej f. ozimnej. Do pokusu boli zaradené okrem kontrolnych odrdd tiez linie
rovnakého pdvodu, ale pochéadzajuce z klasického vyberu. Povod linii je uvedeny v tab. 1. V priebehu
vegetacie boli sledované obligatne znaky, v zrelosti stanovena tiroda zrna a pomocou pristroja NIRS
znaky kvality, z ktorych uvadzame obsah bielkovin, obsah mokrého lepku a tvrdost’ zrna.

Vysledky a diskusia

V pokuse bez opakovania bolo vo vegetacii 2004/05 z hl'adiska trody, vybranych trodotvornych
znakov a kvality hodnotenych 57 DH linii pSenice letnej f. ozimnej, ktoré pochadzali z 5 krizeni (tab. 1).
Do pokusu boli tiez zaradené linie (generacia Fg), ktoré z prislusnych krizeni boli vybrané na zaklade
klasického slachtitel'ského postupu (d’alej linie). Pocet DH linii bol podl'a krizeni rozdielny a pohyboval
sa od 6 do 22. DH linie mali v priemere niz$iu tirodu zrna (787 g.m™) v porovnani s liniami (998 g.m™),
avSak vySSia Giroda zrna bola spojena s vyssou vyskou porastu. Podobne CAMARGO et al. (2003) pri
hodnoteni DH linii pSenice na dvoch lokalitach a v priebehu troch rokov zistili, Ze najproduktivnejSie
genotypy mali vysoké rastliny. Vyska rastlin DH linii bola porovnatelnd s vys§imi kontrolami - Ilona a
Torysa. Iba DH linie z kriZenia Ilona x SK 656-2 mali priemerna urodu zrna o 16,8 % vyssiu ako linie a
DH linie z krizenia SK 656-2 x SO 1441 mali porovnatenu urodu zrna s liniami. Variabilita medzi
povodmi krizenia a vnutri krizeni bola v urode zrna velkd a determinoval ju tiezZ zvoleny spOsob
zalozenia pokusu, ktory pre nedostatok osiva bolo mozné ako jediny pouzit. Zo stiboru 57 DH linii 15
dosiahlo urodu zrna vyssiu ako 1000 g.m™ a najviac takychto linii pochadzalo z krizeni 11 a 20. V
hmotnosti 1000 zfn v priemere medzi DH liniami a liniami z klasického $l'achtenia neboli rozdiely, avSak
DH linie pochadzajtce z 3 krizeni (3, 9, 11) mali niz§iu hmotnost’ zrna. Najvy$siu hmotnost’ zrna mali
linie z krizenia 11 (X = 50,21 g), ¢o bola zaroven aj najvy$sia hodnota v porovnani s kontrolami (K; —
Torysa = 49,54 g).

V obsahu bielkovin a v tvrdosti zrna medzi porovnavanymi skupinami linii neboli rozdiely. Podl'a
ocakéavania najvyssi obsah bielkovin mala kontrolnd odroda Ilona (X = 15,50), $tandard pre kvalitu.
Podobny obsah bielkovin ( X = 15,54) mali DH linie pochadzajtce z kriZenia 9. Pri tomto povode bola
tieZ najvyssia diferencia v obsahu bielkovin v prospech DH linii. V obsahu mokrého lepku DH linie mali
v priemere vyssie hodnoty, ¢o sa potvrdilo tiez pri 3 (9, 13, 20) z 5 hodnotenych krizeni. Podobne ako pri
obsahu bielkovin najvyssi obsah mokrého lepku mali DH linie z krizenia 9.

101



Nové poznatky z genetiky a $Pachtenia polnohospodarskych rastlin.
Zbornik z 13. vedeckej konferencie, Piestany : VURYV, 2006

Zaver

Z porovnania 57 DH linii pSenice letnej f. ozimnej s liniami vybranymi klasickym slachtitel'skym
postupom vyplynuli tieto zavery: DH linie pochadzajice z 3 kriZzeni mali v priemere niz§iu Urodu zrna
nez linie, pri 1 krizeni bola Uroda zrna porovnatena a DH linie z kriZzenia 11 (Ilona x SK 656-2) mali
vysSiu urodu zrna. VysSia uroda zrna bola spojend s vy$Sou vyskou porastu. V hmotnosti 1000 zin, v
obsahu bielkovin a v tvrdosti zrna neboli medzi porovnavanymi skupinami linii rozdiely. V obsahu
mokrého lepku mali DH linie v priemere vysSie hodnoty ako linie.
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Tabul’ka 1: Produktivita a kvalita linii (ziskanych klasickym vyberom - L a dihaploidnych - DH)
pSenice letnej f. ozimnej, ski§anych v pol'nom pokuse 2004/05

Povod n | Uroda | Vyska |HTS NIRS

zrna |rastlin | (g) Bielkoviny Mokry Tvrdost’

(gm?) |(cm) lepok zrna

3-PS 19/94 x SK 679-18 L 2 1030 95 46,92 13,52 42,26 65,83
DH 6 763 90 45,51 13,21 39,59 66,58

9-SO 1441 x PS 19/94 L 2 1083 100 | 47,65 14,45 43,44 69,62
DH 6 519 96 45,26 15,54 51,77 74,36

11-Ilona x SK 656-2 L 2 857 107 | 50,21 15,26 42,40 81,52
DH 22 1001 91 49,77 14,50 39,14 75,71

13-Ilona x PS 28-96 L 2 1047 103 | 41,20 13,12 31,55 73,74
DH 14 687 86 43,44 14,15 37,94 76,72

20-SK 656-2 x SO 1441 L 2 973 96 45,76 14,68 36,64 80,10
DH 9 964 85 46,49 14,74 37,57 79,43

X 10 998 100 | 46,35 14,21 39,26 74,16
X pu 57 787 90 46,09 14,43 41,20 74,16
K, - Astella 5 1113 85 43,30 12,94 35,75 58,59
K, - Tlona 5 943 88 46,45 15,50 43,68 79,11
K; - Torysa 5 1395 94 49,54 12,85 33,54 64,67

=
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Ing. Alzbeta Zofajova, PhD., SCPV - Vyskumny ustav rastlinnej vyroby, Bratislavska 122, 921 01 Piestany, zofajova@vurv.sk
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HODNOTENIE GENETICKEJ VZDIALENOSTI MEDZI POPULACIAMI /
ODRODAMI LULEKA ZEMIAKOVEHO, LANU SIATEHO A JACMENA
SIATEHO PCR-ISSR MARKERMI
GENETIC DISSIMILARITY EVALUATION OF POTATO, FLAX AND
BARLEY POPULATIONS/ VARIETES USING PCR-ISSR MARKERS

Milan BEZO - Katarina HRUBIKOVA - Jana ZIAROVSKA - Martin BEZO -
Agata CANDRAKOVA

The aim of the study was to distinguish a set of varietes (for flax and barley) and a population (for potato) according
to the genetic dissimilarity based on microsatellite primers. Three primers anchored on the 3"OH end were used
[(GAG)3GC, (CTG)3;GC a (CTC)3GC] to provide PCR-ISSR profiles. Clustering related to the origin of common
ancestors was presented in the dendrogram of flax varietes and groups of hybrids related to the genetic background
of their parents were found in the potato population. Clusters linked to the other varietes ancestor relationships were
found among barley varietes.

Key words: flax (Linum usitatissimum L.), potato (Solanum tuberosum, L.), barley (Hordeum vulgare, L.),
PCR-ISSR, genetic dissimilarity

Uvod

Mapovanie rastlinnych genémov ako aj slachtenie novych odrdd a linii sa v sicastnosti vo svojich
metodickych postupoch spolieha na polymorfné genetické markéry. PCR-ISSR (Inter Simple Sequence
Repeats — zmnozenie usekov medzi jednoduchymi opakovaniami nukeotidov, mikrosatelitmi) je
efektivny systém hodnotenia genotypov rastlin. Zmnozenie tisekov DNA technikou PCR-ISSR umoziuje
rozliSenie aj pribuzensky blizkych genémov, kde iné techniky neposkytuji dostatocny stupen
polymorfizmu (McGREGOR et al., 2000; YONG-CUI et al., 2005).

Ciel'om prace bolo zhodnotit’ pomocou PCR-ISSR geneticku vzdialenost’ medzi populaciami alebo
odrodami v ramci zbierok genofondu troch druhov rastlin, I'ul’ka zemiakového, 'anu siateho a jaCmena
siateho.

Material a metodika

Pre PCR-ISSR analyzy boli pouzité¢ triméry odvodené z mikrosatelitnych opakovani nukleotidov
a ukotvené pomocou dvojice nukleotidov GC na 3'OH konci prajmera [(GAG);GC, (CTG);GC a
(CTC);GC]. K hodnoteniu genetickych vzdialenosti bola pouzitd DNA troch druhov rastlin, I'ul’ka
zemiakového (Solanum tuberosum, L.). Panu siateho (Linum usitatissimum L.) a jaémefa siateho
(Hordeum vulgare, L.).

Polymerazové retazové reakcie (PCR) sa uskuto&nili v tlmivom roztoku 20 mmol x dm™ Tris-HCI
(pH 8,0) a zlozkami 50 mmol x dm™ KCI, 30 ng DNA pre Ian a 'ulok a 10 ng pre jaémeii, 4 nmol x dm”
prajmera, 1 U Taq polymerazy, 3 mmol x dm™ MgCl, a 0,2 mmol x dm™ dNTPs. Casovy a teplotny
profil PCR bol nasledovny: Givodna denaturdcia 2 min pri 94 °C, nasledovalo 45 cyklov s krokmi,
denaturacia 1 min pri 94°C; naviazanie prajmera 1 min pri 55 °C a syntéza polynukleotida 3 min pri 72
°C. Zavere¢na syntéza polynukleotida 7 min pri 72 °C. Vetvové ¢lenenie bolo zostavené UPGMA
analyzou na zaklade priemeru euklidovskych vzdialenosti zhlukov (PEVZ) v programe SYNTAX.

Vysledky a diskusia

Pouzité mikrosatelitné prajmery rozclenili jednotlivé genotypy a populdciu spésobom, akym boli

a0 vo vetvovom c¢leneni zobrazené vzdy Specifické
vzajomné suvislosti medzi vytvorenymi zhlukmi.

V pripade l'ul’ka zemiakového boli genotypy
vstupujuce do  krizenia rozdelené spolu

s populaciou jedincov pochadzajicou z tohto
krizenia (40 jedincov) do troch hlavnych zhlukov
vo vetvovom ¢leneni.
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Obrazok 1: Vetvové Clenenie hybridnej
populacie T'ul’ka zemiakového akomponentov
krizenia na zaklade priemeru euklidovskych
vzdialenosti zhlukov prajmerom (GAG);GC.
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Hybridna kombinacia pochadzajica z krizenia odolného a nachylného genotypu Vitesse (RRrr) x
Monalisa  (rrrr) k had’atku zemiakovému bola rozdelena na genotypy zoskupené okolo jedného
komponentu krizenia (Vitesse), na skupinu zoskupenu okolo druhého komponentu krizenia (Monalisa)
a na skupinu medzi tymito dvoma, avsak pripojent na urovni 0,34 PEVZ ku skupine okolo Vitesse (obr.
1). Vzhladom k zaloZeniu komponentov krizenia k had’atku zemiakovému moze zoskupenie uvedenych
hybridnych genotypov poskytnit vhodny geneticky zaklad pre ich d’alSie vyuzitie v slachtitel'skych
programoch smerom k rozliSovaniu biologickej variability pri medziodrodovom krizeni. Genotypy
zoskupené spolu s uréitym genetickym zaloZzenim komponentov krizenia moézu byt prinosom pri
prekonavani nevyhod pribuzenského krizenia.

Vetvové Clenenie 36 genotypov l'anu zostrojené na zéklade PCR— ISSR zoskupilo analyzované
genotypy do zhlukov (obr. 2), vktorych sa odraza
genetické pozadie vzajomného krizenia lanu siateho.
Zoskupenie eurdpskych genotypov vkazdom zhluku
s ur¢itymi mimoeurdpskymi genotypmi moéze odrazat
niclen SirSie pozadie celého postupu slachtenia lanu  *
siateho, ale aj previazanost' $lachtitel'skych programov z
jednotlivych krajin a dostupnosti urcitych genotypov pre
tieto programy.
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40

Odlisnost’ (PEVZ)

Obrazok 2: Vetvové cClenenie genotypov l'anu siateho na

zéklade priemeru euklidovskych  vzdialenosti zhlukov i
prajmerom (CTG);GC. E — egyptsky genotyp v spojeni

s europskymi; A — genotypy amerického kontinentu Vol il e
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systétmu krizenia v S§lachteni ich predkov.
Takéto rozClenenia je mozné pouzit pri
analyzach genotypov, pri ktorych nie je znamy
predchadzajuci postup krizenia, ich priradenim
PCR-ISSR analyzami ku skupindm genotypov,
o ktorych takéto udaje pozname.
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v spojeni s registrovanymi odrodami.

Zaver

Vzhladom k nizkym mozZnostiam rozdelovania genotypov hospodarskych rastlin do skupin
odréazajucich ich povod alebo typ hospodarskeho vyuZitia a pripisovaniu tejto skuto¢nosti vzajomnému
krizeniu sa genotypov pocas S$lachtenia nielen u blizkych, ale aj vzdialenejSich predkov, ako aj
neexistujuce udaje o genotypoch vstupujicich do $lachtenia, poskytuji mikrosatelity ako markéry
odrazajuce priame moznosti prenosu urcitych usekov DNA efektivny nastroj k odhadovaniu vzajomnych
vzt'ahov v genémoch rastlin.

Praca vznikla s podporou projektu ,,Vyvoj retrotranspozonovych a mikrosatelitovych markérov identifikacie
odrdd a F1 jamena siateho (Hordeum vulgare L.) vo vztahu k odolnosti vo¢i maénatke travovej (Blumeria graminis
f. hordei). Cislo projektu VEGA 1/3452/06 a projektu APVT 20-026002 DNA markéry v selekcii Pulka zemiakového
(Solanum tuberosum L.).
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GENETICKA ANALYZA POPULACII LIPNICE LUCNEJ (POA PRATENSIS
L.) PCR -ISSR MARKERMI
GENETIC ANALYSIS OF KENTUCKY BLUEGRASS (POA PRATENSIS L.)
USING PCR-ISSR MARKERS

Martin BEZO - Jan BRINDZA - Milan BEZO - Katarina HRUBIKOVA - Jana
ZIAROVSKA - Agata CANDRAKOVA

Molecular markers (PCR-ISSR) were employed to characterize a genetic resource collection of Kentucky bluegrass
(Poa pratensis L.). Inter simple fragments (microsatellites) were amplified by four PCR-ISSR primers PP-ISSR-1
(CT)sAC, PP-ISSR-2 (gA)sCC, PP-ISSR-3 (gAg):gC and PP-ISSR—4 (gTg)sgC. The PCR-ISSR markers detected
two original band among all 569 bands of analysed thirthy four populations. The population Alpine had one original
fragment with lenght 250 bp amplified by PP-ISSR-3 (gAg)s;gC and the population 63/722 had other original
fragment 1020bp amplified by PP-ISSR-4 (gTg)sgC.

Key words:, Kentucky bluegrass (Poa pratensis L.), PCR-ISSR, genetic dissimilarity

Uvod

Lipnica li¢na patri medzi rastlinné druhy, ktorym sa venuje pozornost’ genetickych analyz na trovni
DNA markérov. Na analyzu polymorfizmu DNA gendému organizmov sa uplatituju mikrosatelity, kratke
opakujuce sa poradia nukleotidov (1-5 parov baz). Variabilita produktov PCR-ISSR vznika rozdielnou
vzdialenostou medzi mikrosatelitmi do rozsahu, ktory postacuje na PCR zmnozenie useku. Geneticka
charakteristika je velmi dolezita pre urcenie povodnosti populacii podla jedineénych prazkov PCR-
ISSR, zist'ovania jedinecnosti populécii alebo vylucenia duplikdtov v zbierkach genofondu a potvrdenia
pravosti odrdd lipnice lacne;j.

PASAKINSKIENE et al. (2000) pouzili ukotvené prajmery na mnozenie mikrosatelitnej DNA trav
rodu métonoh (Lolium) a kostrava (Festuca).

Cielom prace bolo zhodnotit’ pomocou PCR—ISSR genetickll vzdialenost’ v zbierke populacii lipnice
lucne;.

Material a metodika

Populacie lipnice Iu¢nej (Poa pratensis, L.) boli ziskané zo STachtitel'skej stanice Levoéské Luky
a.s. Levoca. Zoznam genotypov pouzitych pri analyzach: 1) Lea, 2) Slezanka, 3) 9, 4) 43, 5) LL20, 6)
Moravanka, 7) Bohémia, 8) 63/724, 9) 212, 10) Ochotnica, 11) Juzna Ukrajina, 12) Radhost, 13) 63/718,
14) 63/720, 15) 63/721, 16) 63/722, 17) Zlata okrajka, 18) 116, 19) Lea 103, 20) Maly Slizovnik, 21)
Alsa, 22) Holiday, 23) Park, 24) Nublue, 25) Alpine, 26) Bartitia, 27) Grebalowska, 28) 15/3, 29) 28/5,
30) 16/9, 31) 29/4, 32) 27/6, 33) 10/285, 34) 2/12.

Pre PCR-ISSR  boli ako prajmery pouzité syntetizované fragmenty jednoretazcovej DNA
komplementarne k Styrom mikrosatelitom, originalne zostavené diméry a triméry ukotvené na 3'OH
konci dvojicou nukleotidov, PP-ISSR-1 (CT)sAC, PP-ISSR-2 (gA)sCC, PP-ISSR-3 (gAg);gC a PP—
ISSR—4 (gTg);gC. Po optimalizacii podmienok pre 25 ul reakéna zmes (DNA 20 ng, prajmer 0,3 nmol x
dm™ , Taq polymeréaza 0,45 U, MgCl, 1,25 mmol x dm™ , dNTP 0,2 mmol x dm™) sa zvolil profil pre
PCR-ISSR, ivodna denaturdcia dve mintty pri 94 °C, 45 cyklov, pricom kazdy cyklus mal kroky,
denaturacia DNA jednu minutu pri 94 °C, naviazanie prajmera 1 minatu pri 50 °C a syntézu nového
ret'azca 2 minuty pri 72 °C. Po 45 cykle nasledovala zaverecné syntéza ret'azcov sedem minut pri 72 °C.

Na rozdelenie produktov PCR—-ISSR bol pouzity 2 % agarézovy gél v 1 x TBE tlmivom roztoku.
Elektroforézou rozdelené fragmenty DNA boli farbené etidiumbromidom (0,5 pg x ml™) a fotografované
pod UV ziarenim (Dual Intensity Ultraviolet Transiluminator, UPV).

Vetvové ¢lenenie bolo zostavené UPGMA analyzou na zaklade priemeru euklidovskych vzdialenosti
zhlukov (PEVZ) v programe SYNTAX.

Vysledky a diskusia

Celkom 109 prazkov v 6smich pozicidch bolo zistenych na elektroforegramoch produktov PCR-ISSR
s prajmerom PP—ISSR—1 (CT)gAC. Priemerne na jednu populaciu bolo zistenych 3,2 prazka v rozsahu 1—-
5 pruzkov na jednu populéciu. Ani jedna zo sledovanych populacii nemala jedine¢ny prazok. Zisteny bol
100% polymorfizmus. Prajmerom PP-ISSR-2 (gA)sCC bolo v PCR-ISSR reakciou namnoZenych
fragmentov DNA a elektroforézou v agarézovom géle rozdelenych celkom 212 prazkov z pétnastich
moznych pozicii. Priemerne na jednu populaciu bolo 6,2 prizka vrozsahu 2-9 prazkov na jednu
populaciu. Zisteny bol 100% polymorfizmus. Ani jedna populacia nemala jedinecny prazok. Prajmerom
PP-ISSR-3 (gAg);gC bolo v PCR-ISSR reakciou namnozenych fragmentov DNA a elektroforézou
v agar6zovom géle rozdelenych celkom 139 prazkov z deviatich moznych pozicii. Priemerne na jednu
populaciu bolo 4,1 prazka v rozsahu 1-6 prazkov
na jednu populaciu. Zisteny bol 89 % polymorfizmus, populdcia Alpine mala jedine¢ny prizok vo
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velkosti 250 bp. Prajmerom PP-ISSR—4 (gTg);gC bolo v PCR-ISSR reakciou namnozenych fragmentov
DNA a elektroforézou v agarézovom géle rozdelenych celkom 109 pruzkov zo siedmich moznych
pozicii. Priemerne na jednu populaciu bolo 3,2 prazka v rozsahu 1-7 prizkov na jednu populaciu. Zisteny
bol 86% polymorfizmus. Populacia 63/722 mala jedineény prazok vo velkosti 1020 bp.

1 Spracovanim ¢iselnych
— 3 2 podkladov ziskanych pomocou
4 prajmerov PP-ISSR-1 (CT):AC,

— [ | 19 PP-ISSR-2 (gA)sCC, PP-ISSR-3
18 (gAg);gC a PP-ISSR—4 (gTg):gC
27, bolo v  agarbzovom  géle
4|7| 30 rozdelenych celkom 569 prazkov

— 2 z tridsatdevdt moznych pozicii.
5 Priemerne na jednu populéciu bolo

’—l 6 14,6 prazkov vrozsahu 12-20
r 6 | prizkov na jednu populdciu.

9 Zisteny bol 95% polymorfizmus,

0,894E+02 .
12 s prajmerom PP-ISSR-3 (gAg);gC

11. cyklus

11 mala populdcia Alpine jedinecny
L 15 pruzok vo velkosti 250 bp a s

‘ | 23 s prajmerom PP—ISSR—4 .(g"l'"g)3gC
B, mala populdcia 63/722 jedinecny
21 pruzok vo velkosti 1020 bp.

—|_|| , Vetvovym  ¢lenenim  podla

24 UPGMA boli vytvorené dva
zhluky populacii. Hodnota PEVZ
na urovni 11 cyklu Dbola
0,894E-+02.

Obrazok: Vetvové Clenenie vzajomnej zavislosti 34 populacii lipnice lucnej na zédklade PCR-ISSR
produktov zmnozenych pomocou prajmerov PP-ISSR-1 (CT)sAC, PP-ISSR-2 (gA)sCC , PP-ISSR-3
(gAg);gC a PP-ISSR—4 (gTg),gC.

Podobny pocet prazkov zistili XIE et al.(2005) analyzou populdcie brslenca (Monimopetalum
chinense L., ¢el'ad Celastraceae). PCR-ISSR metodou vo vzorke 190 jedincov bolo desiatimi prajmermi
identifikovanych 110 PCR-ISSR prazkov. Nizke hodnoty genetickej variability boli zistené na tGrovni
druhovej a populacii.

Zaver

Hodnotenie variability rastlin na zaklade polymorfizmu DNA je jedna z moznosti uplatnenia
modernych postupov a metdd v genetickom vyskume, Slachteni rastlin a zachrane genetickej rozmanitosti
rastlin. Technika PCR-ISSR vyuziva jedinecni moznost zmnoZenia usekov izolovanej DNA
v skumavke, presnom urceni vel'kosti a primarnej struktury namnozeného useku DNA. Ziskané vysledky
molekularnou analyzou variability zbierky populacii lipnice licnej rozSiruji poznatky o variabilite
molekuly DNA medzi jedincami a medzi populaciami. Navrhnuté a ispesne odskusané prajmery pre
PCR-ISSR su vyuzitelné pre d’alSie analyzy populécii lipnice li¢nej rozdielneho pévodu, hospodarskeho
vyuzitia, zaradenia do programu §l'achtenia a ur¢ovania pravosti odrdd.

Praca bola sucastou rieSenia vyskumného projektu C519/3 D118/VTPC/1998 Zachrana a ochrana
ohrozeného genofondu rastlin na Slovensku a VEGA 1/3452/06 projektu ,,Vyvoj retrotranspozénovych
a mikrosatelitovych markérov identifikacie odrod a F1 jaémena siateho (Hordeum vulgare L.) vo vztahu
k odolnosti vo¢i miénatke travovej (Blumeria graminis f. hordei).
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TRANSFORMACIA LCANU SIATEHO S CIECOM ZVYSENIA KVALITY
LIGNINOVYCH VLAKEN
GENETIC TRANSFORMATION OF LINUM USITATTISIMUM WITH AN AIM
TO IMPROVE A QUALITY OF THE LIGNIN FIBERS

Juraj BLEHO — Andrea HRICOVA — Anna PRETOVA

Lignin is a major cell wall polymer of plant vascular tissues, thus important for mechanical support and water transport
in plants. The ability of lignin to impede the degradation of cell wall polysaccharides has also impact on the plant defence
against pathogens, insect or other herbivores. Its composition and quantity affects industrial use of flax plant material,
because after cellulose it is second most abundant organic compound (25% of plant biomass). It is a very heterogenous
polymer and there are lots of mechanisms how to modify lignin composition and quantity. The way how we try to change
a quality of flax fibers is to modify the activity of cinnamyl alcohol dehydrogenase. Cinnamyl alcohol dehydrogenase
(CAD; EC 1.1.1.195) is monolignol biosynthetic enzyme that catalyzes the final step of lignin subunit biosynthesis in
higher plants.

Keywords: lignin, CAD, flax

Uvod

Lan (Linum usitatissimum L.) bol jednou z prvych pol'nohospodarskych plodin, ktoré boli domestifikované
lud’mi. Z hladiska vyuzitia v hospodarstve mozno kulturny I'an rozdelit’ do dvoch skupin: priadny a olejny.
Na kvalitu priadneho 'anu mé vplyv aj zlozenie a mnozstvo ligninu vo vlakne. Lignin je biopolymér, ktory
v rastline plni mechanicki (opornt1) funkciu, podiel’a sa na transporte vody v pletive a brani degradacii
polysacharidov bunkovej steny, ¢im vplyva aj na obranu rastlin voci patogénom, hmyzu a bylinozravym
druhom. Jednou z moznosti ovplyvnenia kvality a zlozenia ligninu je vyuzit’ aktivitu enzymu cinamyl alkohol
dehydrogenazy (CAD), ktory katalyzuje redukciu cinamyl aldehydov (koniferyl, sinapyl, p-kumaryl) na
prekurzory ligninu.

Material a metody

Ako vychodiskovy material sme pri naSich pokusoch pouzili dva kultivary 'anu siateho Jitka a Super, ktoré
patria medzi priadne typy.

Hypokotylové segmenty lanu sme transformovali pomocou odzbrojeného kmetia Agrobacterium
tumefaciens LBA 4404, ktory niesol derivat binarneho vektora pBINPLUS. Binarny plazmid pAV04
obsahoval CAD gén, ktory bol riadeny konstitutivnym CaMV 35S promoétorom. Okrem toho obsahoval
selekény nptll gén pre neomycin fosfotransferazu. Segmenty hypokotylov zo 6-7 diiovych in vitro kliénych
rastlin Panu sme transformovali podl'a modifikovanej metody MLYNAROVE] et al. (1994). Jadrovii DNA
sme z regenerovanych rastlin izolovali metddou podl'a BEKESIOVE]J et al. (1999) a nasledne analyzovali na
pritomnost’ CAD a nptIl génov metédou PCR. Pre PCR analyzy sme pouzili priméry CAD REV 155 a CaMV
FOR 300.

Vysledky

Geneticku transformaciu segmentov hypokotylov 'anu siateho sme uskuto¢nili pomocou A. tumefaciens
LBA4404 obsahujuci binarny plazmid pAV04, ktory sme pred samotnou transformaciou overili restrikénou
analyzou. Na transformaciu sme pouzili 6-7 diové kliCence l'anu, z ktorych sme narezali 2-4 mm dlhé
hypokotylové segmenty. Segmenty hypokotylov sme inkubovali v suspenzii agrobaktérii po dobu 5-10 minut
apreniesli na kalus indukujuce médium s pridavkom antibiotik a rastovych latok. Na reznych plochach
explantatov sme po 5-7 dnoch pozorovali indukciu kalusov, ktoré sme zrezali a preniesli na vyhonky
indukujuce médium. Na kalusoch sme po 2-4 tyzdnoch pozorovali tvorbu vyhonkov, ktoré sme zrezali
a preniesli na elongacné a zakorenovacie médium. Lepsi regeneracny potencidl sme pozorovali pri kultivare
Super, z ktorého sme po 3-4 tyzdnoch kultivacie ziskali kompletné zakorenené rastliny. PCR analyzou sme
potvrdili pritomnost’ transgénu v 30% zo vSetkych testovanych rastlin.

Zaver

Ciel'om naSej prace bolo technikou transformacie pomocou systému A. tumefaciens preniest’ do genomu
lanu siateho T-DNA, ktora obsahovala CAD gén, z transformovanych hypokotylov regenerovat’ rastliny
a analyzovat’ ich na pritomnost’ transgénu. Z doterajSich vysledkov vyplyva, Zze aplikacia genetickych
transformacii lanu je sprevadzand mnohymi tazkostami a preto predmetom d’al§ich $tudii bude vyriesit’
otazky aproblémy tykajuce sa samotnej techniky transformacie. Je ziadlce zamerat sa na zvySenie
transformacénej ucinnosti s cielom ziskat' dostatoéné mnozstvo transgénnych rastlin pre d’alSie analyzy.
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Neskor sa zameriame na detailni charakterizaciu vplyvu CAD génu na kompoziciu ligninu v bunkach
mezofylu a kvalitu vlakna v ziskanych transgénnych rastlinach.
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TVORBA VYSOKO-EMBRYOGENNYCH GENOTYPOV LUCERNY SIATEJ
(MEDICAGO SATIVA L.) REKURENTNOU SELEKCIOU
DEVELOPMENT OF HIGHLY EMBRYOGENIC GENOTYPES OF ALFALFA
(MEDICAGO SATIVA L.) USING RECURRENT SELECTION

Juraj FARAGO' - Natalia FARAGOVA' - Diana GASPAROVA?

Alfalfa (Medicago sativa L.) is the most important forage legume throughout the world can provide a valuable tool to
improve alfalfa mainly through genetic transformation. Exploitation of this technique in alfalfa is, however,
dependent on the availability of highly regenerable genotypes. We evaluated the embryogenic capacity of 32
embryogenic genotypes selected from 14 commercial alfalfa cultivars. The highest embryogenic frequency of
embryogenic calli was found in the control genotype SE/22-GT2, while the frequency of embryogenic calli in the
other tested embryogenic genotypes ranged from 0 to 50 %. Selected genotypes were subsequently used for
hybridization experiments with the aim to accumulate genes for in vitro regeneration ability in the progenies. We
tested 33 selected genotypes from 16 varieties of alfalfa. We manually pollinated 1983 flowers and obtained 5181
seeds. Selected progenies from 7 reciprocal cross-breedings within 8 embryogenic genotypes of alfalfa were tested
for presence of embryogenic genotypes and their embryogenic capacity. In total, 207 genotypes were tested for
embryogenic ability and embryogenic capacity and 27 embryogenic genotypes were detected (13.04 %). The highest
frequency of embryogenic genotypes was identified in following progenies: Niva/l17 x Gabika/2 (22.6 %), Gabika/2 x
Niva/17 (22.2 %), Gabika/2 x Vanda/7 (20 %) a Gabika/2 x Morava/18B(20 %).

Key words: somatic embryogenesis, recurrent selection, genotype effect, biotechnology

Uvod

Lucerna siata (Medicago sativa L.) je dolezitou krmovinou na celom svete. SPachtenie novych odrod
je ovplyvilované réznymi faktormi ako su geneticka variabilita, nachylnost na choroby a skodcov,
a autotetraploidny charakter druhu. Metdéda pletivovych kultir nam umoznuje vylepsit lucernu
prostrednictvom genetickej transformacie. Vyuzitie tejto techniky je vSak zavislé od dostupnosti
vhodnych avysokoulinnych in vitro regeneracnych postupov. Vysokd regeneracnd schopnost’
explantatov lucerny v pletivovych kultirach a tvorba somatickych embryi je geneticky limitovand na
niekol’ko malo genotypov v odrodach a zavisi tiez od pouzitého druhu explantatu. Po identifikacii
embryogénnych genotypov v odrodach je potrebné zistit' embryogénnu kapacitu tychto genotypov v in
vitro kulture. Genotypy s najvyssim embryogénnym potencidlom je mozné pouzit' priamo na genetickl
transformaciu lucerny, alebo eSte zvysit ich embryogénnu kapacitu rekurentnou selekciou na
embryogénnu schopnost’.

Material a metody

V praci boli pouzité genotypy lucerny siatej (Medicago sativa L.) zo zbierky embryogénnych
genotypov lucerny vo VURV Piestany (FARAGO et al., 1997; FARAGO et al., 2003). Na testovanie
embryogénnej kapacity embryogénnych genotypov bolo vybranych 32 genotypov pochadzajicich zo 14
komeréne pestovanych odrdd lucerny a jedného kultivaru blizko pribuzného druhu (M. falcata). Ako
kontrolny genotyp bol puzity vysokoembryogénny genotyp SE-22 ziskany z odrody Lucia rekurentnou
selekciou na embryogénnu schopnost’ v in vitro kultire (FARAGO et al., 1997). Do hybridiza¢énych
experimentov bolo zaradenych 33 embryogénnych genotypov lucerny (25 genotypov pouzitych na
testovanie embryogénnej kapacity embryogénnych genotypov + 8 novych genotypov zo zbierky
embryogénnych genotypov lucerny vo VURV Piestany). Na rekurentnu selekciu bolo vybranych 11
populécii genotypov predstavujucich potomstvd 7 reciproénych krizeni embryogénnych genotypov
lucerny, v ktorych jednym z rodiovskych rastlin bol vzdy genotyp Gabika/2. Ostatnymi vybranymi
parentalnymi genotypmi boli Lucia/5, Morava/18, Niva/8, Niva/17, Palava/13, Vali/19 a Vanda/7.

Vysledky a diskusia

V praci sme otestovali embryogénnu kapacitu 32 embryogénnych genotypov vyselektovanych zo 14
komerénych odrdd lucerny siatej. NajvysSia frekvencia embryogénnych kalusov bola zistena pri
kontrolnom genotype SE/22-GT2 (93,7 %), zatial' ¢o frekvencia embryogénnych kalusov pri ostatnych
testovanych embryogénnych genotypoch sa pohybovala od 0 do 50 %. Vybrané embryogénne genotypy
boli nasledne pouzit¢ na hybridizacné experimenty s cielom akumuldcie génov pre embryogénnu
schopnost’ v in vitro kultire. V experimentoch bolo pouzitych 33 genotypov vybranych zo 16 odrod
lucerny. Manualne bolo opelenych 1983 a ziskanych 5181 semien. Priemerny pocet semien na kvietok
bol 2,613. Vybrané potomstva zo 7 recipro¢nych krizeni medzi 8 embryogénnymi genotypmi lucerny sa
potom otestovali na pritomnost’ embryogénnych genotypov a ich embryogénnu schopnost’ (tab. 1).
Celkom bola embryogénna schopnost’ a embryogénna kapacita testovana pri 207 genotypoch a bolo
identifikovanych 27 embryogénnych genotypov (13,04 %). Najviac embryogénnych genotypov bolo
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identifikovanych v potomstvach krizeni Niva/17 x Gabika/2 (22,6 %), Gabika/2 x Niva/l17 (22,2 %),
Gabika/2 x Vanda/7 (20 %) a Gabika/2 x Morava/18B (20 %).
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Tabul’ka 1: Testovanie embryogénnej kapacity hybridov embryogénnych genotypov lucerny siatej

Por. Pocet Pocet % % embr. Embryogénne

[ KriZenie Expl. rastlin | expl. kalog. gent. SE/C genotypy

1 Gabika/2 x Niva/17 HY 27 92 100,0 14,8 3,953 1A42/1, 144/13,144/17,144/18
LS 24 241 86,7 8,8 4,417 142/4, 144/10
Celkom 27 333 90,4 22,2 4,122

2 Niva/17 x Gabika/2 HY 31 95 100,0 16,1 6,600 1B3/4,1B3/5,1B3/8,1B3/11,1B4/3
LS 21 221 100,0 9,5 6,333 1B3/10, 1B4/9
Celkom 31 316 100,0 22,6 6,646

3 Gabika/2 x Niva/8 HY 24 111 96,4 8,33 3,667 242/7,242/12,
LS 24 119 98,3 4,17 3,500 242/17
Celkom 24 230 97,4 12,50 3,571

4 Niva/8 x Gabika/2 HY 17 83 100,0 5,88 2,500 2B2/11
LS 17 107 100,0 5,88 3,000 2B2/8
Celkom 17 190 100,0 11,76 2,750

5 Gabika/2 x Vali/19 HY 14 67 100,0 0,00 * *
LS 13 59 100,0 0,00 * *
Celkom 14 126 100,0 0,00 *

6 Vali/19 x Gabika/2 HY 30 147 100,0 0,00 * *
LS 30 167 100,0 0,00 * *
Celkom 30 313 100,0 0,00 *

7 Lucia/5 x Gabika/2 HY 19 51 100,0 10,53 3,750 1041/5, 1041/8
LS 19 84 100,0 10,53 3,600 1041/5, 1041/8
Celkom 19 135 100,0 10,53 3,667

8 Gabika/2 x Vanda/7 HY 5 17 100,0 0,00 *
LS 5 25 100,0 20,00 2,000 11B1/1
Celkom 5 42 100,0 20,00 2,000

9 Vanda/7 x Gabika/2 HY 10 22 100,0 10,00 5,000 1141/1
LS 10 48 100,0 0,00 *
Celkom 10 70 100,0 10,00 5,000

10 Gabika/2xMorava/18 | HY 20 83 90,4 10,00 3,750 12B1/10, 12B1/19
LS 20 131 91,6 10,00 2,667 12B1/7, 12B1/18
Celkom 20 214 91,1 20,00 3,100

11 Morava/18xGabika/2 | HY 10 41 100,0 10,00 1,500 124172
LS 10 60 100,0 10,00 2,750 124172
Celkom 10 101 100,0 10,00 2,333

Legenda: Por. ¢.- poradové cislo; Expl.- explanat, Pocet expl.- pocet explantatov; % kalog.- % kalogenézy; % embr.
gent.- % embryogénnych genotypov; SE/C- pocet somatickych embryi na kalus; HY- hypokotylové segmenty; LS-
segmenty listovych stopiek

p=(
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HODNOTENIE NODULACNEJ SCHOPNOSTI GENETICKY
MODIFIKOVANYCH KLONOV LUCERNY SIATEJ S VNESENYM AIMV CP
GENOM
COMPARISON OF THE NODULATION ABILITY OF GENETICALLY
MODIFIED LINES OF ALFALFA CONTAINING THE GENE AIMV CP

Natélia FARAGOVA — Juraj FARAGO

A laboratory experiment was established in order to evaluate the nodulation ability of transgenic alfalfa plants
containing the gene AIMVcp encoding the coat protein of alfalfa mosaic virus. The variability of all the evaluated
traits was significantly affected by both the genotype and the type of inoculation suspension (p < 0.01). The highest
number of nodules as well as the highest proportion of active nodules was observed in clones A5-3-3 a A5-9-3. The
number of nodules was in average 16 % higher in transgenic clones in comparison with the isogenic non-transgenic
line SE/22-GT2. In general, the genetically modified lines of alfalfa containing the AIMVcp gene, had higher average
values of evaluated traits comparing to the non-transgenic isogenic line.

Key words: GMO, Medicago sativa, nodulation, Sinorhizobium meliloti

Uvod

Rychly rozvoj technik pol'nohospodarskej biotechnoldgie a uvolnenie novych transgénnych odrod
pol'nohospodarskych plodin prinieslo mnoho ekonomickych vyhod, ale vyvolal aj obavy z mozného
vplyvu transgénnych rastlin na Zivotné prostredie, vratane vplyvov na spoluzitie s pddnymi
mikroorganizmami. Tieto obavy st u nas reflektované aj v Zakone €. 151/2002 o pouzivani genetickych
technologii a geneticky modifikovanych organizmov, ktory v § 5 uklada pre kazdé pouzitie geneticky
modifikovanych organizmov vykonat’ posudzovanie environmentalneho rizika.

Material a metody

V experimente boli vyuzité geneticky modifikované klony lucerny siatej (Medicago sativa L.),
pochadzajuce z vysokoregenerujiceho genotypu Rg 9/1-14-22, izolovaného z odrody Lucia (FARAGO
akol., 1997) s vnesenym génom AMVIcp pre plastova bielkovinu virusu mozaiky lucerny (KUDELA
akol.,, 1995): AS5-3-3, A4-2-2, A4-4-1, A4-5-2, A5-9-3. Do pokusu bol zahrnuty aj geneticky
nemodifikovany izogénny klon SE/22-GT2 a vybrané genotypy z odrody Lucia. Rastliny boli pestované
v zmesi piesku aperlitu v pomere 3:1. Minerdlna vyziva bola dodavana kazdych 7-10 dni formou
zélievky Jensenovym Zivnym roztokom bez dusika (SOMASEGARAN a HOBEN, 1994). Startovacia
davka dusika (0,7 mM N) sa aplikovala jednorazovo do 14 dni od vysadby rastlin (FARAGOVA a UZIK,
1999). Pri vysadbe boli rastliny lucerny inokulované kmeiimi nitrogénnych baktérii Sinorhizobium
meliloti D528 (GB Rhizébii, Praha-Ruzyné) a 5SM4 (VURV Piestany). Do experimentu bol zahrnuty
i variant inokulovany sterilnym fyziologickym roztokom. Hodnotené znaky: absolutna suchd hmotnost’
nadzemnej hmoty (d’alej len hmotnost’ NH) v mg, hmotnost’ korenia v mg, mohutnost’ koreflovej sustavy
(body 1-9), pocet hréiek na rastline, percento aktivnych hréiek z celkového poctu podla Rice (RICE a
kol., 1977), tvar hrciek a celkovy obsah dusikatych latok v NH v %.

Vysledky a diskusia

V laboratornych podmienkach bol zalozeny experiment za i¢elom hodnotenia nodulacnej schopnosti
geneticky modifikovanych rastlin lucerny obsahujucich AIMVcp gén pre plastova bielkovinu virusu
mozaiky lucerny. Variabilita vSetkych sledovanych znakov bola Statisticky vyznamne ovplyvnena
rastlinnym klonom aj inokula¢nou suspenziou (p < 0,01). Najvy$sou hmotnostou NH sa vyznacovali
nahodne vybrané genotypy zodrody Lucia (183 mg). Podla vysledkov DONEGAN akol. (1999)
transgénne rastliny lucerny obsahujice peroxidazu ligninu mali $tatisticky vyznamne niz§iu hmotnost NH
a vyssi obsah N a P v porovnani s izogénnymi netransgénnymi klonmi. Spomedzi transgénnych klonov
lucerny s vnesenym AIMVcep génom sa najvy$Sou hmotnostou NH asucasne ihmotnostou a
mohutnostou korena vyznacoval klon A5-9-3. Inokulacia kmenmi S. meliloti zvysila hmotnost NH o 16
(kmen 5M4) az 37 (kmen D528) %. Najvyssim poctom hrciek s najvyssim podielom aktivnych sa
vyznacovali klony A5-3-3 a A5-9-3. VSeobecne mézeme povedat’, ze geneticky modifikované klony mali
nasadenych o 16 % viac hréiek v porovnani sizogénnou liniou SE/22-GT2. Prevladal gulovity tvar
hréiek bez ohl'adu na geneticki modifikaciu. Podla stidie BOISSON-DERNIER a kol. (2001) sa korene
transformovanych rastlin Medicago truncatula vyznacovali uspe$nejSou nodula¢nou schopnostou po
inokulacii kmenmi S. meliloti nez nemodifikované kontrolné linie. Podla MASOUD (1996) vnesené gény
Aglul a RCH10 do lucerny nemali negativny vplyv na Rhizobium-alfalfa interakciu. Najvyssim obsahom
celkovych dusikatych latok v NH (stonky a listy spolu) sa vyznacoval geneticky modifikovany klon A4-
5-2.
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Zaver

Variabilita vSetkych testovanych znakov bola $tatisticky vyznamne ovplyvnena rastlinnym genotypom

aj inokulatnou suspenziou. Statisticky vyznamné rozdiely v znakoch boli zaznamenané ako medzi
geneticky modifikovanymi klonmi, tak aj medzi ich izogénnymi liniami a genotypmi selektovanymi
z odrody Lucia. Vo vSeobecnosti sa geneticky modifikované klony lucerny s vnesenym AIMVcp génom
vyznacovali vys$§imi priemernymi hodnotami znakov v porovnani s ich izogénnymi nemodifikovanymi
liniami.
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POLYPLOIDIZACE A SOMATICKA HYBRIDIZACE - ALTERNATIVA
SLECHTENI BRAMBORU
POLYPLOIDIZATION AND SOMATIC HYBRIDIZATION — AN
ALTERNATIVE OF POTATO BREEDING

Marie qREPLoyAl- Hana POLZEROVAI— David KOPECKY?- Bozena
NAVRATVILO\,/A3- Pavla SUCHANKOVA2- Renata SVECOVA '- Jaroslava
DOMKAROVA'

Potato late blight caused by the pathogen Phytopthora infestans (Mont de Bary) is the most serious potato disease all
over the world. The increase of tolerance to late blight in cultured potatoes belongs to the major breeding aims and
is a component of integrated pest management. Minor genes for polygenic-based horizontal resistance and major
genes for vertical resistance (hypersensitivity) could be transferred by the utilization of crossing of wild Solanum
species and S. tuberosum. Some kind of wild potato species are sexual incompatible with S. tuberosum and so
polyploidization and somatic hybridization are alternatives to classical breeding. Obtaining of breeding material
using polyploidization was performed with colchicine and oryzaline application to nodal segments of wild potato S.
berthaultii, S. bulbocastanum, S. pinnatisectum, S. verrucosum and dihaploids of S. tuberosum. Regenerants were
evaluated by flow-cytometry and derived tetraploids were used in crossing with Solanum tuberosum. Somatic
hybridization was done by an electrofusion and chemofusion of mesophyll protoplasts. Mesophyll protoplasts of
Solanum tuberosum, S. berthaultii, S. bulbocastanum, S. pinnatisectum and S. verrucosum were used. Regenerated
plants were evaluated by flow-cytometry and a RAPD method. We obtained somatic hybrids, in that morphological
evaluation is performed.

Key words: polypolidization, somatic hybridization, Solanum sp., potato breeding

Uvod

infestans (Mont de Bary). ZvySeni odolnosti bramboru vi¢i plisni bramboru je jednim z hlavnich
Slechtitelskych cilti a je nedilnou soucasti integrované ochrany rostlin. Vyuzitim nekterych planych druhd
rodu Solanum ve $lechténi bramboru S. tuberosum lze pfenést jak minor geny - polygenné ovladana
horizontalni rezistence tak i major geny - vertikani rezistence (hypersensitivita).

Material a metody

Rostlinny material

Pro polyploidizaci byly pouzity nodalni segmenty z in vitro rostoucich rostlin planych druhii rodu
Solanum (S. berthaultii PI 310925, S. bulbocastanum 8003 a PI 243512, S. pinnatisectum 8166 a PI
320342, S. verrucosum PI 161173) a dihaploida Solanum tuberosum (39/2; 41/1; 46/1; 47/1; 53/2; 65/2;
70/2; 80/1; 85/1; 89/1; 96/1; 99/2; 102/1; 109/1). Somaticka hybridizace byla provadéna s planymi druhy
S. bulbocastanum 8003 a PI 243512, S. pinnatisectum 8166, S. verrucosum PI 161173 a kulturnim S.
tuberosum (dihaploid 243, 299, odrtdy Bintje, Ditta, Karin, Kordoba).

Polyploidizace
Nodalni segmenty byly oSetfovany tieti den po vysazeni na agarové médium vodnymi roztoky 3,5 a 5
mM kolchicinu nebo 25 a 30 uM oryzalinu (5) po dobu 24 a 48 hodin.

Somaticka hybridizace

Fuze mezofylovych protoplastl byla realizovana elektrickym polem a pomoci polyetylenglykolu
(PEG). Protoplasty byly izolovany z in vitro rostlin pomoci enzymatické smési 1 % celulasy (Cellulase
Onozuka R-10, Serva) a 0.2 % macerozymu (Macerozyme R-10, Serva). Protoplasty byly izolovany
standardni metodou (filtrace, centrifugace a purifikace v 0.5 M sacharosovém gradientu). Pro elektrofuze
byly protoplasty promyvany v pfedfiznim roztoku (0.4 M manitol a 1 mM CaCl,) a nafedény ve fuznim
roztoku (0.4 M manitol) na pozadovanou hustotu (10° — 10° protoplastii na 1 ml). Pro chemické fiize byla
pozadovana hustota dosazena v roztoku M+C (0.2 M manitol a 80 mM CaCl,). Suspenze protoplastii
dvou fuznich partnert byly smichany v poméru 1:1.

Elektrofiize protoplastli se uskutecnila pomoci elektroporatoru ECM 2001 (2), velikost stfidavého
proudu pro fetézeni byla 5V/0,5 mm (11 — 18 s) a velikost stejnosmérného proudu pro vlastni fuzi
protoplastti bala 10V/0,5 mm (80 us). Chemické fuze probihaly pomoci 33% roztoku PEG (2).

Rostliny ziskané z polyploidizace a somatické hybridizace byly hodnoceny pomoci pritokové cytometrie
(FC), somatické hybridy (SH) byly potvrzeny RAPD, a budou honoceny morfologicky.

Vysledky a diskuse

Somaticka hybridizace
Protoplasty po fizi byly kultivovany v tekutém médiu SWy; (1) se snizujici se koncentraci sacharosy
do vzniku mikrokalusti. Mikrokalusy a kalusy pak byly kultivovany v tekutém i agarovém médiu C a D
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(4). Prvni rostliny na kalusech regenerovaly po 140 dnech. Regeneranty byly ziskany na kalusech z
nékolika kombinaci elektrofiize protoplasti (Tab.1). Otestovanim na pritokovém cytometru a po RAPD
analyze bylo potvrzeno ziskani somatickych hybridd, jejichz hodnoceni pokracuje v podminkach in vivo
(Obr. 1a, b).

Polyploidizace

Na zaklad¢ pfedchozich experimentti byla zjiSténa jako optimalni koncentrace u planych druhd 3,5 az
5 mM kolchicinu a 25 az 30 uM oryzalinu s dobou ptisobeni 24 hod (2a). Pokusy prokazaly, Ze oryzalin
je u bramboru u¢inngj§im polyploidizaénim &inidlem neZ kolchicin. Cetnost regenerantd s nezménénou
urovni ploidie a Cetnost mixoploidi vSak u planych druhtt a zejména u dihaploidd S. tuberosum
presahovala Cetnost indukovanych tetraploidnich rostlin. Z tohoto divodu bylo pfistoupeno k zafazeni
vy$$i koncentrace oryzalinu (50 uM). Tyto experimenty pokracuji. Tetraploidni rostliny byly odvozeny
od v8ech planych druhii rodu Solanum, zatazenych do naSich experimentti (Obr. 2a, b). Ze 14 dihaploida
S. tuberosum byly jiz ziskany tetraploidy u 8 zastupct (Tab. 2).
Odvozené tetraploidy planych druhii a zdvojené dihaploidy S. tuberosum byly pouzity pro klasické
ktizeni ve vybranych kombinacich s tetraploidnim S. tuberosum.
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Obr. la Obr. 1b Obr. 2a

Obr. 1a, b Porovnani morfologie somatickych hybridi z kombinace S. bulbocastanum 8003 + S. tuberosum dihaploid 243; Obr. 2a
Porovnani morfologie listd diploidniho a tetraploidniho S. bulbocastanum ziskaného aplikaci mitotického jedu (2. list pod
vrcholem); Obr. 2b Porovnani celkového habitu tetraploidniho a diploidniho S.bulbocastanum ziskaného aplikaci mitotického jedu.

Tabulka 1: Kombinace genotypt pouZitych v somatické hybridizaci

S. tuberosum 243 S. tuberosum 299 S. tuberosum Bintje S. tuberosum Ditta  S. tuberosum Kordoba
S. bulbocastanum 8003 a o ® 0 0
S. bulbocastanum PI 243512 [ o 0 ® o a regenerace SH potvrzenych FC a RAPD
S. pinnatisectum 8166 0 b a o o b regenerace SH potvrzenych FC
S. tuberosum 243 [ o a o 0 ¢ regenerace rostlin bez ovéfeni hybridnosti
S. verrucosum PI 161173 0 o o 0 c 0 kombinace nebyla realizovana

Tabulka 2: Prehled genotypii pouZitych v polyploidizaci

Dihaploid hybrids S. tuberosum recovery of tetraploids Wild species of Solanum genus recovery of tetraploids
39/2 XX S. berthaultii PI 310925 XX
41/1 XX S. bulbocastanum 8003 XX
46/1 X S. bulbocastanum PI 243512 XX
47/1 X S. pinnatisectum 2166 XX
53/2 X S. pinnatisectum PI 320342 XX
65/2 XX S. verrucosum PI 161173 XX
70/2 XX
80/1 X x - zachovana diploidni Grovent
85/1 XX XX - zména z diploidni na tetraploidni urovei
89/1 X
96/1 XX
99/2 XX
102/1 X
109/1 XX
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UVOD DO STUDIA ASYMETRICKE SOMATICKE HYBRIDIZACE
AN INTRODUCTION TO STUDY OF ASYMMETRIC SOMATIC
HYBRIDIZATION

Marie GREPLOVA'- Hana POLZEROVA'- Bozena NAVRATILOVA?

Aim of the study is optimalization of protoplast organelles inactivation (nuclei, chloroplasts, mitochondia) with goals
using them in cybridization. The effort is focused especially on introduction of resistance genes of wild species to
cultivated plants. Inactivation of nuclei and semiautonomic organelles was studied in mesophyll protoplasts selected
from the members of the genus Solanum tuberosum (cv. Kordoba, cv. Karin, cv. Komtesa) and Solanum verrucosum.
Immediately after the isolation, an aliquot of protoplasts was UV-irradiated (a germicidal lamp, 7 min and 12 cm),
these protoplasts did not regenerate. Inactivation of semiautonomic organelles was performed in aliquots of
protoplasts with graded concentrations of IODOACETAMIDE (0.3 mM; 0.4 mM), RHODAMINE 6G (0.05 mM; 0.1
mM) a IODOACETIC ACID (0.125 mM; 0.2 mM). These concentrations of IODOACETAMIDE and IODOACETIC
ACID did not damage protoplasts and the regeneration of a cell wall was sporadically recorded. In controls, division
was observed and microcolonies, microcalli and calli were derived. Protoplasts were fused in combination: UV
irradiated protoplasts + protoplasts treated with lodoacetamide or lodoacetic acid. The experiments are continuing
and are directed to determine the exact limit of suitable concentration of active substance to produce protoplasts
suitable for cybridizations.

Key words: protoplast, protoplast fusion, cybridization, lodoacetamide, lodoacetic acid, Rhodamine 6G, Solanum
tuberosum, S. verrusosum

Uvod

Fuze protoplasti vede k ziskani bunck, které obsahuji smés organel obou faznich partnert. U
mezidruhovych somatickych hybridd existuje problém nadbytku nezadoucich vlastnosti planého druhu. Tato
prekazka miize byt vyfeSena ¢aste¢nym pfenosem gentl a to pomoci technik asymetrickych fzi protoplasti.
Eliminaci jadra jednoho z partnerii vznika nova nukleo-cytoplasmaticka kombinace — cytoplasmaticky hybrid
(cybrid) (4). UV zafeni je alternativni metoda pro fragmentaci chromosomti v produkci asymetrickych hybridi,
eliminace c¢asti donorového genomu vede ke snizeni poétu zpétnych kiizeni a je predpokladem vyssi
regeneracni schopnosti a fertility (1). DalSi moznosti je dvoji oSetieni protoplastl, kdy protoplasty jaderného
donora (kulturni druh) jsou oSetfeny jodoacetamidem, rhodaminem 6G nebo jodooctovou kyselinou a
protoplasty cytoplasmového donora (plany druh) UV zafenim. Dvoji oSetfeni protoplastii je navic efektivni
selekéni systém (3).

Material a metody

Rostlinny material

Pro izolaci protoplastll byly pouzity rostliny S. tuberosum (cv. Kordoba, cv. Karin, cv. Komtesa) a S.
verrucosum PI 161173 kultivované in vitro. 1zolace protoplastll z listového mezofylu probihala standardnim
zpasobem (2).
Inaktivace protoplasti

Promyté protoplasty planého druhu byly ovlivnény UV zafenim germicidni lampou ve vzdalenosti 12 cm
po dobu 7 minut. Protoplasty kulturniho druhu byly oSetfeny odstupniovanymi davkami jodoacetamidu (IAD),
rhodaminu 6G (RH6G) nebo jodooctové kyseliny (IOAA) (tab. 1) v promyvacim roztoku W5 s dobou plisobeni
30 minut. Po uplynuti této doby byly protoplasty dvakrat promyty roztokem WS5. Osetfené protoplasty byly
kultivovany v kultivaénim médiu a byla sledovana jejich schopnost regenerace (tab. 1) ke zjisténi optimalni
koncentrace inaktivac¢nich ¢inidel. Po vybéru vhodné koncentrace byly protoplasty ovlivnény a flizovany.
Elektrofuze byly realizovany pomoci elektroporatoru ECM 2001, chemické fuze pomoci polyetylenglykolu
(PEG, 2).

Vysledky a diskuse

Protoplasty osetfené UV zafenim nebyly schopné dalsi regenerace (obr. 1a), zatimco neoSetiena kontrola
vykazovala bohatou regeneraci bunécnych stén a bunécné déleni (obr. 1b). UV zafeni o délce 254 nm pronika
do rostlinné tkané ve velmi malém rozsahu, ale jeho plisobeni na protoplasty je G¢inné a mize zpusobit
chromosomové zlomy (1). Z naSich pfedchozich experimentd vyplyva, Ze vysoké davky chemickych ¢inidel (>
ImM IAD; > 0.5 mM RH6G; > 0,25 mM IOAA) protoplasty nevratné poskozuji; v nizkych koncentracich (tab.
1) si protoplasty zachovévaji kulovity tvar po dobu az 5 dnti (0,125 mM IOAA, tab. 1; obr. 2) a u testovanych
davek jodoacetamidu byla pozorovéna i regenerace bunécénych stén a bunééné déleni (obr. 5a, b). Kontroly
(chemicky neoSetfené protoplasty S. tuberosum) regenerovaly bunééné stény a bylo pozorovano bunécné
déleéni.

Pro elektrofuze a chemické fize byla zvolena koncentrace jodoacetamidu 0,4 mM a jodooctové kyseliny
0,2 mM. Zamérmné¢ byly vybrany davky, které byly k protoplastim Setrnéjsi, protoze fize protoplastli je dalsi
zatézi a pravdépodobnost jejich prezivani se snizuje.

Jiz po nékolika hodinach byl pozorovan vyssi podil poskozenych protoplastl po chemickych fzich oproti
fazim v elektrickém poli. Tti dny po elektrofazich byla u protoplastl ojedinéle pozorovana regenerace bunécné
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stény, zatimco u kontrolnich protoplasti ozatenych UV a chemicky oSetienych pozorovéana nebyla. Regenerace
bunéénych stén po chemické fuzi byla pozorovana az paty den, zatimco u elektrofuzi byla jiz zaznamenana
Castjsi frekvence regenerace bunéénych stén a bunééné deleni (obr. 3, 4). U osetienych kontrol (UV zafeni,
IOAA) byla u vétSiny protoplasti pozorovana destrukce; po aplikaci IAD protoplasty regenerovaly bunééné
stény. Po sedmi dnech se u neosetienych kontrol vyskytovaly rozsahlé bunééné kolonie, u osetfenych kontrol
byla zaznamenana regenerace bunécnych stén zcela vyjimecné u varianty 0,2 mM IOAA, ¢astéjsi byl vyskyt u
varianty 0,4 mM IAD. Po elektrofiizich byl zaznamenan pokrocileji stav regenerace oproti oSetfenym
kontrolam (tab. 2).

Vyznamnou tlohu pfi inaktivaci semiautonomnich organel hraje vliv genotypu v kombinaci s aplikovanym
chemickym ¢inidlem (tab. 1, 2). Podle naSich dosavadnich experimentd asymetrickych fuzi jsou chemické fuze
pro protoplasty vEtsi zatézi ve srovnani s fuzemi elektrickym polem.
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Obr. 3
Porovnani regenerace protoplasti 5. den kultivace: Obr. 1a Osetieni UV zafenim (S. verrucosum); Obr. 1b S. verrucosum Ko;
Obr. 2 Osetieni IOAA 0.2 mM (Kordoba); Obr. 3 Chemicka fuze (Kordoba 0.2 mM IOAA + S. verrucosum UV); Obr. 4
Elektrofiize (Kordoba 0.2 mM IOAA + S. verrucosum UV)

Porovnani regenerace po aplikaci IAD (Karin): Obr. 5a Aplikace 0.3 mM; Obr. Sb Aplikace 0.4 mM

Tabulka 1: Vliv koncentrace u¢innych litek na regeneraci protoplastii

Ko

Tabulka 2: Porovnani regenerace prorotoplastii (neoSeti‘enych, oSetienych, po asymetrickych
fuzich)

Karin Kordoba

den po o$etfeni den po o$etfeni
ucéinna latka koncentrace (mM) 2. 5. 12. 14. 2. 5. 12. 14.
I0AA 0,125 ® ®—KO | —KO KO B+ —KO KO KO
0,2 ® —KO KO KO B+ —KO KO KO
IAD 0,3 ® ®BS | ®BS+ | BD+ B+ —KO KO KO
0,4 ® ®BS |® BS| ®BS B+ —KO KO KO

RH6G 0,05 ® —KO ® —KO

0,1 ® —KO ® —KO

den po izolaci Ko Kyy Kiap Kioaa Fuze elektrické Fuze chemické
Komt. Kord. S.ver+Komt. | S.ver+Kord. | S.ver.+Komt. S. ver.+Kord.
7 0
1 . 20% © 30% ©
3. BS - BS - BS - BS - (BS)
5 —KO BS —KO ® BS
7. KO BS+ (2 buiiky s BS) —KO BS
K, neosetiena kontrola © kulovité perspektivni protoplasty BS++ bunééné stény u viech Zivych bungk
K, kontrola o3etfena UV ® kulovité neperspektivni protoplasty BD pocatek bun&éného déléni
Kiap kontrola oSetfena IAD BS- bez regenerace bunééné stény BD+ ojedinélé kolonie bunek
Kioaa kontrola osetfena IOAA BS pocatek regenerace BS BD++ kolonie bunék
BS+ ojedinély vyskyt BS —KO bez dalsi regenerace, prevazna destrukce

Tento projekt je podporovan NAZV QF 4108.
=
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MIKROPROPAGACIA VZACNYCH HYBRIDOV RODU LILIUM L.
V PODMIENKACH IN VITRO A ICH AKLIMATIZACIA
MICROPROPAGATION RARE HYBRIDS OF LILIUM L. INTO IN VITRO
MULTIPLICATION AND THEIR ACCLIMATISATION

Helena LICHTNEROVA — Anna JAKABOVA — Marta DRAGUNOVA — Tibor
DOKUPIL

First aim was preparing of methodical practices for multiplication of rare Lilium hybrids into in vitro condition,
observe efficiency, hormone matters into process bulb growth and their multiplication. Like a final was regenerant
acclimatisation from in vitro into in vivo condition.

Key words: Lilium hybrids, explantates,multiplication, acclimatisation of the regenerants

Uvod

Lalie sa v dnesnej dobe stavaju obl'ibenym artiklom pestovania. P6vodne sa v zahradach pestovali
botanické lalie, tie st dnes uz z velkej ¢asti nahradené hybridnymi kultivarmi. Ide prevazne o hybridy,
ktoré kvalitativnymi znakmi predstihuju svojich rodicov nielen odolnostou voci chorobam, ale aj
vzrastom, vel'kost'ou a krasou kvetov, ako aj bohatstvom farieb.

Vysledkom medzidruhového krizenia vznikd Tlalia, ktord preberd niektoré vlastnosti, ktoré
potrebujeme dosiahnut, napr. orientdlne lalie si mimoriadne krasne, maji prijemnt voiu, ale
neprezimuju v nasich podmienkach. Skrizenim s ¢inskymi l'aliami sa z nich stavaju hybridy odolné voci
mrazu.

Techniky explantatovych kultir predstavuju v sucasnosti perspektivny doplnok tradicnych metdd
rozmnozovania mnohych druhov rastlin. V poslednych desatrociach sa aj pri pestovani lalii ¢oraz viac
zacinaju uplathovat metddy explantatovych kultir.

Material a metody
Rastlinny material
V experimentalnej Casti sme pracovali so Styrmi kultivarmi l'alii:
,,Northern Carillon®,
,,Northern Sensation®,
,,Erfordia®,
,»Starburst Sensation®,
Rastlinny materil bol vo forme Supin a cibal’, ktoré boli osetrené fungicidom.

Priprava a zalozenie explantatovej kultury
I..etapa- organova kultara (MURASHIGE, 1974):
Primarnym explantatom boli Supiny a meristémy cibul’.
Odobraté casti boli sterilizované v 20 % roztoku chlérnanu sodného s detergentom TWEEN 20 (0,03-
0,05%), nasledne 3-krat premyté v sterilnej destilovanej vode a rozdelené na 3 mm segmenty (meristém
na 1 mm segmenty). Segmenty boli ulozené na zakladné médium podl'a MURASHIGE-SKOOG (1962).
II. etapa- multiplikacia - stimulacia tvorby cibuliek,
I11. etapa- rizogenéza a aklimatizacia.

Kultivacné médium

Vo  vsetkych troch etapach mikropropagacie boli pouzité kultivaéné média podla autorov
MURASHIGE-SKOOG (1962) s polovi¢nou davkou makroelementov.

V prvej etape bolo médium obohatené o auxinoid kyselinu o—naftyloctovii (NAA) v koncentracii 0,05
mg. 1" a30gl’ sacharozy.

Vdruhej etape boli pouzit¢ dva  varianty. Prvy bol obohateny o cytokinin
6 — bezylaminopurin (BAP) v koncentracii 1,5 mg.I" a druhy variant o cytokinin kinetin v koncentracii
1,5 mg.I"". Obe média mali vyssi obsah sacharozy 45g.1™.

Podmienky kultivacie

Kultivaéné nadoby s explantatmi boli umiestnené v kultivacnej miestnosti s nasledovnymi
regulovatelnymi parametrami:

- teplota 21°C,

- hustota oZiarenia pri tvorbe axilarnych vyhonkov 35-40 umol.m™?.s” so 16 hod. fotoperiédou,

biele svetlo
- hustota oZiarenia pri stimulacii rizogenézy 15-30 pmol.m™.s" so 16 hod. fotoperiodou,
- relativna vlhkost’ vzduchu 65-98 %.
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Aklimatizacia

Regenerované rastliny l'alii s dobre vyvinutym koreflovym systémom boli prenesené z podmienok in
vitro do podmienok in vivo.

Vzhl'adom k tomu, ze koretiovy systém bol dobre vyvinuty, nebolo potrebné rastliny subkultivovat
na médium so zvySenym obsahom auxinu.

Aklimatizacia prebiehala v laboratornych podmienkach pri prirodzenom osvetleni. Rastlinky boli
vysadené do zakorenovacov a ulozené do minisklenikov. V minisklenikoch sme udrziavali 90 % vlhkost’
vzduchu rosenim.

Vysledky a diskusia

V experimentalnej praci sme skumali vplyv roznych faktorov na diferenciaciu kultiry v podmienkach
in vitro. Zistili sme, Ze najlepsim materialom pre tvorbu cibuliek boli Supiny cibul’.

ZvySenu tvorbu cibuliek z oboch typov explantatov sme zaznamenali aj pri kultivacii na médiu
Murashige — Skoog obohatenom o cytokinin BAP (1,5 mg.I"") a kinetin (1,5 mg.I""). Uginkom rastovych
regulacnych latok BAP-u akinetinu sme dosiahli 1,4 nasobné zmnozenie cibuliek, pricom BAP bol
priblizne o 1% tc¢innejsi ako kinetin.

Vyssia koncentracia auxinoidu NAA (1 mg.I"") v médiu indukovala tvorbu koretiov.

Ujatel'nost’ rastlin pri aklimatizacii bola 98 %, ¢im sme dokdzali, ze vSetky rastliny boli efektivne
prenesené z podmienok in vitro do in vivo.

Zaver

Ziskané vysledky dokazuji, Ze rozmnozovanie vzacnych hybridov l'alii pomocou organovych kultar
mozno povazovat za vel'mi vyhodné, nielen z hl'adiska genetickej stability, pripravy ozdraveného klonu,
ale aj zabezpecenia dostatocne vysokého koeficientu rozmnozovanych cibuliek.
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POROVNANIE MORFOGENNEJ REAKCIE HYPOKOTYLOVYCH
SEGMENTOV Z ROZNYCH OBLASTI HYPOKOTYLU PANU
KULTIVOVANYCH V IN VITRO PODMIENKACH NA TUHOM A TEKUTOM
MEDIU
COMPARISON OF MORPHOGENIC RESPONSE OF DIFFERENT REGIONS
OF FLAX HYPOCOTYL CULTIVATED IN VITRO ON SOLID AND LIQUID
MEDIA

Zuzana KOVACOVA - Bohus OBERT - Anna PRETOVA

Morphogenic response (shoot regeneration, root regeneration and callus induction) of two flax cultivars PRFGL 62
and Super were tested with 4 combinations of NAA and BAP on solid and liquid MS media. Orientation of hypocotyl
segments was maintained to recognise different responses of apical, root or central regions of hypocotyl. Differences
have been found in morphogenic response among different media, different parts of the hypocotyl, different
concentrations of NAA and BAP and different flax genotypes.

Key words: flax, morphogenic response, regions of hypokotyl, growth regulators

Uvod

LCan patri do ¢el'ade Linacea s viac ako 200 druhmi, pricom praktické vyuzitie ma iba jeden z nich -
Linum usitatissimum L. (PRETOVA et al., 2000). Can ako délezita ekonomicka a perspektivna plodina sa
vyuziva na produkciu vldkna a oleja. Vd'aka svojej pomerne dobrej regeneracii v in vitro podmienkach je
tento rastlinny druh predmetom vyskumu mnohych biotechnologickych §tadii, a tym nam umoziuje
porozumiet’ zakladnym vyvinovym a biochemickym procesom v rastlinach (MILLAM et al., 2005).

Material a metody

V na8ich pokusoch sme pouzili dva kultivary l'anu (Linum usitatissimum L.) Super (priadny typ)
a PRFGL 62 (novoslachtenec). Semena l'anu boli ponorené na 5 min. do 96 %-ného etanolu, povrchovo
sterilizované v 25 %-nom roztoku Sava (2,36 g. I NaClO) a premyté 3-krat sterilnou vodou. Semena sme
pestovali v kultiva¢nej komore pri teplote 19°C na médiu %> MS s 2 %-nym pridavkom sacharozy a 0,8
%-nym pridavkom agaru. Pred autoklavovanim bolo upravené pH média na hodnotu 5,8. Hypokotyly 7-
diovych kli¢nych rastlin l'anu sme narezali na 2-3 mm segmenty a pestovali na tuhych a tekutych MS
médiach s r6znou koncentraciou a kombinaciou rastovych regulatorov.

Vysledky a diskusia

V nasich pokusoch sme sa zamerali na porovnanie morfogénnej reakcie hypokotylovych segmentov
lanu z hl'adiska ich umiestnenia na hypokotyle od korena po vrchol, pricom sme pouzili tuhé i tekuté MS
médium  so §tyrmi kombinaciami rastovych regulatorov NAA + BAP (2 mg.I' NAA + 0,2 mg.I"' BAP,
0,2 mg.I' NAA + 2 mgl' BAP, 1 mgl' NAA + 1 mg.l' BAP, 0,1 mg.I' NAA + 0,1 mg.l' BAP).
Z vykonanych experimentov  na tekutom MS médiu sme zistili, Ze obidva genotypy lanu reaguji
podobne, bez vigsich rozdielov. Pri pouziti rastovych regulatorov s koncentraciou 2 mg.I" NAA + 0,2
mg.I" BAP a 0,2 mg.I" NAA + 2 mg.l' BAP v MS médiu sa vytvoril na hypokotylovych segmentoch
tvrdy kompaktny kalus. Pri zniZenej koncentracii rastovych regulatorov v MS médiu (1 mg.I" NAA + 1
mg.I" BAP a 0,1 mg.I"' NAA + 0,1 mg.1" BAP) sa vytvoril taktiez tvrdy kompaktny kalus, ale v mensej
miere. Nepozorovali sme rozdiely medzi korenovou, strednou a vrcholovou ¢astou hypokotylu. Pri
pokusoch na tuhom MS médiu reagujii genotypy l'anu rozdielne. Pri pouziti MS média so vSetkymi
Styrmi kombinaciami rastovych regulatorov NAA + BAP (2 mg.l' NAA + 0,2 mg.I"' BAP, 0,2 mg.1"
NAA +2 mgl' BAP, I mgl' NAA + 1 mgl' BAP, 0,1 mgl' NAA + 0,1 mg.1" BAP) pri genotype
PRFGL 62 sme zaznamenali najvysSiu regeneraciu vyhonkov na hypokotylovych segmentoch z
koretiovej &asti hypokotylu (graf 1, obr. 1). Pri pouziti MS média s pridavkom 2 mg.1"' NAA + 0,2 mg.I"!
BAP vpripade genotypu Super regenerovali vyhonky najlepSie na hypokotylovych segmentoch
zo strednej Casti hypokotylu, kym pri pouziti ostatnych kombinécii rastovych regulatorov v MS médiu
regenerovali vyhonky najvyraznejSie na hypokotylovych segmentoch z korenovej Casti hypokotylu.
Indukciu korenov z hypokotylovych segmentov 'anu sme pri obidvoch genotypoch pozorovali v mense;j
miere. Pri genotype PRFGL 62 i pri genotype Super korene z hypokotylovych segmentov na MS médiu s
0,2 mg.I' NAA + 2 mgl' BAP, 1 mgl' NAA + 1 mg.l' BAP a 0,1 mgl' NAA + 0,1 mg.l"' BAP
neregenerovali vobec. Nizsiu regeneraciu korenov vykazali obidva genotypy pri pouziti MS média
s pridavkom 2 mgl' NAA + 0,2 mg.l' BAP na hypokotylovych segmentoch zkoncovych oblasti
hypokotylu. Pri vSetkych testovanych kombindciach a koncentraciach rastovych regulatorov v tuhom MS
médiu bol pritomny na hypokotylovych segmentoch kalus.
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Zaver

Z hore uvedeného vyplyva, ze morfogénna reakcia hypokotylovych segmentov l'anu na pdsobenie
rastovych regulatorov pridanych do MS média je rozli¢na, 1isi sa pri jednotlivych genotypoch a je zavisla
od pouzitého druhu média. Kym pri pouziti tuhého MS média sme mohli pozorovat’ na hypokotylovych
segmentoch l'anu regeneraciu vyhonkov ikorenov, pri pouziti tekuttho MS média sme organogenézu
nepozorovali. Takisto sme pri naSich pokusoch zaznamenali rozdiel v morfogénnej odpovedi vrcholovej,
centralnej a koreniovej oblasti hypokotylu l'anu pri pouzitych kombinacii rastovych regulatorov NAA
+ BAP.
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	VLIV ŠLECHTĚNÍ NA ZLEPŠOVÁNÍ SLADOVNICKÉ KVALITY 
	THE EFFECT OF BREEDING ON IMPROVING MALTING QUALITY 
	 
	Úvod  
	 Ječmen se pro výrobu alkoholických nápojů začal využívat asi 3000 až 5000 let před naším letopočtem. Dlouho před tím byl jistě využíván jako potravina. První sladaři získávali své zkušenosti pozorováním a  experimentováním. Podobný přístup založený na pozorování byl využíván také při výběru  zrna vhodného pro sladování.   
	 Do 19. století byl výběr, místním podmínkám přizpůsobeného ječmene, jedinou používanou metodou pro zlepšování jeho vlastností. Ve více méně uzavřených oblastech vznikaly izolovaně krajové odrůdy. Čisté pěstitelské odrůdy dnešního typu neexistovaly a pěstovaný ječmen byl vysoce heterogenní. Výběr byl založen především na vzhledu zrna. Oblíbená byla oblá, dobře nalitá zrna s pěknou pluchou. Úroveň moučnatosti či sklovitosti byla zjišťována kousáním nebo žvýkáním zrna. 
	 Některé oblasti se kvalitou svého ječmene proslavily. Ve Střední Evropě patřila k těmto oblastem Morava produkující ječmen s  vynikající sladovnickou kvalitou (LEIN, 1964). Do šlechtitelských programů v různých částech Evropy byla zařazována odrůda Haná pedigreé a další starohanácké odrůdy, které můžeme nalézt v rodokmenu řady známých odrůd (SKLÁDAL et al., 1967). S křížením dvou odrůd mezi sebou  se v širším měřítku  začalo až kolem roku 1920.  
	 Na konci 19. století se začalo s laboratorními testy sladovnické kvality. Laboratorní sladování se stalo postupně prostředkem pro hodnocení linií vznikajících ve šlechtitelských programech.  Šlechtitelé měli a mají vedle sladovnické kvality pochopitelně i další cíle, např. výnos zrna, podíl zrna nad sítem 2,5 mm, sílu klasu, odolnost proti řadě nemocí apod. 
	 Sladařský ústav v Brně je specializovaným pracovištěm Výzkumného ústavu pivovarského a sladařského (VÚPS), který se od svého vzniku v roce 1921 zabývá, kromě jiného testování sladovnické kvality nových odrůd ječmene. VÚPS úzce spolupracuje s Ústředním kontrolním a zkušebním ústavem zemědělským (ÚKZÚZ) od jeho založení v roce 1951. Od roku 1954 je pro testování nových odrůd využíváno odrůdově čistého osiva,  které je sklízeno v pokusných stanicích ÚKZÚZ. Každoročně je tak získáván velice rozsáhlý zdroj informací o nových odrůdách. Vedle odrůd, které jsou  v registračním řízení je ve zkušebních stanicích pěstován i soubor nejrozšířenějších nebo nově registrovaných odrůd.  
	 Šlechtění kulturních rostlin je dlouhodobý proces, jehož výsledek je možno spatřit teprve při zpracování víceletých řad. Obvykle je tímto způsobem sledován vliv šlechtění na výnos.  
	Materiál a metody 
	 Zpracovávaná data byla čerpána ze závěrečných zpráv Výzkumného ústavu pivovarského a sladařského v Brně (TRKAN 1955 - 1957; SVĚDIROHOVÁ  et al., 1958 -1974;  HLAVINKOVÁ et al., 1975 - 1991; PSOTA 1992 - 2004). 
	 V letech 1955-1990 byly v závěrečných zprávách VÚPS v Brně uváděny výsledky rozborů vzorků ze všech zkušebních stanic bez ohledu na obsah dusíkatých látek (bílkovin) v zrnu.  Od roku 1991 se do závěrečných zpráv Výzkumného ústavu pivovarského a sladařského v Brně zařazují pouze čtyři vybrané zkušební stanice, ve kterých je  průměrný obsah dusíkatých látek (bílkovin) v zrnu kontrolních odrůd sladovnického ječmene na optimální úrovni (10,7 - 11,2 %) nebo se těmto hodnotám v daném roce nejvíce přiblížil. Ve snaze dosáhnout objektivního porovnání dat za celé sledované období, byly tedy v letech 1955-1990 z dalšího zpracování vyloučeny zkušební stanice, jejichž průměrný obsah dusíkatých látek (bílkovin) v zrnu ječmene se nacházel nejdále od optimálních hodnot.  
	 Do sledování byly zařazeny pouze odrůdy již registrované respektive povolené. Každý rok byl tedy sortiment sledovaných odrůd trochu jiný, protože překonané odrůdy nebo odrůdy, které se nerozšířily z tohoto souboru vypadly a byly v následujícím roce nahrazeny novými odrůdami. Do roku 1996 byly v sortimentu odrůd až na výjimky pouze odrůdy vyšlechtěné českými a slovenskými šlechtiteli. Teprve od tohoto roku se v sortimentu objevují zahraniční odrůdy. Zahraničními odrůdami je v současné době v České republice oseta většina ploch, které zaujímá jarní ječmen.    
	 V průběhu 50 let byla sledována řada technologických parametrů. Jen několik z nich bylo sledováno po celé období. Zpracovány byly především znaky zajímavé z pohledu dnešních požadavků na sladovnickou kvalitu.  
	Výsledky a diskuse 
	 Pokrok v oblasti poznání základů určujících sladovnickou kvalitu a pokrok v oblasti laboratorní techniky se odrazil v mírných úpravách používaných metodik především ve směru jejich standardizace a automatizace.     
	 Pravděpodobně nejstarší používanou metodou je stanovení extraktu. Tato metoda byla zavedena v 2. polovině 19. století. V průběhu času byla metoda postupně standardizována. Poslední významnou úpravou bylo přijetí metodiky přípravy laboratorní sladiny na kongresu EBC v roce 1975. Podobnými úpravami ve smyslu standardizace prošly i ostatní starší metody (diastatická mohutnost, Kolbachovo číslo apod.). V průběhu padesáti let byly některé metody nově zaváděny. Patří k nim dosažitelný stupeň prokvašení a relativní extrakt při 45 °C, které se začaly používat ve VÚPS pro testování nových odrůd v 60. letech minulého století. K nejnovějším, běžně sledovaným metodám patří stanovení  friability a obsahu -glukanů ve sladině, které se začaly běžně stanovovat  až na přelomu 80. a 90. let minulého století.  
	 Změnu systému hodnocení umožnilo především zavedení mikrosladovacích zkoušek. Nejprve byly vzorky testovaného ječmene vkládány do pytlíků ze silonového pletiva. Další vývoj byl pak zaměřen na konstrukci vlastních laboratorních automatizovaných mikrosladoven. Ve VÚPS se pro testování odrůd ječmene používala mikrosladovna fy Seeger od roku 1975. V roce 1995 byla tato mikrosladovna nahrazena mikrosladovnou fy KVM, která byla sestrojena na základě zkušeností a potřeb VÚPS. Všechny výše nastíněné změny se jistě určitým způsobem odrazily i na hodnotách sledovaných znaků.  
	 Obsah dusíkatých látek je jedním ze základních ukazatelů sladovnické kvality, který je však velmi snadno ovlivnitelný vnějšími podmínkami působícími na rostliny ječmene především v době tvorby zrna. Vysoké hodnoty nad 12,5 % nebo naopak nízké hodnoty pod 9,5 %, jsou považovány za neakceptovatelné. Úroveň dusíkatých látek ovlivňuje většinu dalších sladovnických znaků. Se zvyšováním obsahu dusíkatých látek se snižuje obsah extraktu, snižuje se hodnota Kolbachova čísla a zvyšují se hodnoty relativního extraktu při 45 °C a diastatické mohutnosti. V souvislé padesátileté časové řadě lze vysledovat jistou tendenci k postupnému snižování akumulace dusíkatých látek v zrnu.  
	 Obsah extraktu vypovídá o úrovni modifikace škrobu v průběhu sladování. U tohoto významného technologického a ekonomického znaku sledovaného po celé 50-ti leté období je vidět výrazný výsledek šlechtitelského pokroku. Zatímco ve 2. polovině 50. let byly naprosto normální hodnoty pod 80 % extraktu, na konci 70. let se již extrakty pohybují na úrovni 81 % a na konci sledovaného období jsou  již běžně hodnoty kolem 82 %. Ze strany zpracovatelského průmyslu je zatím stále požadavek na zvyšování extraktivnosti. V odrůdových pokusech se začínají vyskytovat odrůdy s extraktem nad 83 %. 
	 Dalším technologickým znakem sledovaným po celé 50-ti leté období, je diastatická mohutnost. Vývoj šlechtitelského pokroku u diastatické mohutnosti, tj. aktivity amylolytických enzymů (především (-amyláz) je velice zajímavý. Zdá se, že zatímco do konce 70. let minulého století nebyl s hodnotami diastatické mohutnosti významnější problém, v 80. a 90. letech byla diastatická mohutnost nízká. V 2. polovině 90. let minulého století a na začátku tohoto století došlo k zlepšení této situace a hodnoty diastatické mohutnosti se běžně pohybují nad 280 j. WK. Požadavky na vyšší hodnotu u tohoto znaku jsou především ze strany pivovarů používajících škrobnaté surogáty. 
	 Proteolytické rozluštění vyjádřené hodnotou Kolbachova čísla bylo ve VÚPS sledováno od roku 1956. I u této vlastnosti došlo k významnému šlechtitelskému pokroku, tj. k postupnému zlepšování modifikace dusíkatých látek. V první polovině 60. let byla aktivita proteolytických enzymů u sledovaných odrůd výrazně nízká. Od druhé poloviny 60. let dochází u sledovaných odrůd k postupnému zlepšování proteolytického rozluštění. V současné době se průměrné hodnoty u sledovaných odrůd pohybují kolem 43 %. U některých vzorků jsou zaznamenávány hodnoty kolem 50 %. Zdá se však, že již vysoké hodnoty  nejsou zcela příznivé pro senzorickou kvalitu finálního výrobku. Vzrůstající aktivita proteolytických enzymů je provázena nárůstem obsahu rozpustného dusíku ve sladu. 
	 Od roku 1963 byl sledován i relativní extrakt při 45 °C. Tento znak vyjadřuje aktivitu proteolytických enzymů a -amylázy. Koreluje do určité míry s hodnotou Kolbachova čísla. Po celé sledované období docházelo k postupnému zvyšování hodnot relativního extraktu při 45 °C. Hodnoty byly ovlivněny jednak odrůdovou skladbou a jednak  průběhem počasí v daném roce. Nejvyšších hodnot bylo dosaženo v letech 1997 a 1998. V České republice je snaha zachovat senzorický charakter národního nápoje (KOSAŘ et al. 2004). Proto se v poslední době uplatňují v odrůdové skladbě České republiky i odrůdy u nichž se relativní extrakt pohybuje na úrovni max. 38 %. 
	 Od roku 1968 je získávána informace o předpokládaném průběhu kvašení v provozních podmínkách metodou založenou na prokvašení laboratorně připravené sladiny. Jedná se o japonskou metodu z roku 1967. Po celou dobu sledování tohoto znaku je vidět značný šlechtitelský progres. V prvních letech sledování se hodnota dosažitelného stupně prokvašení pohybovala kolem hodnot 78 - 79 %. V posledních letech se průměrná hodnota ve sledovaném souboru pohybuje již kolem 81 %. Odrůdy ječmene vhodné pro české pivo se vyznačují nižším stupněm prokvašení sladiny (max. 80 %) a odolností proti přelušťování sladu během klíčení (KOSAŘ et al. 2004).  
	 Od 80. let minulého století byla sledována kvality sladu pomocí měření jeho křehkosti na přístroji friabilimetr. Pro test odrůd v rámci registračního řízení byla tato metoda uplatněna od roku 1992 spolu se stanovením obsahu -glukanů ve sladině. Oba tyto parametry hodnotí cytolytické rozluštění sladu. Friabilita vypovídá přímo o fyzikálních vlastnostech sladu. Optimální hodnota friability je 86 %. Obsah glukanů ve sladině je odrazem úrovně destrukce buněčných stěn a v nich obsažených –glukanů. Oba tyto parametry jsou v úzké korelaci. Obsah glukanů ve sladině je dnes považován za důležitý ekonomický parametr, protože ovlivňuje filtrovatelnost meziproduktů při výrobě piva a tím spotřebu drahého filtračního materiálu. Oba znaky jsou ovlivněny nejen odrůdovou skladbou, ale i průběhem počasí v daném ročníku. Za optimální  obsah glukanů ve sladině jsou považovány hodnoty pod 250 mg/l. Jako jedna z prvních se dostala pod tuto hranici slovenská odrůda Kompakt.  
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