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KVALITA SUCASNEHO A HISTORICKEHO SLADOVNICKEHO JACMENA
THE QUALITY OLD AND NEW MALTING BARLEY

Michaela BENKOVA — Maria ZAKOVA

The objective was to assess and evaluate diversity of selected traits in the set of malting barley gene pool of Slovak,
Czech and former Czechoslovak origin.. Evaluation was conducted in 26 genotypes grown or registered from the year
1900 up to now with a view to detect the variability the traits. The obtained data were analysed statistically using basic
statistic characteristics, the analysis of variance (ANOVA) were provided for weight of 1000 grains, starch and content
od protein.
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Uvod

Vyvoj sladovnickeho jacmena na naSom izemi prebiehal sposobom zoslachtovania hanackeho jaémena,
ktory patril k najlepSim vobec. Ako Standardy sladovnickej kvality v ¢asovej postupnosti slizili odrody,
ktorych genealogickym predkom boli hanacke krajové populacie. Boli to najmd Prozkowetziiv Hana
pedigrée, Valticky, Slovensky kvalitny, Sladar a Rubin. Hanacky ja¢men teda ovplyvnil rozhodujucim
spdsobom §lachtenie a vyvoj pestovania sladovnickeho ja¢mena v celej strednej Eurdpe a zosSlachteny
domaci hanacky jaémen sa zarad’oval k najlepsim vobec (LEKES, 1997). Kvalita zrna jameia je komplexna
vlastnost’, geneticky podmienena, zna¢ne ovplyvnena agroekologickymi podmienkami pestovania. O kvalite
zrna rozhoduju hlavne znaky ako velkost' a vyrovnanost' zrna a jeho chemické zlozenie, to obsah proteinu a
skrobu (Holkova, 2003). Ciel'om prace bolo porovnat’ vybrané znaky a vlastnosti sladovnickej kvality, a to
hmotnost” 1000 semien, obsah bielkovin a Skrobu na vzorke historického a sucasného genofondu
sladovnickeho jaémena.

Material a metody

Hodnoteny material predstavuje 26 genotypov sladovnickeho jaémena jarnej formy ceskoslovenského,
slovenského a ¢eského povodu. Subor genotypov predstavuje genotypy pestované, resp. povolené na nasom
tizemi (byvalé Ceskoslovensko) od roku 1919 az po rok 2003. Sledované genotypy boli vysiate na
experimentalnej baze Borovce v rokoch 2004 a 2005 v troch opakovaniach v znahodnenych blokoch do
parceliek so zberovou plochou 2,5m’.

Stbor sa hodnotil z hl'adiska kvality, na zdklade agronomického znaku hmotnost' 1000 zfn a na zaklade
obsahovych latok v zrne, a to obsah dusika v % a obsah celkového Skrobu v %. Obsah dusikatych latok sa
stanovoval Dumasovou metodou na pristroji CNS-2000 (LECO Corp.USA), naslednym prepocitanim
koeficientom 6,25 a obsah celkového skrobu sa stanovoval polarimetricky podl'a Ewersa (STN 461011-37).

Vysledky a diskusia

Pre analyzu stboru starSich [1919—1967] anovSich [1968—2003] genotypov, (tab. 1) sladovnickeho
jaémena bol vybrany agronomicky znak hmotnost’ 1000 zin (HTZ), ako znak, ktory ovplyviuje kvalitu
sladovnickeho jaémena. Je to znak staly, s vysokou heritabilitou, prejavuje sa tu aditivny charakter dedi¢nosti
sUplnou, ale aj sneuplnou dominanciou (HRASKA, 1989). Tento znak je charakterizovany ako
najstabilnejsi urodotvorny prvok s najniz$ou variabilitou v zavislosti od vplyvu prostredia (HOLKOVA,
2003), ¢o potvrdzuje aj analyza rozptylu (tab. 2). Priemerna hmotnost' 1000 zin starSich genotypov bola
38,51g a vnovsich 39,59 g. Zaujimavé je, ako vidiet’ na obrazku €. 1, Ze suchy ro¢nik 2004 v porovnani
s rokom 2005 mal opaény nepreukazny vplyv na vysku HTZ pri starSich a novSich genotypoch. V suchom
roku 2004 bola HTZ zniZena pri starSich sladovnickych genotypoch a zvysend HTZ pri novsich genotypoch.
Niektoré novsie odrody ako Karat [1981], Rubin [1982], Sladko [1992] mali trend ako skupina starsich
odrdd a na druhej strane, starSie odrody ako Pudmericky pivovar [1948] a BraniSovicky vynosny [1959]
reagovali ako novsie odrody. Okrem toho odrody Pudmericky pivovar [1948] a BraniSovicky vynosny [1959]
mali hmotnost’ 1000 zin porovnatelnti so sucasnymi sladovnickymi jaémenmi. Hoci celkovy trend vyvoja
hmotnosti 1000 zfn preukazuje mierny nerovnomerny narast, niektoré starSie odrody dosahovali vy$siu HTZ
v obidvoch ro¢nikoch, v porovnani so suc¢asnymi odrodami a dokonca odroda Slovensky kvalitny [1946] so
svojou vysokou HTZ prevysila vsetky genotypy (obr. 1).

Obsah celkového Skrobu je rozhodujuci pre tvorbu extraktu aje preto vyznamnym meradlom akosti
jacmena. V sladovnickom ja¢meni sa obsah skrobu v suSine zrna pohybuje okolo 63 - 65 % a nemal by byt
niz&i ako 60 % (PRUGAR, HRASKA 1989). Na obsah celkového $krobu nemal vplyv roénik, dokonca sa
neprejavil ani vplyv genotypu. Historické odrody ako Hanacky Kargyn [1919] a Prozkowetziiv Hana
pedigrée [1919] mali v su¢asnych podmienkach a v sledovanych rokoch obsah skrobu nad 60 %.

Priemer obsahu celkového skrobu v starSich (61,37%) a v novsich (61,1%) genotypoch bol takmer
identicky, ¢o poukazuje na vysoku kvalitu starSich sladovnickych odrod, napriek tomu, ze $lachtitel'ské ciele
za poslednych 10 rokov sa zamerali na zlepSenie sladovnickej kvality. Medzi starSie odrody s najvyssim
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obsahom celkového Skrobu patrili Slovensky kvalitny [1946] — 63,79%, Hanacky Jubilejny [1938] —
63,01%, Valticky [1938] — 62,55% a BraniSovicky vynosny [1959] — 62,29 % (obr. 2) .

Obsah bielkovin je vSeobecne uznavany ako najdolezitejsi ukazovatel' spracovatelskej hodnoty
sladovnickeho ja¢menia (PRUGAR, HRASKA, 1989). Moze kolisat’ vo velmi Sirokom rozpiti (7 az 18 %
v susine). Kvalitné sladovnicke jaémene by mali mat’ obsah bielkovin 9,5 — 10,8 % (SLEZIAK, 2000).
V nasom sledovanom stibore sa obsah bielkovin preukazne (P<0,05) lisil v jednotlivych genotypoch. Vplyv
ro¢nika bol Statisticky nepreukazny, aj ked’ obsah bielkovin v roku 2005 v porovnani s rokom 2004 bol vyssi
a poznamenal dokonca aj Spickové sladovnicke jaCmene, napr. Denar, Diabas a Expres, v ktorych obsah

bielkovin prevySoval pripustnu hodnotu (obr. 3).

Tabul’ka 1: Zoznam genotypov

Genotypy Rok vzniku Genotypy Rok vzniku
Hanacky Kargyn 1919 Branisovicky vynosny 1959
Proskovcuv 1919 Sladar 1967
Zborovicky Kargyn 1919 Denar 1969
Stupicy Hanacky 1926 Diabas 1977
Pisarecky 1930 Karat 1981
Hanacky exportny 1935 Rubin 1982
Hanacky Moravan. 1936 Jubilant 1991
Hanacky jubilejny 1938 Akcent 1992
Valticky 1938 Sladko 1992
Zidlochovicky 1940 Kompakt 1995
Nitriansky Exportny 1946 Atribut 1996
Slovensky Kvalitny 1946 Expres 1999
Pudmericky pivovar 1948 Nitran 2003
Tabul’ka 2: Analyza variancie sledovanych znakov
Zdroj df* HTZ Skrob Bielkoviny
premenlivosti MS F MS F MS F
Genotyp 25 10,731 3,421%* 6,057 1,935 3,298 2,035*
Rok 1 11,421 3,644 0,642 0,205 2,369 1,462
Rezidual 25 3,133 3,130 1,621

* P <0.05, *stupne volnosti

Je zname, Ze obsah bielkovin pocas vyvoja sladovnickeho jacmena mal klesajicu tendenciu. Obsah

bielkovin v zrne starSich genotypov bol v priemere vyssi (12,45 %) ako v novsich (11,48%) genotypov, tento
rozdiel je Statisticky vysokopreukazny. Podobne ako pri obsahu Skrobu aj pri obsahu bielkovin sa podpisal
Slachtitel'sky proces na znizovani obsahu bielkovin pri sladovnickych ja¢émenoch (GRAUSGRUBER, 2002).

Zaver

Analyzou suboru, ktory zahriiuje historické a sucasné sladovnicke odrody sa potvrdzuje vysoky obsah
skrobu v genotypoch sladovnickeho jaémena vzniknutého v minulosti pred viac ako 80 rokmi. Hoci celkovy
trend vyvoja hmotnosti 1000 zin preukazuje mierny nerovnomerny narast, niektoré starSie odrody dosahovali
vys$§iu HTZ v obidvoch ro¢nikoch v porovnani so stcasnymi odrodami. Analyza celkového Skrobu
poukazala na vysokt kvalitu starSich sladovnickych odrdd. Zaverom moézZeme konstatovat’ Ze historicky
sortiment sladovnickeho jaémena aj po viac ako 80 rokoch nestratil svoju vynikajicu sladovnicku kvalitu
a moze byt nad’alej vzacnym zdrojom kvality aj v sicasnom $lachtitel'skom procese.
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Obrizok 1: HTZ jednotlivych odrdd v rokoch 2004 a 2005
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Obrazok 2: Celkovy Skrob jednotlivych odréd Obriazok 3: Obsah bielkovin jednotlivych odrod
v rokoch 2004 a 2005 v rokoch 2004 a 2005
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ODOLNOST NOVOSCACHTENYCH KMENOV PSENICE LETNEJ VOCI
VYBRANYM OBLIGATNYM PATOGENOM
RESISTANCE OF WHEAT BREEDING LINES TO SELECTED OBLIGATE
PATHOGENS

Katarina BOJNANSKA — Stefan MASAR — Jozef GUBIS

Resistance of 81 wheat breeding lines to powdery mildew and to leaf rust was observed in 2007. The evaluation was done
at the field conditions. For each wheat breeding line the range of the attack of two selected obligate pathogens was
observed by means of AUDPC values. Breeding lines were found that were significantly resistant in resistance only to
powdery mildew or only to leaf rust when compared with the controls (Selected Slovak registered cultivars were chosen
as controls.) But there were found breeding lines that were sufficiently resistance to both of the pathogens when
compared with the controls too. These were V2 - 3/07, V2 - 4/07, V2 - 15/07, V2 - 16/07, V2 - 17/07, V2 - 36/07, V2 -
37/07, V2 - 38/07, PY 11-98-34-61-69, MS 1854-1, SK 129, SK 133, SK 135 and SK 136. Wide variability in resistance
to powdery mildew and less variability in resistance to leaf rust was detected among individual genotypes.

Key words: wheat, powdery mildew, leaf rust, Blumeria graminis, Puccinia recondita, resistance

Uvod

Odolnost hospodarsky vyznamnych plodin voci abiotickym a biotickym stresom patri medzi nevyhnutné
vlastnosti pestovanych rastlin. Subezne so $l'achtenim na kvalitu ruka v ruke ide $l'achtenie na odolnost’ voci
patogénom, ktoré sposobuju ochorenia rastlin. V procese tvorby novych genotypov je §l'achtenie na odolnost’
zamerané hlavne na tvorbu genotypov so $pecifickou rezistenciou podmienenou jednotlivymi génmi silného
ucinku. Nespecificka rezistencia, ktord je podmienena va¢sim poctom génov malého Ucinku je trvacnejSia
a pre patogéna tazsie prekonatel'na. Detekcia tohto typu rezistencia je obtiaznejsia. NeSpecificka odolnost’ sa
najcastejSie vyhodnocuje v pol'nych podmienkach, kde jej pritomnost’ v testovanych genotypoch signalizuju
hodnoty nameranych epidemiologickych parametrov (BROERS et al., 1996; MASAR et al., 2003).
V polnych podmienkach bola sledovand odolnost’ novoslachtenych kmenov voci obligatnym patogénom
Blumeria graminis (DC) Speer f. sp. tritici Marchal (pévodca mucnatky travovej na pSenici) a Puccinia
recondita Rob. ex Desm. f. sp. tritici (Ericks., & E. Henn) (p6vodca hrdze pSenicovej).

Material a metody

V polnych podmienkach SCPV — VURV v Pieitanoch bolo vroku 2007 hodnotenych 81
novoslachtenych kmeniov (d’alej len kmene) pSenice letnej formy ozimnej (Triticum aestivum L.)
pochadzajucich z VSS Viglas — Pstruia, z VSS Maly Sari§ a zo spolonosti HORDEUM s.r.o. zo
Sladkovicova. Odolnost’ kmenov bola porovnavana voci kontrolnym odrodam. V prirodzenych polnych
podmienkach bolo hodnotené napadnutie patogénmi percentom napadnutej plochy v dvoch opakovaniach
v pravidelnych casovych intervaloch. Tieto hodnoty boli pouzité na stanovenie AUDPC (plochy napadnutia
pod krivkou vyvoja choroby) podla SHANERA a FINNEYA (1977). Na analyzu variancie a nasledné
Statistické spracovanie bol pouzity Statisticky program SPSS® (13.0).

Vysledky a diskusia

Vo vnutri vSetkych troch suborov boli zistené vel'ké rozdiely v znaku odolnost’ proti mucnatke travove;j
v znaku odolnost’ vo¢i muénatke travovej medzi kmenmi z VSS Vigla§ — Pstrua. Hodnoty napadnutia
AUDPC muénatky travovej 38 kmeniov sa pohybovali v rozmedzi od 0 (V2 - 16/07) do 1889 (V2 - 22/07)
a pre hrdzu pSenicova od 4 (V2 - 14/07) do 352 (V2 - 30/07). Kmene V2 - 13/07, V2 - 16/07, V2 - 18/07, V2
- 27/07 boli v porovnani s kontrolnymi odrodami (PS K1Bardotky, PS K2 Ilias, PS K3 Ilona, PS K4 Torysa,
PS K5 Venistar) signifikantne odolnejSie voci mucnatke. Signifikantne odolnejsSie voci kontrolnym odrodam
okrem PS K1 boli este kmene V2 - 3/07, V2 - 4/07, V2 - 10/07, V2 - 12/07, V2 - 14/07, V2 - 15/07, V2 -
16/07, V2 - 17/07, V2 - 18/07, V2 - 23/07, V2 - 27/07, V2 - 28/07, V2 - 36/07, V2 - 37/07. V znaku odolnost’
voci hrdzi pSenicovej bola len vel'mi malé variabilita. Nebol najdeny ziadny kmen, ktory by bol preukazne
odolnejsi, boli najdené len preukazne nachylnejsie kmene (V2 - 29/07, V2 - 30/07, V2 - 31/07). Priama
korelécia, ktora bola zistena medzi sledovanymi znakmi, bola signifikantne mierne vyznamna (r = 0,463**).

Medzi 31 kmefimi z VSS Maly Sari§ bola velka variabilita v oboch sledovanych znakoch. Kmen K
1756-237-63 (AUDPC = 15) v porovnani odolnosti vo¢i mt¢natke travovej bol ku vSetkym kontrolam (MS
K1 Ilias, PS K2 Ilona, PS K3 Torysa, PS K4 Venistar) signifikantne najodolnejs$i. Medzi signifikantne
odolnejsie kmene v porovnani ku kontrolnym odrodam okrem MS K1 patrili este K 1458-279-1, K 1860-120,
K 1750-184-107, K 1750-184-115, K 1756-237-63, K 1756-237-79 a PY 11-98-34-61-69. Najnachylnejsia
7o suboru bola kontrolna odroda MS K4 Venistar (AUDPC = 1169) a z kmenov to bol K 1458-6-108
(AUDPC = 672). Naprick pomerne Sirokej variabilite v znaku odolnosti vo¢i hrdzi pSenicovej Ziadny kmen
neprekonal odolnost’ kontrolnych odrod MS K1 a MS K4. Signifikantne najodolnejsi bol jedine kmen K
1927-123 (odolnejsi nez MS K2 Ilona a MS K3 Torysa). Hodnoty AUDPC v znaku odolnost’ voc¢i hrdze
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pSenicovej sa pohybovali v rozmedzi od 2 (K 1927-123) do 114 (K 1458-6-108). V tomto stibore kmenov
nebola zistena korelacia (r = 0,060) medzi znakmi odolnost’ vo¢i mucnatke travovej a odolnost’ voci hrdzi
pSenicove;j.

Medzi 12 kmenmi zo spolo¢nosti HORDEUM s.r.o. bola vrovnakom rozsahu najdena variabilita
vramci oboch sledovanych znakoch. V odolnosti vo¢i mucnatke travovej ani jeden kmen neprekonal
kontrolné odrody (K1 Brea, K2 Ilona, K3 Torysa). Najodolnejsie kmene SK 131 (AUDPC = 284) a SK 133
boli signifikantne odolnejsie oproti kontrolam K1 a K2. Najnachylnejsi bol kmen SK128 (AUDPC = 986).
V znaku odolnost’ voci hrdzi pSenicovej boli signifikantne najodolnejsie kmene SK 136 (AUDPC = 18) a SK
135 voéi vSetkym kontrolnym odrodam. Kmene SK 126, SK 129, SK 130, SK 133 a SK 134 boli odolnejsie
ako kontroly K1 a K2. Genotypy SK 129, SK 133, SK 135 a SK 136 boli signifikantne odolnejsie v oboch
znakoch. Preukazne najnéachylnejsi v porovnani so vSetkymi kmenimi a kontrolnymi odrodami bol SK 127
(AUDPC = 350). Mierne vyznamna korelacia (r = 0,302) medzi znakmi odolnost’ vo¢i mucnatke travove;j
a odolnost’ voci hrdze psSenicovej nebola signifikantna.

Siroka variabilita v znakoch odolnosti vo&i maénatke travovej a hrdze psenicovej poskytla zakladiiu pre
vyber odolnych genotypov. Boli najdené kmene vysoko odolné az rezistentné k jednotlivym chorobam, ale aj
kmene s vyhovujucou odolnostou voéi obom ochoreniam stu¢asne. Okrem uz uvedenych kmefiov zo
spoloénosti HORDEUM s.r.0., z VSS Viglas - Pstrusa to boli V2 - 3/07, V2 - 4/07, V2 - 15/07, V2 - 16/07,
V2 - 17/07, V2 - 36/07, V2 - 37/07 a V2 - 38/07. Z VSS Maly Saris to boli PY 11-98-34-61-69 a MS 1854-1.
Tieto kmene boli signifikantne odolnejsie aspon voc¢i dvom - trom kontrolnym odrodam.

Na zaklade vyskumu PAILLARDA et al. (2000) je potrebné tvorit’ odrody v podmienkach, pre ktoré
budi novovzniknuté odrody urcené, nakolko prostredie v dlh§om Easovom obdobi ovplyviluje vyvin
populécii rastlin. Ako moze dojst’ k prekonaniu Specifickej rezistencie rastlin, tak dochadza k zmendm aj
v prejave neSpecifickej rezistencie. PAILLARD et al. (2000) zistili, ze rovnaké vychodiskové populacie
pSenice pestované na roznych miestach v podmienkach rozlicného infekéného tlaku patogéna pocas desiatich
rokov sa v kone¢nom désledku 1isili v trovni nespecifickej rezistencie. Za podmienok vysSieho infekéného
tlaku mala aj neSpecificka rezistencia vysSiu Groven. Preto v procese tvorby novych odrdd je nevyhnutné
hodnotit’ a testovat’ novy material v naSich podmienkach. Podobne JORGENSEN et al. (2000) povazuju
skrining a testovanie novych materidlov a komerénych odrdd za dolezity vstup pre tvorbu eurdpskych
rezistentnych odrdd.

Zaver

Medzi sledovanymi novoslachtencami vo vsetkych suboroch boli ndjdené genotypy velmi odolné az
rezistentné voci samostatnym chorobam, ale boli najdené aj genotypy s dostato¢nou odolnost'ou voc¢i obom
sledovanym patogénom sucasne. Genotypy s vyhovujucou odolnostou voci obom sledovanym znakom st
vhodné do kontinualneho procesu tvorby novych odréd dobre adaptovanych pre pestovatel'ské podmienky
Slovenska.

Praca bola financovana finanénymi prostriedkami $tatnej tlohy vyskumu a vyvoja 2006 UO 27/091 05
01/091 05 11 "Biologické faktory podmienujuce efektivnu a konkurencieschopnt rastlinna vyrobu".
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VYUZITIE GENETICKEHO POTENCIALU VYBRANYCH ODROD JACMENA
JARNEHO
UTILIZATION OF GENETICAL POTENTIAL OF SELECTED SPRING BARLEY
VARIETIES

Eva CANDRAKOVA

The experiment was established with 4 varieties of spring barley (Ebson, Malz, Nitran, Ezer) in beet growing region in
2005-2007. We studied the influence of Nitrogen fertilization (LAV, DAM 390) during vegetation season on formation of
yield components, yield and selected parameters of grain technological quality.

The year, variety and fertilization have influenced significantly yield of grain. All varieties have achieved the highest
yields in 2005. We also detected statistically significant interactions of year with variety and fertilization. Variety Nitran
have reached the highest values of TGW, the lowest values of TGW was achieved by variety Ebson. Variety Ebson
reached the highest number of grains per primary ear. Varieties Ebson and Maltz achieved more favourable values of
volume weight than varieties Nitran and Ezer. The highest proportion of grain over sieve 2,5 mm was reached by variety
Ezer in 2005 and 2006; by varieties Ebson and Malz in 2007.

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

Uvod

Ja¢men jarny si udrziava druhé miesto v pestovani obilnin na Slovensku. Produkcia v roku 2006 sa znizila
097,5 tis. ton v porovnani s predchadzajucim pestovatel'skym obdobim a priemerna hektarova uroda poklesla
00,14 tha”. V roku 2007 sa jaémef zberal z vymery 198.6 tis. ha a odhadovana tiroda je 3,30 tha”, &o by bolo
priblizne 0 0,18 t.ha” menej, ako v roku 2006 (MASAR, 2007).

Ja¢men siaty jarny sa vyuZiva predovSetkym na vyrobu sladu ale nezanedbatel'na spotreba je aj na kimne tcely
pre potreby Zivoéisnej vyroby. Cast’ sa spotrebuje v potravinarstve, osivarstve pripadne na iné uéely. Pre jeho
vyuzitie je vel'mi dolezity vyber odrdd, ktoré by mali byt pre pestovanie vyberané podla planovaného ucelu
vyuzitia, aby bol naplno vyuzity ich geneticky potencial. kazda odroda ma svoje Specifické vlastnosti, ktoré sa plne
vyuziju ak je pestovand vo vhodnych podmienkach. Ako uvadza PSOTA (2000), odroda je nositelom
agronomickych a technologickych vlastnosti.

Okrem spravneho vyberu odrody, délezita tlohu zohravaji intenzifikané faktory, ktoré musia byt’ spravne pri
pestovani jaémena siateho aplikované a vyuzité. Citlivou oblastou je najmé hnojenie z hl'adiska terminu a davok
zivin tak, aby sa dosiahla dobra kvalita zrna jacmena. Ja¢men jarny reaguje vel'mi citlivo na nedostatok zivin pocas
vegetaéného obdobia. Citlivost’ na vyZzivu a hnojenie spo¢iva v tom, ze jaémen jarny ma menej vyvinuty a plytsie
sa nachadzajuci korenovy systém a kratke obdobie vyzivy, pocas ktorého musi prijat pomerne vel'ké mnozstvo
zivin (KUBINEC, KOVAC, 1998; LOZEK, 2001). Ich nedostatok pdsobi na formovanie prvkov trodnosti ¢o sa
prejavuje na urode zrna a jeho kvalite.

NajvyznamnejSou zivinou pre jamen siaty jarny, vyuzivany na sladovnicke tcely je dusik. FECENKO,
LOZEK (2000) odporagaju pouzit’ celti davku dusika pred sejbou a v pripade hnojenia po¢as vegetacie vo faze 3 —
4 listov. V pokuse sme sa zamerali na aplikaciu dusika pocas vegetacie do konca odnoZovania.

Material a metody

Pokus bol zalozeny v reparskej vyrobnej oblasti, na VysokoSkolskom pol'nohospodarskom podniku zavod
Oponice, v rokoch 2005 a 2007. Nadmorska vyska lokality je 168 m n. m., s thrnom zrazok za rok 607 mm,
priemernou ro¢nou teplotou vzduchu 9,5 °C. Pédny typ je hnedozem na sprasi, pddny druh stredne t'azk4, hlinita
poda.

Maloparcelkové  polyfaktorové pokusy boli zaloZzené blokovou metédou s ndhodnym usporiadanim
pokusnych &lenov v 3 opakovaniach po predplodine repe cukrovej hnojenej mastalnym hnojom v dévke 35 t.ha
bez zaorania pozberovych zvyskov. Orba bola urobena do hibky 220 az 250 mm. Na jarnt pripravu pody bol
pouzity smyk a kompaktor. Velkost parcelick bola 14 m’. Vysiate boli odrody Ebson, Malz, Nitran a Ezer s
vysevkom 4,5 mil. kli¢ivych zin na ha sejatkou Pneusej do hibky 40 mm pri medziriadkovej vzdialenosti 125 mm.
Z vymlateného zrna boli odobraté vzorky na zistovanie technologickych a kvalitativnych ukazovatel'ov.

Varianty hnojenia:

1. nehnojena kontrola,

2. davka dusika 20 kg.ha'l (liadok amoénny s vapencom) na zaciatku odnozovania (BBCH 21),

3. davka dusika na hektar vypocitand na predpokladani urodu 5 t (liadok amoénny s vapencom) na zadiatku
odnozovania (BBCH 21),

4. davka dusika 20 kg‘ha'1 (DAM 390) na konci odnozovania (BBCH 29).

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¢nd, hnojenie tymito Zivinami sme nerobili.

Na 1 tonu urody zrna a prisluiného mnozstva slamy ja¢mefa jarného sme pocitali s potrebou dusika 24 kg.ha™.

Odrody Ebson aMalz si zo zahraniia. Odrody Nitran a Ezer pochadzajii z doméceho Slachtenia
(Sladkovicovo). Su zaradené medzi odrody so sladovnickou kvalitou. M6zu sa pestovat’ vo vSetkych vyrobnych
oblastiach.
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Termin sejby: 2. 4. 2005, 7. 4. 2006, 16. 3. 2007
Termin zberu: 24. 7. 2005, 27. 7. 2006, 17. 7. 2007

Vysledky a diskusia

Neoddelitelnou stcastou pestovania polnych plodin je posobenie klimatickych, resp. poveternostnych
podmienok na produkény proces, vysledkom ktorého je tiroda biomasy a kvalita hlavného produktu. KRAUSKO
ai. (1980) uvadza, ze jaCmenl je plastickou askromnou plodinou, ktord sa dobre prisposobuje rozlicnym
ekologickym podmienkam. Na zaklade nasich sktisenosti patri jaémen jarny medzi plodiny, ktoré citlivo reaguji na
agrotechnické opatrenia a poveternostné podmienky. Déleziti ulohu ma aj geneticky zéklad jednotlivych odrdd,
ktoré sa lepSie alebo horsie prispdsobuju konkrétnym podmienkam.

Z vysledkov ziskanych v pokusnych rokoch 2005 az 2007 je viditeI'na reakcia pestovanych odrod na priebeh
pestovatel'skych podmienok. Podmienky pre jaémen boli v kazdom roku iné. Rok 2005 a2006 bol
charakterizovany ako teplotne aj zrdzkovo normalny (tab. 1 a 2).

Tabulka 1: Priemerné teploty vzduchu (°C) a charakteristika rokov 2005 a 2006

Normal 2005 2006
Mesiac 119958 10- Te(:g)(ljc;ty Odchylka Cha;?i[iearclztlka Teég(l:(;ty Odchylka Cha;?gizréztlka
L -1,7 -0,1 1,6 normalny -4,1 -2,4 studeny
11. 0,5 -2, -3,2 studeny -1,6 -2,1 studeny
111 4,7 2,7 -2 studeny 3,5 -1,2 normalny
IV. 10,1 11 0,9 normalny 11,4 1,3 teply
V. 14,8 15,2 0,4 normalny 14,0 -0,8 normalny
VI 18,3 18 -0,3 normalny 19,2 0,9 normalny
VII. 19,7 20,7 1 normalny 22,6 2,9 velmi teply
VIII. 19,2 19,1 -0,1 normalny 16,7 -2,5 studeny
IX. 15,4 16,3 0,9 normalny 16,6 1,2 normalny
X. 10,1 10,5 0,4 normalny 12,2 2,1 vel'mi teply
XI. 4,9 4,1 -0,8 normalny 7,5 2,6 vel'mi teply
XII. 0,5 0,4 -0,1 normalny 3,2 2,7 velmi teply
Rok 9,7 9,6 -0,1 normalny 10,1 0,4 normalny

V roku 2006 vSak boli velké disproporcie v mnoZstve vlahy medzi mesiacmi pocas vegetacného obdobia
a z hladiska teploty doslo k odchylkam oproti normalu v mesiaci april a jun. To ovplyvnilo formovanie prvkov
urodnosti a v kone¢nom dosledku aj Grodu hlavného produktu — zrna a jeho technologické parametre.

Rok 2007 sa vyznacoval nedostatkom vlahy v jarnom obdobi. V pokuse po sejbe jaCmena nastalo obdobie
sucha, ktoré trvalo tri tyZdne. To sa prejavilo na nizkom pocte odnoZi pri vSetkych skiimanych odrodéch (tab. 5).
Najviacsi pocet odnozi bol dosiahnuty v roku 2006 (tab. 4). ZIMOLKA et al. (2006) povazuje za optimalny pocet 2
— 3 odnoze na jednej rastline a uvadza, Ze vel’ky podiel pri tvorbe odnoZi mé aj predplodina. V naSom pokuse bola
predplodinou repa cukrova, ktora je povazovana za dobru predplodinu.

Zakladom pre vyuzitie irodového potencidlu odrdd je zabezpecenie dostatocného poctu klasov na jednotku
plochy, pretoze troda ja¢mena jarného sa odvija predovSetkym od poctu klasov. Tie mozu byt ovplyvnené
nekvalitnym obrabanim pddy a nedostato¢nou zasobou zivin v zaciatocnom obdobi rastu. Vysledky zrdéznych
pokusov poukazuji na skuto&nost’, Ze na urodu 8 — 9 t.ha™ je mozné dosiahnut’ pri po&te klasov 800 — 1100 m”. Pri
vyssom pocte klasov (nad 1000) je riziko, ze dojde k znizeniu podielu zrna nad sitom 2,5 mm a pocet klasov nad
1100 moze sposobit’ aj znizenie urody zrna (ZIMOLKA et al., 2006).

Najvicsi pocet klasov (1082), v priemere za vSetky odrody, bol dosiahnuty v roku 2006, priCom najvyssia
uroda bola zaznamenana v roku 2005, ¢o potvrdilo skisenost’ autorov ZIMOLKA et al. (2006). Pri nizSom pocte
klasov v roku 2005 doslo k zvySeniu poctu zin v hlavnom klase. V roku 2006 a 2007 bol pocet zfn v klase
vyrovnany.

Medzi prvky trodnosti patri aj hmotnost’ tisic zin (HTZ), ktora je aj ukazovatel'om technologickej kvality zrna.
V priemere za vSetky odrody bola najvyssia v roku 2007 (47,45 g), ale vel'ké rozdiely vo vsetkych ro¢nikoch boli
zistené medzi odrodami. Za skiimané obdobie dosiahla najvyssiu HTZ odroda Nitran a Ezer a v roku 2007 aj
odroda Malz. Pivovary pri nakupe preferuji odrodu Ebson, ktora mala vo vsetkych rokoch najniz$iu HTZ. Odrody
Ebson a Malz si vo vsetkych rokoch udrzali priaznivé hodnoty objemovej hmotnosti a podielu zrna nad sitom 2.4
mm. Najniz§ia objemova hmotnost’ zrna ako aj podiel zrna nad sitom 2,5 mm bola vo vSetkych rokoch pri odrode
Nitran. Odroda Ezer sa vyznacovala vysokym podielom zrna nad sitom 2,5 mm v roku 2005 a 2006.
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Tabulka 2: Uhrn zriaZok (mm) a charakteristika rokov 2005 a 2006

Normal 2005 2006
Mesiac 11995810- Zéiill()y %n Charrlil:;[ie;(iztika Z(l;iilf)y % n Charakteristika mesiaca
L 31 36,4 117,4 normalny 57,4 185,16 vel'mi vlhky
1I. 32 58,3 182,2 vel'mi vlhky 39,0 121,88 normalny
111. 33 3,4 10,3 mimoriadne suchy 35,2 106,67 normalny
IV. 43 78,7 183 vel'mi vlhky 48,1 111,86 normalny
V. 55 60,9 110,7 normalny 95,6 173,82 vel'mi vlhky
VI. 70 31,5 45 vel'mi suchy 63,9 91,29 normalny
VII. 64 59 92,2 normalny 23,7 37,03 vel'mi suchy
VIIL. 58 94,5 162,9 vel'mi vlhky 84 144,83 vlhky
IX. 37 47,1 127,3 vlhky 12,7 34,32 vel'mi suchy
X. 41 12,1 29,5 vel'mi suchy 15,3 37,32 vel'mi suchy
XI. 54 432 80,0 normalny 24 .4 45,19 vel'mi suchy
XII. 43 113,2 263,3 mimoriadne vlhky 7,8 18,14 mimoriadne suchy
Rok 561 638,3 113,8 normalny 507,1 90,39 normalny

Tabulka 3: Prvky turodnosti a technologické parametre vybranych odrdod ja¢mera siateho jarného

2005
Vybrané ukazovatele quoda -
Ebson Malz Nitran Ezer Priemer
Celkovy pocet rastlin (ks) 250 280 300 310 285
Pocet produktivnych odnozi (ks) 1,91 1,94 1,97 1,77 1,90
Celkovy pocet klasov (ks) 619 718 824 780 735
Priem pocet zin v hl. klase (ks) 24,56 22,77 21,88 21,06 22,57
Objemova hmotnost’ (g.l'l) 670,5 663,7 635,2 657,3 656,7
HTZ (g) 42,95 4438 48,00 51,23 46,64
Podiel zrna nad sitom 2,5 mm 96,7 96,3 96,2 98,6 96,9

Tabul’ka 4: Prvky trodnosti a technologické parametre vybranych odrod jaémeia siateho jarného

2006
Vybrané ukazovatele quOda -
Ebson Malz Nitran Ezer Priemer
Celkovy pocet rastlin (ks) 300 344 443 352 360
Pocet produktivnych odnozi (ks) 2,58 2,14 1,61 1,97 2,07
Celkovy pocet klasov (ks) 1056 1155 1024 1092 1082
Priem pocet zin v hl. klase (ks) 21,39 21,14 18,72 20,60 20,46
HTZ (g) 46,07 45,16 47,67 47,95 46,71
Objemova hmotnost’ (g.l'l) 662,6 674,6 662,5 679,9 669,9
Podiel zrna nad sitom 2,5 mm 96,5 95,6 92,8 97,8 95,6
Tabul’ka 5: Prvky urodnosti vybranych odrod ja¢mena siateho jarného 2007
Vybrané ukazovatele Oc%roda -
Ebson Malz Nitran Ezer Priemer
Celkovy pocet rastlin (ks) 322 264 330 225 285
Pocet produktivnych odnozi (ks) 0,83 0,78 0,90 1,35 0,96
Celkovy pocet klasov (ks) 613 521 639 475 562
Priem pocet zin v hl. klase (ks) 20,58 21,40 20,10 20,30 20,59
HTZ (g) 4535 48,60 48,41 4743 47,45
Objemova hmotnost’ (g.l'l) 672,1 677,1 649,3 665,0 665,9
Podiel zrna nad sitom 2,5 mm 92,6 93,4 87,3 90,0 90,8
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Vplyv skiimanych faktorov na tirodu zrna ja¢mena jarného bol vyhodnoteny v programe Statgraphics plus a je
uvedeny v tabulke 6. VSetky faktory sa podielali na urode Statisticky preukazne. Vysokopreukazné boli aj
interakcie medzi ro¢nikom a odrodou a ro¢nikom a hnojenim (F-31,30 a26,91). Grafické znazornenie urody
jacmenia jarného siateho je v grafe 1.

Tabulka 6: Vplyv skimanych faktorov na irodu zrna jaémena jarného (Statgraphics plus)

e f Uroda
Zdroj variability P 0.05 Limit
Rok: 2005 2 7,52b 0,419
2006 4,15a
2007 4,79 a
Odroda: Ebson 3 5,59 ab 0,792
Malz 5,18 a
Nitran 6,05b
Ezer 5,60 ab
Hnojenie: kontrola 3 4,55a 0,733
LAV 20 kg.ha™ 541b
LAV na Grodu zrna 5 tha 6,04 be
DAM 390 na trodu zrna 5 t.ha™ 6,42 ¢

Hodnoty oznac¢ené rovnakymi pismenami nie su preukazne rozdielne na hranici pravdepodobnosti P<0.05

Zaver

Z trojrocnych vysledkov pokusu s pestovanim jacmena siateho jarného vyplynulo, Ze uroda zrna bola
Statisticky preukazne ovplyvnend odrodou, hnojenim a ro¢nikom. Najvys$§ia troda bola pri vSetkych odrodidch
dosiahnuta v roku 2005. Z variantov hnojenia priaznivo ovplyvnila trodu zrna aplikacia tekutého hnojiva DAM
390 na
konci
odnoZovani
a a podobne
aj aplikécia
8.00 M liadku
amonneho
s vapencom
na urodovi
hladinu 5
tha.
Najvyssie
hodnoty
HTZ,
v kazdom
pestova-
Odrody a roky tel'skom
‘ [ Kontrola gg LAV [ LAV na 5t [— DAM 390 ‘ ro¢niku,
dosiahla
najvyssie
odroda Nitran a najnizSie odroda Ebson. Odroda Ebson sa vSak vyznacovala dobrou odnozovacou schopnost'ou
a vysokym pocétom zin v hlavnom klase. Taktiez, spolu s odrodou Malz, dosiahla dobré hodnoty technologickych
ukazovatel'ov kvality zrna a to objemovej hmotnosti a podielu zrna nad sitom 2,5 mm. Najnizsie boli pri odrode
Nitran. Najlepsi podielu zrna nad sitom v roku 2005 a 2006 bol pri odrode Ezer. Odrodova reakcia na priebeh
poveternostnych a pestovatel'skych podmienok bola pozorovate'na najméi pri formovani prvkov urodnosti, ¢o sa

prejavilo na Urode a technologickych parametroch zrna ja¢mena siateho jarného.

Urody jaémeria siateho jarného
Graf 1:
v rokoch 2005 - 2007
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URODA A KVALITA CAKANKY (CICHORIUM INTYBUS L.) V ZAVISLOSTI OD
ODRODY A FOLIARNEJ APLIKACIE ATONIKU A POLYBORU 150
YIELD AND QUALITY OF CHICORY (CICHORIUM INTYBUS L.) IN

DEPENDENCE ON VARIETY AND FOLIAR APPLICATION OF ATONIK AND
POLYBOR 150

Ivan CERNY — Marek KOVAR

The influence of foliar applications of Atonik and Polybor 150 on root yield and inulin content in root was observed in
field polyfactorial experiment. The field trial was established on medium brown soil in warm maize production area in
2005 and 2006 years. The root yield and inulin content were influenced by year’s weather conditions statistically high
significantly. In given agro-ecological conditions the combination of foliar preparations on variant B was shown to be
the most optimal in term of obtained root yield and inulin content in root. Biological material affected the yield
parameters formation differently. Root yield was mostly affected by variety Fredonia Nova and inulin content by variety
Maurane (statistically significant). Research work was supported by project VEGA 1/3461/06.

Key words: chicory, root yield, inulin content, Atonik, Polybor 150, variety

Uvod

Formovanie urody a kvality ¢akanky obycajnej je proces komplexny podmieneny faktormi, ktoré vo
svojich interakciach vytvaraju zlozitd Strukturu rastovych, fyziologickych a biochemickych procesov.
V rastovych procesoch sa v plnej miere odzrkadluji vyvinové procesy organizmu a procesy latkovej
premeny.

V systéme hodnotenia produkéného procesu sa okrem reSpektovania faktorov technologickych hladaju
moznosti uplatnenia faktorov novych, ktorych vplyv na trodu akvalitu hodnotime ako pozitivny. K
moznostiam zvysenia produkcie povazujeme okrem biologického materidlu i pripravky na baze biologicky
aktivnych latok, ktorym sa vo vyskume a v systéme pestovania venuje stile vicsia pozornost (CERNY,
PACUTA, VILLAR, 2000).

Biologicky aktivne latky sa svojim zlozenim podielaji na regulécii rastovych a vyvojovych procesov
v rastline, ovplyviiuji dynamiku tvorby tirody a podporuju zvysenie vyuzitia genetického potencidlu odrod.
Ich aplikacia ovplyviuje nielen fyziologické pochody v rastline ale pdsobi i na ozivenie podneho prostredia,
ktoré nasledne ovplyviiuje produkény proces rastliny a tym i porastu (HEBETTE, DELCOUR et al., 2004;
CERNY, 2006).

Material a metody

Uloha bola riesena v rokoch 2005-2006 formou polnych polyfaktorovych pokusov, zalozenych v
agroekologickych podmienkach teplej kukuriénej vyrobnej oblasti, na pozemkoch SPP SPU v Nitre
Oponice.

Pokusy boli zaloZené blokovou metddou, s nahodnym usporiadanim pokusnych ¢lenov. Boli sledované 3
odrody (Oesia, Maurane a Fredonia Nova) a 3 varianty aplikacie pripravkov Atonik a Polybor 150 (tab.1).

Cielom prispevku je zhodnotit vplyv poveternostnych podmienok rocnika, biologického materidlu
a foliarnej aplikacie Atoniku a Polyboru 150 na produkéné parametre urody ¢akanky obycajne;.

Tabul’ka 1: Varianty aplikacie pripravkov

Variant Davka (I.ha™") Termin aplikacie

K | Kontrola - -

A Atonik 0,6 2. postemergentna aplikacia herbicidov
Atonik 0,6 3. postemergentnd aplikécia herbicidov
Atonik 0,4 2. postemergentna aplikacia herbicidov

B | Atonik + Polybér 150 0,6 +2,5 3. postemergentna aplikacia herbicidov
Polybér 150 2,5 1. fungicidne oSetrenie

Vysledky a diskusia

Uroda koreiia

V sledovanom obdobi bola priemerna uroda korefia 23,81 tha”, s rozpitim medzi rokmi 2,29 tha
(vysoko preukazné). Je zname, Ze na zistenych disproporcidch hodnét sa podielali nielen rozne
poveternostné podmienky, ale i geneticky fixované vlastnosti odrdd, ktoré sa v konkrétnych podmienkach
oblasti premietli do ré6zneho formovania trod (tab. 2). Uvedené zavery su v stilade s poznatkami ERNSTA,
CHATTERTEHO et al. (1995), AMADUCCIHO, PRITONIHO et al. (1997) a CERNEHO, PACUTU
(2003).
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Vyssia troda korena bola pri Fredonii Nova v porovnani s odrodou Oesia (+ 0,06 t.ha) a Maurane (+
1,31 tha). Zvysenie trody korefia u Fredonia Nova (porovnanim s ostatnymi odrodami v kazdom roku)
bolo nasledovné: Oesia + 0,07 t.ha™ (rel. 0,27 %) v roku 2005 a + 0,05 tha (rel. 0,21 %) v roku 2006;
Maurane: + 1,43 tha” (rel. 5,93 %) v roku 2005 a + 1,19 tha' (rel. 7,37 %) v roku 2006 (Statisticky
preukazne).

Vysoko preukazna zavislost urody buliev bola zistend pri hodnoteni Atoniku a Polyboru 150.
Maximalny narast bol zisteny na variante B. V priemere pokusu bola tendencia zvySenia urody v porovnani
s variantom K + 5,23 t.ha' a variantom A + 1,42 tha”. V roku 2005 bol narast urody na variante B v
porovnani s K+ 6,67 tha', rel. 31,31 % a s A+ 2,18 tha', rel. 8,45 %. V roku 2006 bolo najvicsie
zvysenie trody na variante B a rozdiel medzi variantom K bol 3,79 tha™, rel. 18,55 % a variantom A bol
0,67 tha, rel. 2,84 %.

Obsah inulinu v koreni

Analyticky stanoveny obsah inulinu v koreni bol 20,55 %, s rozdielom medzi maximalnou (2005)
a minimalnou (2006) hodnotou 0,77 %. Rozdiely v hodnotach obsahu inulinu poukazuju na determinujuci
vplyv agroekologickych podmienok na formovani vyslednej kvality, o zistili aj BAERT (1996).

Vyznamné rozdiely boli zaznamenané pri odrodach, ktorych vplyv bol Statisticky signifikantny. Vyssi
obsah inulinu, bol zisteny pri Maurane (o 2,57 % porovnanim s Oesiou, 0,89 % porovnanim s Fredonia
Nova).

Statisticka signifikantnost’ vysledkov bola zistend pri hodnoteni vplyvu Atoniku a Polyboru 150.
V priemere bola zaznamenana tendencia maximalneho narastu inulinu na variante B. Kompariciou
vysledkov bolo zistené zvySenie v porovnani s variantom K + 1,92 %, rel. 9,90 % a variantom A + 0,44 %,
rel. 2,10 %. ZvySenie obsahu inulinu na variante B bolo v jednotlivych rokoch nasledovné: porovnanim
s variantom K o 2,26 % (rel. 11,47 %) a variantom A o 0,91 % (rel. 4,32 %) v roku 2005 a porovnanim
s variantom K o 0,58 % (8,28 %) a variantom A znizenie o 0,03 % (99,85 %) v roku 2006.

Tabulka 2: Uroda koreiia (t.ha™), obsah inulinu (%)

K A B Priemer
Odroda Rok tha' % tha' % tha' % tha' %

2005 22,14 18,87 25,10 19,19 29,11 22,10 25,45 19,38
Oesia 2006 20,92 18,40 2291 18,16 25,48 19,15 23,10 18,57

priemer 21,53 18,13 24,01 18,67 27,29 19,62 24,27 18,97

2005 22,64 21,13 25,11 22,81 24,52 21,14 24,09 21,69

Maurane 2006 19,63 20,31 22,42 22,93 23,83 20,93 21,96 21,39

priemer 21,13 20,72 23,76 22,87 24,17 21,03 23,02 21,54

2005 19,13 19,10 27,16 21,17 30,28 22,35 25,52 20,87

E r]\‘}g‘v’zm 2006 20,75 18,50 | 25,33 20,97 23,37 21,87 23,15 | 20,44
priemer | 19,94 18,80 | 2624 | 21,07 | 2682 | 2211 2433 | 20,65
Zaver

V pol'nom polyfaktorovom pokuse bol sledovany vplyv foliarnej aplikacie Atoniku a Polyboru 150 na
urodu buliev a obsah inulinu v koreni. PoI'ny experiment bol zaloZzeny na stredne t'azkej hlinitej pode, v teplej
kukuriénej vyrobnej oblasti, v rokoch 2005 a2006. Uroda buliev a obsah inulinu boli $tatisticky vysoko
preukazne ovplyvnené poveternostnymi podmienkami rocnika

V danych agroekologickych podmienkach, sa zhladiska dosiahnutej trody buliev a obsahu inulinu
v koreni, ako najoptimalnejsia javi kombinacia listovych pripravkov na variante B.

Biologicky material ovplyvnil rozdielne formovanie trodovych parametrov. Uroda buliev bola najviac
ovplyvnena pri odrode Fredonia Nova a obsah inulinu pri odrode Maurane (Statisticky preukazne).

Tato praca vznikla za podpory projektu VEGA 1/3461/06.
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VARIABILITA MORFOLOGICKYCH A HOSPODARSKYCH ZNAKOV
DIVORASTUCICH POPULACII MEDICAGO SP.
MORPHOLOGICAL AND AGRONOMICAL VARIATION IN MEDICAGO
SP. WILD POPULATIONS

Jarmila DROBNA

Morphological and agronomic traits were evaluated on 14 wild populations and two varieties of Medicago sp.,
originated from collecting expeditions in Czech Republic, Poland, Slovenia, Kazakhstan and Slovakia. In the experiment,
conducted at the experimental basis of RIPP Piestany, plants were established in a spaced plant design with four
replications. The presented work is aimed to evaluate variation within- and among-populations and varieties for some
morphological (characters of stem and leaf) and agronomical traits (plant height and weight, number of stems, regrowth
intensity) evaluated in the first production year. Our study showed the relatively large among-population range of
variation for all characters. Populations of M. sativa and M. x varia showed the larger within-population variation. The
most homogenous were wild populations originated from Slovenia.

Key words: Medicago sp., population, morphological and agronomical traits, variation

Divorastice populacie Medicago sativa a Medicago falcata reprezentuju obrovsky rezervoar variability
pre budiice Slachtenie tychto druhov (CROCHEMORE et al, 1998). Mo6zu byt zdrojom génov
zodpovednych za rezistenciu voc€i chorobam asSkodcom ako aj toleranciu k nepriaznivym rastovym
podmienkam, ku ktorym sa tieto druhy adaptovali pocas vyvoja.

Lucerna je cudzoopeliva a autototraploidna krmovina, ¢o prispieva k rozsiahlej genetickej variabilite
populacii alebo odrod. CROCHEMORE et al. (1998) aJULIER et al. (1995) zistili pri niektorych
agronomickych a morfologickych znakoch Sirokil geneticktl variabilitu vnutri i medzi populaciami lucerny,
ktora je Casto vyuzivana v §lachteni odrdd s vysokou urodou a kvalitou krmiva a semena. JULIER et al.
(2000) poukazuji na to, ze vkazdej populacii mézu byt najdené cenné individua alebo alely, ale
vnutropoplacnad variabilita moze byt niekedy prekazkou v §lachtitel'skom pokroku pri kvantitativnych
znakoch. ROTILI (1979) uvadza, Ze §lachtenie na vy$$iu urodu pri lucerne vyzaduje vyssiu homogenitu
odrod, avsak rozsiahla variabilita vnutri odréd v tirodovych a morfologickych znakoch méze byt’ ziaduca pre
dosiahnutie vysokej urody v roznych environmentalnych podmienkach.

Material a metéda

V roku 2006 bol na pokusnom stanovisti Vyskumného ustavu rastlinnej vyroby v Piestanoch zalozeny
pokus so 16 genotypmi a populaciami troch druhov lucerny (Medicago sativa, M. falcata, Medicago x varia).
Pokus bol zalozeny formou individualnej vysadby z predpestovanych rastlin do sponu 0,4 m x 0,4 m, po 40
rastlin z 1 genotypu metddou znahodnenych blokov v Styroch opakovaniach. Do pokusu boli zaradené
divorastuce populacie ziskané na zberovych expediciach v Cesku, Polsku, Slovinsku, Kazachstane ana
Slovensku a odrody Palava a Vanda. V prvom uzitkovom roku bolo hodnotenych 15 morfologickych znakov
(5 znakov hodnotenych meranim bolo pouzitych pre d’alSie spracovanie) a agronomické znaky vyska a
hmotnost’ rastliny, pocet byli v trse a rychlost’ obrastania v 4 kosbach. Pre odhad variability bol pouzity
vypocet koeficientu variability ako pomeru smerodajnej odchylky a celkového priemeru.

Vysledky a diskusia

Nakol’ko pre rozsah vypoctov nie je mozné uviest’ vSetky vypocitané hodnoty, v tabulke 1 s uvedené iba
maximalne a minimalne hodnoty varia¢nych koeficientov s uvedenim nazvu populacie, pripadne odrody,
u ktorej boli zistené. V tabul’ke st pre agronomické znaky uvedené priemerné hodnoty za kosby.
Vanda bola zistena najniz$ia variabilita u znakov hribka byle a pocet byli v 1. kosbe a pri odrode Palava
u znakov rychlost’ obrastania po 2. a4. kosbe. Naopak najvy$Sia variabilita véacSiny znakov bola
zaznamenana u populacii CZEPODO00-18 a SVNPIR01-198. Pri znaku dizka byle na za¢iatku kvitnutia bola
najvacsia variabilita zistena pri odrode Palava. Pri populdciach M. falcata boli u 14 znakov najnizsie hodnoty
variatnych koeficientov zaznamenané pri populacii KAZACH90-0140 anaopak najvysSie hodnoty
v desiatich pripadoch pri populacii SVKSIT971-10 a u5 znakoch pri populacii SVNPIRO1-83. Najnizsia
variabilita vnutri populécii M. x varia bola zistena u populacie POLKIE99-8 pri 12 znakoch a najvyssia pri
16 znakoch u populédcie SVKNTATO01-497. Pri porovnavani odrod Palava a Vanda s populaciami M. sativa
sa predpokladalo, ze vys§lachtené odrody budi homogénnejSie v porovnani s divorasticimi populéciami. Ako
vSak vyplyva z tabul’ky, pri viacerych morfologickych a agronomickych znakoch bola vaésia vyrovnanost’
zistena pri populaciach SVNPIR01-217 a SVNPIR01-198 pochadzajucich zo Slovinska.

V tabul’ke 2 je uvedeny prehl'ad priemernych hodnét variaénych koeficientov vnutri a medzi populaciami

v

v
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populacii pri vyske rastliny a najvyssSia pri hmotnosti rastliny a pocte byli. Medzi populaciami a odrodami
bola zistena nizsia variabilita v pocte byli a najvysSia pri hmotnosti rastliny. Celkove bola pri druhoch M.
sativa a M. X varia zistena vacSia variabilita vnutri populdcii, ¢o je v stlade s vysledkami JULIER et al.
(2000) a BOLANOS-AGUILAR et al. (2000). Naopak, pri M. falcata bola vyS$sia variabilita medzi
hodnoty variacnych koeficientov pri vSetkych znakoch. Pri M. falcata bola vysoku variabilita zistena vnutri
i medzi populaciami. Ako uvadza JULIER et al. (2000) vysoka variabilita vnutri populécii pri trodotvornych
znakoch by mohla zabezpecit® stabilitu Grody v roznych prostrediach a mohla by byt vyuzita ako doplnkovy
zdroj genetickej variability v §Tachtitel'skych programoch.
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Tabulka 1: Variabilita vnutri populacii s uvedenim minimalnej a maximalnej hodnoty varia¢ného
koeficientu (CV%) pre jednotlivé znaky a druhy Medicago

Znak Min  Populicia/ odroda Max  Populicia/ odroda
Dizka byle na zatiatku kvitnutia

Medicago sativa 9,45 SVNPIRO01-227 24,46 Palava

Medicago falcata 12,1 KAZACH90-0140H 17,87 SVNPIRO01-83
Medicago x varia 13,6 POLKIE99-8 19,21 SVKNTATO01-497
Hrubka byle

Medicago sativa 12,2 Vanda 16,25 CZEPODO00-18
Medicago falcata 17,04 KAZACH90-0140H 26,91  SVNPIRO01-83
Medicago X varia 14,86 POLKIE99-8 22,12 SVKNTATO01-320
Pocet internodii

Medicago sativa 10,04 SVNPIRO1-217 16,88 CZEPODO00-18
Medicago falcata 10,72 KAZACH90-0124H 16,57 SVKSIT971-10
Medicago x varia 13,37 POLKIE99-8 21,84 SVKNTATO01-320
Pocet boénych vetvi

Medicago sativa 14,43 SVNPIRO01-198 23,47 SVNPIRO01-227
Medicago falcata 13,19 KAZACH90-0140H 31,34 SVNPIRO01-83
Medicago X varia 18,5 POLKIE99-8 27,54 SVKNTATO01-320
Plocha listu

Medicago sativa 23,58 SVNPIRO1-198 34,65 SVNPIRO1-217
Medicago falcata 26,43 SVNPIR01-83 43,21 KAZACH90-0140H
Medicago x varia 23,73 SVKNTATO01-320 43,49 SVKNTATO01-497
Vyska rastliny (priemer za 4 kosby)

Medicago sativa 10,99 SVNPIRO1-217 23,25 SVNPIROI1-198
Medicago falcata 1791 KAZACH90-0140H 32,17  SVKSIT971-10
Medicago x varia 24,50 SVKNTATO01-320 34,62 SVKNTATO01-497
Hmotnost’ rastliny (priemer za 4 kosby)

Medicago sativa 32,36 SVNPIRO1-217 69,19 CZEPODO00-18
Medicago falcata 56,91 KAZACH90-0140H 82,01 KAZACH90-0124H
Medicago X varia 55,24 POLKIE99-8 76,55 SVKNTATO01-497
Pocet byli (priemer za 4 kosby)

Medicago sativa 32,39 SVNPIRO1-217 43,73  SVNPIRO01-198
Medicago falcata 41,32 KAZACH90-0140H 62,69 SVKSIT971-10
Medicago x varia 43,20 POLKIE99-8 51,54 SVKNTATO01-497
Rychlost’ obrastania (priemer za 4 kosby)

Medicago sativa 14,31 SVNPIRO1-217 24,771  SVNPIRO01-198
Medicago falcata 22,31 KAZACH90-0140H 32,81 SVNPIRO1-83
Medicago X varia 25,25 SVKNTATO01-320 40,60 SVKNTATO01-497
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Tabul’ka 2: Variabilita vnitri a medzi populaciami druhov M. sativa, M. falcata a M. x varia

Znak Medicago sativa Medicago falcata Medicago x varia
CV% CV% CV% CV% CV%' CV%
Dizka byle na zaciatku kvitnutia 7,03 15,65 33,41 13,81 10,13 16,89
Hrubka byle 7,98 13,95 36,88 20,12 16,08 18,64
Pocet internddii 6,57 12,38 19,01 13,21 3,29 17,97
Pocet bo¢nych vetvi 10,75 18,34 22,85 22,17 6,02 22,75
Plocha listu 20,30 28,97 61,75 34,68 21,72 33,26
Vyska rastliny v 1. kosbe 5,86 13,53 36,00 24,92 16,07 23,28
Hmotnost rastliny v 1. kosbe 12,54 44,84 61,51 63,17 31,43 61,84
Pocet byli v 1. kosbe 15,33 37,98 36,14 47,35 9,49 42,66
Rychlost obrastania po 1. kosbe 12,75 16,09 51,77 29,48 29,16 32,49
Vyska rastliny v 2. kosbe 9,60 14,70 44,02 23,48 21,80 28,70
Hmotnost rastliny v 2. kosbe 17,95 49,26 61,17 69,66 34,03 66,28
Pocet byli v 2. kosbe 8,70 41,04 36,02 54,41 4,65 46,87
Rychlost’ obrastania po 2. kosbe 15,32 20,91 47,98 31,25 21,91 36,19
Vyska rastliny v 3. kosbe 14,87 19,80 39,62 26,47 17,97 30,05
Hmotnost’ rastliny v 3. kosbe 17,27 55,91 58,00 71,50 29,74 60,30
Pocet byli v 3. kosbe 13,10 35,18 34,28 44,32 2,38 41,40
Rychlost obrastania po 3. kosbe 14,97 22,13 57,11 25,46 28,70 35,64
Vyska rastliny v 4. kosbe 10,30 19,71 40,07 28,68 9,32 30,98
Hmotnost’ rastliny v 4. kosbe 23,84 54,39 75,49 71,84 29,01 72,09
Pocet byli v 4. kosbe 14,48 46,45 41,70 60,92 20,01 55,65

CV% - priemerné hodnoty variaénych koeficientov medzi populéciami a odrodami
CV% - priemerné hodnoty variaénych koeficientov vnutri populacii a odrod

Adresa autora:
Ing. Jarmila Drobnda, PhD., SCPV Nitra, Vyskumny tstav rastlinnej vyroby, Bratislavska cesta 122, 921 68 Piestany, Slovenska
republika, e-mail: drobna@vurv.sk

113



Nové poznatky z genetiky a S'achtenia po'nohospodarskych rastlin Zbornik zo 14. vedeckej konferencie, Piestany : VURV, 2007

FYZIKALNO-MECHANICKE VLASTNOSTI JABLK
PHYSICAL-MECHNICAL PROPERTIES OF APPLES

Juraj DUNCA — Alena DUNCOVA — Ondrej SVEC

In this work are introduced measured physical-mechanical properties of applex: mass, resonant frequency, modulus
elasticity, expecially force necessary at destenktion of apples and density flesh of apples
Key words: Apple, mass, force necessary at destruktion of apples

Uvod

Medzi vyznamné fyzikalno-mechanické vlastnosti jabik patria: sila potrebna na dedtrukciu (poskodenie)
jabik, hmotnost, objem, pruzné vlastnosti duziny jablk a hustota duziny jabik. Pruzné vlastnosti jabik su
charakterizované modulmi pruznosti v tahu. Meranim pruznych vlastnosti jabik sa zaoberali ABBOT et al.
(1968, 1995) a MOHSENIN (1970). Meranim pevnostnych vlastnosti jabik sa zaoberali prace (ABBOT et
al.,, 1995; DUNCA, SVEC, 2005; DUNCA 2006). Stadium fyzikdlno-mechanickych vlastnosti jablk ma
vyznam najmé pri zbere, doprave a pri uskladneni z hladiska mozného poskodenia (HRICOVSKY et al.,
1990). Stadium fyzikalno-mechanickych vlastnosti ovocia (u nas najmi jablk) ma doélezity vyznam aj
z hladiska raciondlnej vyzivy obyvatelstva (HRICOVSKY et al., 1990; HRICOVSKY et al., 2003).

Material a metody

Meranie fyzikalno-mechanickych vlastnosti jablk sa uskuto¢nilo v laboratérnych podmienkach.
Pevnostné vlastnosti su charakterizované silou potrebnou na destrukciu (posSkodenie) Supky jablka. Zist'ovali
sme ju jednoduchym pristrojom, ktory sme zhotovili na tento u¢el (DUNCA, SVEC, 2005). Biologicky
material, t. j. vzorky jabik sme ziskali z Katedry ovocinarstva FZKI v Nitre. Dalej sme merali rezonanéné
frekvencie valéekovych vyrezov jablk, potrebné k vypoétu modulu pruznosti. Valéekové vyrezy jablk mali
konstantné dizky 4 cm a priemer 0,7 cm. Modul pruznosti E sa vypo¢ita pri dynamickej rezonanénej metode
pozdiznych kmitov vzorky jablka podla vzorca (PLANDER, TOMAS, 1964; MARTINCEK, 1962).

2 412 2
E= C‘“# , (1)
n

kde
E = modul pruznosti (Pa),
c; = konstanta zavisla od rozmerov a tvaru vzorky,
1= dizka vzorky (m),
f =rezonancna frekvencia (Hz),
p = hustota duziny (kg.m™),
n=1,2,..

Vysledky a diskusia

Na ilustraciu uvadzame vysledky merani jablk odrody Reneta (tab. 1). V tabulke si uvedené namerané
hmotnosti a sila potrebna na destrukciu (poskodenie) jablka odrody Reneta a tie objemy jabik. Znakom F, —
F,4 st oznadené sily potrebné na destrukciu jablka. Znakom XF (N ) je oznacena priemerna sila na destrukciu
jablka. Vypocitana smerodajnd odchylka sily Sy = 9,81 N a vypocitany variaény koeficient vg = 9,65 %.
Vypocitand smerodajna odchylka hmotnosti S,, = 17,34 g a vypocitany variacny koeficient v,, = 17,71 %.
Tesnost’ vizby medzi hmotnostami jabik a silami potrebnymi na destrukciu (poskodenie) sme vyjadrili
korelaénym koeficientom. Vypo¢itany korelaény koeficient medzi hmotnostami jabik a silami potrebnymi na
poskodenie jabik je r = 0,23. Vypotitany korelaény koeficient medzi objemami a silami jablk je r = 0,22.
Malé ciselné hodnoty korelacnych koeficientov svedCia o zlozitejSej zavislosti medzi fyzikalno-
mechanickymi vlastnostami. V tabulke 2 na ilustraciu uvadzame namerané hmotnosti a rezonancné
frekvencie valekovych vyrezov duziny jablka odrody Spartan. Hustotu duziny jablka val¢ekového vyrezu
odrody Spartan sme vypocitali podl'a vzorca:

_o_2m @
oV T zd
4.1326g

= =0,862g.cm™
r 3,14.0,7cm?.4cm 9

p =862kg.m™
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Duzina jablka odrody Spartan sa vyznacuje nehomogenitou pruznych vlastnosti charakterizovanych
rezonan¢nymi frekvenciami (tab. 2).

Priemernti hodnotu modulu pruznosti valéekového vyrezu duziny jablka odrody Spartan sme vypocitali
podl'a vzorca (1)

E_ cl4l’f?p
===
£ 1,5°.4.0,04°m*.659%s7>.862kg.m ™

4

E =1,35.10°Pa

Zaver

V préci st uvedené namerané hmotnosti a vypoéitané sily potrebné na destrukciu jabik odrody Reneta.
Dalej namerané rezonancné frekvencie valéekovych vyrezov duziny jablka odrody Spartan a vypocitany
modul pruznosti. Dosiahnuté vysledky sa vyuziji vo vyucovani a v d’alSom vyskume jablk.
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Tabul’ka 1: Hmotnost’ a sila potrebna na deStrukciu (poSkodenie) jablka odrody (Reneta)

n m V] Vz \% Fl F2 F3 F4 F
(2 @) | @) @) | ™ | ®» | ®» | ™ ™)
1. 116,8 1800 1940 140 90 96 96 85 91,7
2. 106,4 1800 1938 138 85 82 92 102 90,2
3. 94,8 1800 1920 120 110 120 130 130 122,5
4. 127,8 1800 1960 160 100 95 100 100 98,7
5. 135,5 1800 1960 160 115 115 115 115 115,0
6. 112,6 1800 1940 140 95 110 110 90 101,2
7. 94,3 1860 1980 120 115 115 102 98 107,5
8. 119,1 1860 2000 140 115 130 130 130 126,2
9. 71,2 1860 1940 80 102 95 98 92 96,7
10. 93,9 1860 1980 120 100 100 102 100 100,5
11. 84,6 1860 1960 100 100 92 90 100 95,5
12. 82,2 1860 1958 98 100 110 100 110 105,0
13. 89,2 1860 1960 100 100 110 100 90 100,0
14. 96,2 1860 1980 120 90 100 90 90 92,5
15. 105,1 1860 1980 120 98 80 85 90 88,2
16. 100,2 1860 1980 120 100 110 105 100 103,7
17. 73,4 1860 1940 80 100 110 100 95 101,2
18. 81,6 1860 1946 86 100 100 110 110 105,0
19. 77,2 1860 1940 80 85 100 92 90 91,7
20. 96,2 1860 1970 110 102 100 110 90 100,5
) 1958,3 2332 2033,5
X 97,91 116,6 101,7

Tabul’ka 2: Namerané hmotnosti a rezonan¢né frekvencie val¢ekovych vyrezov duziny jablka odrody
Spartan

Vzorka Hmotnost’ m (g) Rezonanc¢na frekvencia f (Hz)
1 1,299 653
2 1,354 676
3 1,323 617
4 1,350 661
5 1,267 621
6 1,362 728
)3 7,955 3956
X 1,326 659
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FYZIKALNO-MECHANICKE VLASTNOSTI STEBIEL OBILNIN
PHYSICAL-MECHANICAL PROPERTIES OF STEMS OF CEREALS

Juraj DUNCA — Alena DUNCOVA — Ondrej SVEC

In this work are introduced measured physical-mechanical properties stems of cereals: length of plant, external diameter
internodie of stems, thickness of wall, resonant frequency and calculated modulus elasticity of the stems.
Key words: cereal, stem, resonant frequency

Uvod

Pri rieSeni otdzok odolnosti proti polichaniu maju délezita tlohu aj fyzikalno-mechanické vlastnosti
stebiel obilnin (DUNCA, 2003; DUNCA, 2006). Medzi vyznamné mechanické vlastnosti stebiel obilnin
patria: dizka rastliny, diZka stebla, hrubka stebla, hribka steny stebla, dizka klasu a hustota stebla. Medzi
fyzikalne vlastnosti patria: rezonanéna frekvencia, modul pruznosti, koeficient pevnosti a d’alsie. Pri¢iny
poliehania obilnin rozobera praca (PRUCKOVOVA, UCHANOVOVA, 1976).

Material a metédy

Vzorky stebiel psenice odrody Krapetz sme dostali z VURV Pieitany. Merania sme uskutoénili
v laboratérnych podmienkach. Merali sme vonkajsie priemery internodii stebiel pSenice pod klasom, hrabky
steny internodii, dizky rastliny penice odrody Krapetz a hustotu stebla. Koeficienty pevnosti stebiel sme
vypocitali podla vzorca (DUNCA, 2005; 2006). Rezonancnou dynamickou metdédou sme urcovali
rezonancné frekvencie 1. internddii stebiel pSenice odrody Krapetz. Na zdklade nameranych veli¢in sme

podl'a vzorca (1) vypocitali priemerntt hodnotu modulu pruznosti ako pruznu charakteristiku stebiel pSenice
(DUNCA, 2006).

earltEp

E-= , 1
HdZ +d?) M
kde

1 — dizka vzorky (m),

f — rezonanc¢na frekvencia (Hz),

p — hustota (kg.m™),

d; — vnitorny priemer vzorky stebla (m),
d, — vonkajsi priemer vzorky stebla (m),
A — parameter.

Vysledky a diskusia
V tabulke 1 na ilustraciu uvadzame v laboratornych podmienkach namerané hodnoty rezonan¢nych
frekvencii, vonkajsie priemery a vnitorné priemery internddii stebiel p3enice odrody Krapetz. Dalej
namerané dizky rastliny potrebné k vypoétu koeficienta pevnosti stebla a vypoéitané koeficienty pevnosti
v ohybe oznacéené k;. V poslednom riadku tabul’ky st uvedené priemerné hodnoty nameranych veli¢in.
Priemerntt hodnotu modulu pruznosti sme vypocitali podl'a vzorca (1). Do vzorca (1) sme dosadili
aritmetické priemery nameranych hodnét veli¢in:
f=244,6 Hz; d, = 3,97 mm; d; = 3,18 mm; 1 = 20 cm; p =420 kg.m’S; A=471.

_ 64.9.877.0,2*'m".244,6* s .420kg.m "’
4,712(3,97°m* +3,18°m? 10"

E =1,99.10° Pa

Domace a zahrani¢né skusenosti ukazuji, e odolnost proti poliehaniu zavisi od dizky stebla rastliny
(PRUCKOVOVA et al, 1976). Dalej zavisi od plochy v prienom reze a od pruznych vlastnosti vyjadrenych
modulom pruznosti a rezonanénymi frekvenciami.

Zaver

Fyzikalno-mechanické vlastnosti maju doleziti ulohu pri rieSeni otazok odolnosti obilnin proti
poliehaniu. V praci s uvedené namerané fyzikalno-mechanické veli€iny charakterizujice vlastnosti stebiel
pSenice. Dalej je uvedeny vzorec na vypocet modulu pruznosti.
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Tabulka 1: Vlastnosti stebiel pSenice odrody Krapetz

n f [Hz] d, [mm)] d; [mm] 1, [mm] k,

1 244.0 4,73 3,53 1030 4,2393-04
2 2434 4,43 3,41 1030 3,4034-04
3 2442 4,58 32 990 5,1798-04
4 2424 3,94 2,94 825 5,6514-04
5 244.6 3,81 3,07 960 2,7026-04
6 243.0 4,35 3,31 980 3,9234-04
7 246,0 3,92 3,14 940 3,1496-04
8 243,0 4,31 3,47 855 4,8466-04
9 243.8 3,79 2,99 1010 2,4563-04
10 242 4 3,74 2,86 985 2,8031-04
11 248.5 3,62 2,72 1110 2,0224-04
12 248.5 4,64 3,82 1070 2,7450-04
13 - 4,83 3,41 740 -

14 243,6 4,17 3,11 900 4,9309-04
15 2474 3,76 2,66 950 3,9575-04
16 2444 4,16 3,06 900 5,1082-04
17 2433 4,34 3,32 1020 3,4212-04
18 243.7 5,1 3,68 795 11,5680-04
19 245,7 3,87 3,17 1050 2,0173-04
20 - 4,01 2,79 870 -

S 4401,9 79,28 63,66 19010,0 71,126
X 244.6 3,97 3,18 950,5 4,1181-04
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POCETNOST AEROBNYCH BAKTERII A RESPIRACNY PROFIL
MIKROORGANIZMOYV V RIZOSFERE TRANSGENNEJ KUKURICE
THE ABUNDANCE OF AEROBIC BACTERIA AND RESPIRATION PROFILE
OF MICROORGANISMS IN THE RHIZOSPHERE OF TRANSGENIC MAIZE

Natalia FARAGOVA — Juraj FARAGO — Rastislav BUSO

The abundance of aerobic bacteria and the respiration profile of microorganisms in the rhizosphere of transgenic Bt
maize was analyzed using microbiologial (colony plating methods) and biochemical (Biolog®) means, respectively. Soil
samples were collected in the years 2006 and 2007 from rhizospheres of genetically modified maize hybrid DK440Bt,
non-modified maize hybrid DK440 and from the free plantless area at the Research station of RIPP Piestany at Borovce.
No statistically significant differences (ANOVA, p < 0.001) in abundance of aerobic bacteria were detected in the
rhizospheres of both maize hybrids using plating methods. Statistically significant differences in numbers of colonies on
agar plates were observed only between the different cultivation groups of microorganisms in accordance with the
natural genetic diversity between them. The highest average respiration of C-sources was detected using the Biolog®
assay in the microbial community isolated from the rhizosphere non-transgenic maize, which was by 7 and 57% higher
than that from samples from plantless area and from the rhizosphere of non-transgenic maize. In general, higher
respiration activity was detected with Gram-negative bacteria (GN), even that in the transgenic hybrids DK440 of maize,
higher metabolic activity was observed with Gram-positive bacteria (GP). The highest number of utilized substrates was
observed with the bacteriocenosis isolated from the rhizosphere of transgenic Bt maize. The functional density of GN
bacteria was by 292% higher in comparison with the density of GP bacteria. In all the three types of soil samples, higher
number of utilized substrates was observed with GN bacteria. Statistically significant differences were observed only
between the GP and GN bacteria in the average numbers of utilized substrates.

Key words: aerobic bacteria, genetically modified organisms, Ostrinia nubilalis, rhizosphere, Zea mays

Uvod

Vijacka kukuri¢na (Ostrinia nubilalis) je jednym z najvyznamnejSich Skodcov kukurice v Eurdpe. Nérast jej
vyskytu je spdsobeny globalnym oteplovanim, narastom pestovatel'skych ploch kukurice na zrno, ¢i delenym
zberom. NajucinnejSou formou ochrany v sucasnosti je pestovanie geneticky modifikovanej Bt-kukurice. Tato
insekt-rezistentna kukurica sa chrani proti vijacke kukuri¢nej produkciou proteinu CryA (b), ktory sa prirodzene
vyskytuje v pddnej baktérii Bacillus thurigiensis. Bt-protein je zazivacom trakte Skodcu aktivovany na toxin, po
jeho ucinku larvy vijacky hynt zhruba do 72 hodin. Toxin nie je jedovaty pre necielové organizmy a je uplne
neskodny pre stavovce a cloveka.

Introdukciou transgénnych rastlin do pol'nohospodarskych ekosystémov vystupujii otazky ekologickych
dosledkov tychto rastlin na netransgénne organizmy, vratane pddnych mikroorganizmov.

Material a metédy

Vzorky za ucelom mikrobiologickych analyz boli odobrané z rizosféry geneticky modifikovanych hybridov
kukurice na zrno DK440Bt, z nemodifikovanych hybridov kukurice na zrno DK440 a z vol'nej plochy bez porastu
v rokoch 2006 a 2007 na pozemkoch Vyskumnej stanice Borovce. Vzorky sa odoberali v Case mlie¢no-voskove;j
zrelosti z okolia korefiov (od hibky 0,02 m od vrchnej ¢asti) a pripravovali podla SCHINNER a kol. (1996).
Mikrobiologické analyzy: pritomnost’ Azotobactera na Ashbyho agare agregatovou metédou vyjadrenim fertilnych
zrnieCok z celkového poctu v %, pocetnost’ celulolytickych baktérii vyuZitim filtracného papiera ako zdroja uhlika
v zivnom médiu, vyjadrenim poctu kolonietvoriacich jednotiek (KTJ) v prepoéte na 1 g suchej pddy, pocetnost’
amonizacnych baktérii, nativnych rizobidlnych baktériia a aktinomicét vyjadrené v KTJ/ 1g suchej pody
a mnozstvo bakterialnych spor po pasterizacii vzorky v KTJ/ 1 g suchej pddy. Biochemické analyzy (identifikacné
kity Biolog®): priemernd metabolickd aktivita mikrobidlnych spolocenstiev (AMR) afunkénd hustota
spolocenstiev (CMD).

Vysledky boli podrobené analyze variancie (ANOVA, p < 0,001), spracované Statistickym programom
Statgraphics Ver. 5,0.

Vysledky

V rizosfére oboch hybridov kukurice neboli zistené Statisticky vyznamné rozdiely (ANOVA, p < 0,001)
v poéetnosti aerdbnych baktérii. Statisticky vyznamné rozdiely v poéte kolonii boli zistené len medzi jednotlivymi
kultivaénymi skupinami pddnych mikroorganizmov, ¢o je prirodzené zhladiska ich genetickej diverzity.
NajvysSou pocetnostou sa vyznaCovala skupina amonizaénych baktérii anajnizSou pocetnostou zasa
aktinomycéty, ato v oboch rokoch odberu. Co sa tyka porovnania jednotlivich rizosfér najvyssie zastupenie
aerobnych amonizacnych baktérii bolo pozorované pri netransgénnych hybridoch o5 % v porovnani
s transgénnym Bt-hybridom a o 7 % v porovnani s rizosférnou vzorkou odobratej z vol'nej plochy bez porastu. Ak
porovname oba roky odberu zistime, Ze v roku 2007 bola pocetnost’ amonizac¢nych baktérii vyssia nez v roku 2006
(pri transgénnych a netransgénnych hybridoch o 10 % a vo vzorkach z volnej plochy bez porastu az o 19 %).
Celulolytické baktérie boli najpocetnejsie v rizosfére Bt-hybridov kukurice (o 14 % vyssia pocetnost’ v porovnani
s nemodifikovanymi hybridmi kukurice). Podobne aj najviac bakteridlnych spor bolo izolovanych z rizosféry
geneticky modifikovaného hybridu kukurice, ato az o 104 % viac nez z okolia nemodifikovanych hybridov.
Indigénne rizobidlne kmene v rizosfére netransgénnych hybridov vytvorili najviac KTJ, ato o018 % viac
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v porovnani s celkovym priemerom vsetkych troch pddnych vzoriek rizosfér. Ak porovname oba roky odberu,
pokles rizobialnych koloénii vroku 2007 bol detekovany iba pri transgénnych Bt-hybridoch kukurice.
Aktinomycéty mali najvysSie zastipenie v podnych vzorkach odobratych zvolnej plochy bez porastu,
v rizosférach oboch typov hybridov kukurice bolo ich zastipenie pomerne rovnaké. V porovnani s rokom 2006 bol
zaznamenany vyrazny pokles pri vSetkych troch vzorkach (v priemere az o 53 %). Asymbioticky Azotobacter bol
najviac pozorovany vo vzorkach pochadzajucich z vol'nej plochy v oboch rokoch pozorovania. Vyssia pocetnost’
Azotobactera az 60 % fertilnych zrnie€ok z celkového poctu bola pozorovana v rizosfére netransgénnych hybridov
v porovnani s Bt-hybridmi kukurice.

NajvysSou priemernou respirdciou C-zdrojov sa vyznacovala mikrobidlna komunita izolovand z rizosféry
geneticky nemodifikovanej kukurice, ktord bola 0 7 az 57 % vysSia v porovnani s pddnymi vzorkami z volnej
plochy bez porastu a zrizosféry netransgénnej kukurice. Vo vSeobecnosti bola detekovand vysSia respiracna
aktivita u gramnegativnych baktérii, hoci pri transgénnych hybridoch kukurice DK440 sa vysSou metabolickou
aktivitou vyznaCovali grampozitivne baktérie. NajvyS$§im poctom utilizovanych substritov sa vyznacovala
baktériocendza izolovana z rizosféry transgénnej Bt-kukurice. Funkéna hustota gramnegativnych baktérii (GN)
bola 0 292 % vysSia v porovnani s hustotou grampozitivnych baktérii (GP). Vyssi pocet utilizovanych substratov
GN baktérii bol detekovany pri vietkych troch pddnych vzorkach. Statisticky vyznamné rozdiely boli zistené len
pri pocte utilizovanych substratov medzi GP a GN baktériami.

Diskusia

Transgénne rastliny moézu ovplyviiovat’ podne mikroorganizmy réznymi spésobmi, ktoré zahfiaju priame
a nepriame efekty (DUNFIELD, GERMIDA, 2004). Priame efekty s najCastejSie spojené s introdukciou takych
génov do rastlinného gendmu, ktoré vyvolavaji rezistenciu k skodcom alebo patogénom, napr. génov pre Bt-toxin
(DONEGAN akol., 1995; SAXENA, STOTZKY, 2001; WU akol., 2004), lektiny (DONEGAN a kol., 1997),
antimikrobialne bielkoviny (VIERHEILIG akol., 1993; AHRENHOLZ akol., 2000) alebo herbicidy
(SICILIANO, GERMIDA, 1999; DUNFIELD, GERMIDA, 2001). Priame efekty vyvolavaju vécsie obavy, pretoze
introdukciahoreuvedenych typov transgénov do genémov hostitel'skych rastlin moze vyvolat’ tvorbu chemickych
zluCenin, ktoré budu potencialne toxické pre necielové pddne organizmy, vratane mykoriznych hib a pddnej
mikrofauny. Nepriame efekty sposobené zmenami koreniovych exudatov mézu byt dosledkom expresie transgénov
v geneticky modifikovanych rastlinach, ich u¢inky je vSak ovela t'azSie odhadnut, pretoze na zlozenie korenovych
exudatov moze vplyvat’ velké mnozstvo roznych faktorov (TESFAYE a kol., 2001). Okrem toho mnohi autori
referuj o tom, ze mikrobialne spoloCenstva pody su velmi plastické v zlozeni a Struktire v zavislosti ré6znych
koreniovych z6n, agrotechnickych praktik a inych environmentalnych faktorov (BUCKLEY, SCHMIDT, 2003).
Taktiez napr. FANG a kol. (2005) zistili, ze bakterialne spolocenstva v rizosfére kukurice st viac ovplyvnené
textlirou pody nez kultivaciou transgénnych odrdd. NavySe, v mnohych pripadoch rozdiely medzi rizosférnymi
mikrobidlnymi spoloCenstvami spojenymi s transgénnymi rastlinami a parentalnymi netransgénnymi rastlinami sa
ukazali byt’ doc¢asné a z4avislé na pritomnosti zivych rastlin (DUNFIELD, GERMIDA, 2003).

Zaver

Hoci sa rizosféra transgénnych hybridov Bt-kukurice vyznacovala vysSou pocetnost'ou celulolytickych baktérii,
bakterialnych spor a niz§ou pocetnostou amoniza¢nych baktérii, indigénnych rizdobii, aktinomycét a Azotobactera
v porovnani s rizosférou netransgénnych hybridov kukurice, neboli medzi nimi zaznamenané Statisticky preukazné
rozdiely. Statisticky vyznamné rozdiely boli zistené len pri poéte utilizovanych substratov medzi GP a GN
baktériami.
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INTERAKCIE HRCKOTVORNYCH BAKTERII S KORENMI GENETICKY
MODIFIKOVANYCH RASTLIN LUCERNY
INTERACTION OF NODULE-FORMING BACTERIA WITH ROOTS
GENETICALLY MODIFIED PLANTS OF LUCERNE

Natélia FARAGOVA — Juraj FARAGO

The aim of our study was to evaluate the nodulation ability and the effect of inoculating by nitrogenic bacteria of three
types of transgenic alfalfa (Medicago sativa L.) plants grown in conditions of low soil pH. Transgenic lines, containing
the genes Ov from Japanese quail (Coturnix coturnix) coding for ovalbumine, AMVcp from Alfalfa Mosaic Virus (AMV),
coding for a coat protein, and the marker genes uidA, coding for p-glucuronidase, and nptll, coding for
neomycinphosphotransferase Il, respectively, were inoculated by 7 native strains of Sinorhizobium meliloti. These strains
showed high tolerance to low pH in an in vitro assay system. Plants were grown in a climatic chamber in plastic pots
containing either acidic soil (pH = 4.0) supplemented with P, K, Mg, or neutral soil (pH = 7.0), respectively. The highest
total dry weight (DW) of green matter in low pH soil was obtained in transgenic line GTL4/402-2 (containing the AMVcp
gene). Inoculation with No-fixing bacteria increased the DW of green matter from 40% (neutral soil) to 87% (acidic soil).
The highest agronomic efficiency, defined as the ratio of difference between the total aboveground biomass DW in
inoculated and non-inoculated variant to non-inoculated control, was observed in S. meliloti strains 7T4 and 4T8. The
highest number of nodules was observed in transgenic clones containing the AMVcp gene, i.e. 85% more than in clones
with Ov gene, and 77% more than in marker genes only containing clones of alfalfa. The humber of nodules in non-
transgenic lines was 8% higher in comparison with Ov-gene containing lines and 3% higher then clones containg the
marker genes. Contrary, transgenic alfalfa lines containing the AMVcp gene had in average 71% higher number of
nodules than the isogenic non-transgenic line. The highest activity of nodules was also recorded in alfalfa lines with the
introduced gene for AMV coat protein, i.e. 70-81% active nodules of the total number of nodules. Inoculation with strain
4T5 increased the N-content in aboveground biomass (stems plus leaves) by 12% in comparison with non-inoculated
control. The highest N,-fixation efficiency (11.5%), defined as the ratio of increase in the total N content in aboveground
biomass of inoculated variant to total N content in non-inoculated variant, was found in strain 4T5. In conclusion, our
results showed a transgene-dependent (positive) interaction of rhizospheric nitrogenic microorganisms with roots of
transgenic alfalfa plants.

Key words: acid tolerance, alfalfa, GMO, nodulation, Sinorhizobium

Uvod

Lucerna moze produktivne rast’ aj na podach s nizkymi hodnotami pH ak ma poskytnuty zdroj dusika, ¢o
moze byt zabezpefené introdukciou kmenov S. meliloti, ktoré maju zlepSenu kapacitu na kolonizaciu
v kyslych pddach (HOWIESON a kol., 2000). Tolerancia S. meliloti ku kyslému prostrediu v kultiva¢nom
médiu avpodde sa povazuje za uzitocné kritérium pre selekciu kmenov so zvySenym prezivanim
v pol'nohospodarsky kyslych podach (Del PAPA a kol., 2003).

Cielmi programov zameranych na vyskum symbiotickej fixacie dusika vo svete si najmid zvySenie
konkurenénej schopnosti rizébii v inokulantoch oproti rizobiam pritomnym v pdde, redukcia inhibi¢ného
vplyvu dusika, identifikacia faktorov spdsobujicich nizku u¢innost fixacie vzdusného dusika pri
leguminézach, vyvoj takych kombinacii rastlinnd odroda — rizobidlny kmen, ktoré st odolné
k environmentalnym stresom negativne ovplyviiujucich nodulaéni schopnost’ a fixaciu N, (napr. kyslé pody,
vysoké teploty a pritomnost’ toxickych prvkov), identifikacii génov zucastitujucich sa na interakcii medzi
hostitel'skou rastlinou a nitrogénnym kmeniom a alokacii metabolitov vznikajucich vo vézbe na biologicka
fixaciu dusika (BORDELEAU, PREVOST, 1994; SLATTERY a kol., 2001).

Material a metody

Do experimentov na hodnotenie nodulacnej schopnosti a vplyvu inokulacie nitrogénnymi baktériami na
rastlinny genotyp v podmienkach nizkeho pH v pdde boli pouzité tri typy geneticky modifikovanych klonov
lucerny siatej: 1. s vnesenym génom Ov z prepelice japonskej (Coturnix coturnix) kodujicim bielkovinu
ovalbumin (MUCHA akol., 1991): GTL1/105-3 a GTL1/111-1, 2. s vnesenym génom pre plastovia
bielkovinu virusu mozaiky lucerny AMVsp-s (KUDELA a GALLO, 1995): AS5-3-3, GTL4/402-2
a GTL4/404-1 a 3. s vnesenymi markerovymi génmi (npt Il agus): GTL5/401-1 a GTL5/409-1. Ako
kontrola bola do pokusu zahrnuté aj parentdlna nemodifikovana linia SE/22-GT2. Ako pestovatel'sky substrat
sme pouzili: 1. kysli pédu dovezenu z katastra obce Pribilina (pH = 4) s pridavkom zivin P, K, Mg podla
BURDONA a kol. (1999) a 2. neutralnu podu zo zahrady VURV Piestany (pH = 7). Klony boli inokulované
vyselektovanymi kmetimi druhu S. meliloti 4T5, 7T4, 7T11 a 4T8, vyznacujicimi sa vysokou toleranciou
vo¢i nizkemu pH vin vitro testovacom systéme ajednym S$tandardnym kmetiom D113, pricom do
experimentu bol zahrnuty aj variant inokulovany sterilnym fyziologickym roztokom. Rastliny lucerny boli
pestované v klimatizovanej kultivac¢nej miestnosti pri relativnej vzdusnej vlhkosti 75 %, fotoperiodel6 h,
teplote 23 °C v plastovych nadobach, usporiadané v randomizovanych blokoch.
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Vysledky

Variabilita absolltnej suchej hmotnosti nadzemnej hmoty (d’alej len hmotnost” NH) bola Statisticky
vyznamne podmienena rastlinnym genotypom, inokulaciou a poddnym substratom (ANOVA, p< 0,001). Vo
vSeobecnosti sa najvysSou priemernou hodnotou hmotnosti suchej NH znaku vyznacovali geneticky
modifikované klony lucerny s vnesenym AMV sp-s génom, ato o8 % vySSou hmotnostou v porovnani
s klonmi s vnesenym OV génom a az o 22 % v porovnani s liniami obsahujucimi markerové gény v neutralne;j
pode. Inokulécia selektovanymi nitrogénnymi kmefnimi zvySila hmotnost NH o0 40 (neutrdlna poda) az 87
(kysla poda) %. Maximalnou agronomickou vykonnostou (42 %), vyjadrenou pomerom rozdielov absolttnej
susiny NH inokulovanej a neinokulovanej varianty ku neinokulovanej kontrole, sa vyznacovali kmene 7T4
a4T8 (graf 1). Najvy$Sou hmotnostou korefia sa vyznacovali klony GTL1/105-3 v neutrdlnej pode
a GTL4/402-2 v kyslej pode. Inokulacia kmenimi S. meliloti zvysila hmotnost’ korefiov 0 25 % v porovnani
s neinokulovanou variantou. Pocet hréiek na korenoch bol Statisticky vyznamne ovplyvneny rastlinnym
genotypom aj inokulaénym kmenom (ANOVA, p< 0,05). Najviac nasadenych hréiek bolo pozorovanych na
koretioch klonu GTL4/402-2. Inokulacia kmefimi S. meliloti zvysila pocet hréiek o 184 (kmeni D113) az 331
(kmen 7T11) %. Najvyssim poctom hréiek sa vyznaCovali opét’ klony s AMV sp-s génom, ktorych nodulécia
presahovala klony s Ov génom o 85 % a klony s markerovymi génmi o 77 %. Najvyssou aktivitou hrciek
z celkového poctu sa takisto vyznacovali klony s vnesenym génom pre plastovi bielkovinu virusu mozaiky
lucerny, na ktorych bolo od 70 do 81 % aktivnych hréiek z celkového poctu. Pri vSetkych hrckach bez
ohl'adu na rozny typ genetickej modifikacie, pouziti inokulacnt suspenziu alebo pestovatel'sky substrat
prevladal gulovity tvar. Najvy$sim obsahom N-latok sa vyznacoval klon GTL/111-1 a rastliny inokulované
selektovanym kmetiom 4T5. Inokuldcia kmenom 4T5 zvysila celkovy obsah N-latok v nadzemnej hmote
lucerny o012 % v porovnani s neinokulovanou kontrolou. NajvysSiu priemerna hodnotu celkovych
dusikatych latok dosahovali geneticky modifikované klony lucerny s vnesenym Ov génom a markerovymi
génmi v neutralnej i v kyslej pdde. Maximalnu N,-fixacna t€innost’ (11,48 %), pocitanu ako pomer zvySenia
celkového obsahu N v nadzemnej biomase inokulovanej varianty k celkovému obsahu kontrolnej
neinokulovanej varianty, vykazoval kmen 4TS5 (graf 1).
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Graf 1: Porovnanie fixac¢nej ucinnosti dusika (NFU) a agronomickej vykonnosti (AV) pri vybranych
kmeioch Sinorhizobium meliloti

Diskusia

Zvysenie produktivity polnohospodarskych plodin v podmienkach zvyseného environmentalneho stresu
je mozné pomocou $lachtenia rastlin odolnejsich k abiotickému stresu. Uspesnost’ tradiéného §l'achtenia je
vSak Casto limitovana v dosledku toho, Ze a) tolerancia k roznym formam abiotického stresu je zvycajne
kontrolovana viacerymi génmi (t.j. polygénne) aich simultanna selekcia je obtiazna (FLOWERS a kol.,
2000), b) je potrebné velké uUsilie na eliminaciu neziaducich génov, ktoré sa tiez inkorporuju pocas
§Pachtenia (RICHARDS, 1996) ac) je nedostatok efektivnych selekénych postupov na vyber rastlin
tolerantnych k abiotickym stresom, zvlast’ v pol'nych podmienkach (RIBAUT a kol., 1997).

Geneticko-inzinierske postupy ponukaju alternativne pristupy pre tvorbu a studium rastlin tolerantnych
k abiotickym stresom. VSeobecne sa udava, ze na rozdiel od klasického Sl'achtenia su geneticko-inzinierske
postupy rychlejSie a presnejsie, pretoZze obchddzaji transfer neZelanych chromozémovych oblasti
(CUSHMAN, BOHNERT, 2000). Jednou z aloh pre naplnenie tychto poziadaviek je aj determindcia ¢i
geneticky modifikované a izogénne nemodifikované rastliny maju jedineéné bakterialne populécie rizosféry
spojené s nimi a zistit’ potencial u€inku genotypu transgénnych rastlin na homeostazu pédneho ekosystému
(O'CALLAGHAN, GLARE, 2001; GERMIDA, 2004).

Zaver
Co sa tyka porovnania vsetkych troch geneticky modifikovanych klonov lucerny a izogénnej
nemodifikovanej linie SE22/GT2, vo vsetkych znakoch dosahovala nemodifikovana linia nizSie priemerné
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hodnoty sledovanych znakov az na pocet hr¢iek. Pocet hr¢iek bol pri nemodifikovanych liniach vyssi o 8 %
v porovnani s klonmi obsahujiicich Ov gén a o 3 % vyssi oproti klonom nesucim markerové gény. Naopak,
modifikované klony lucerny s AMV sp-s génom mali v porovnani s izogénnou nemodifikovanou liniou vyssi
pocet hréiek az o 71 %.

V experimente boli vyselektované genotypy GTL4/402-2 a GTL4/404-1, ktoré oba nesi AMV sp-s gény
a st charakterizované dobrou nodula¢nou schopnostou v neutralnej i v kyslej pode. Ako vysokotéinny kmen
s dobrou toleranciou voéi nizkemu pH jednak v in vitro testovacom systéme a jednak priamo v kyslom
podnom substrate bol identifikovany kmen 4T8.
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ADVENTIVNA REGENERACIA VYHONKOV Z INTERNODALNYCH
EXPLANTATOV CHMELU OBYCAJNEHO (HUMULUS LUPULUS L. V IN VITRO
KULTURE
ADVENTIVE SHOOT REGENERATION FROM INTERNODA EXPLANTS OF
HOP (HUMULUS LUPULUS L.) IN IN VITRO CULTURE

Juraj FARAGO'? — Cubomira GASPARKOVA? — Natalia FARAGOVA'

We studied the callogenic and organogenic competence of hop (Humulus lupulus L.) internodal and leaf-blade explants
cultured either in continuous dark or in a 16 h photoperiod on two types of culture media (MSWS + 2 mg.I™" BAP + 2
mg.I" 2,4-D, or MSWS + 2 mg.I"* BAP + 2 mg.I"" NAA, respectively). The results showed, that both the explants readily
produced calli around the wound sites (89-100%), while organogenesis occured in lower frequency. Root formation was
dependent on the culture conditions and on the auxin present in the culture medium, reaching the maximum of 87% from
leaf segments cultured on medium with BAP+NAA in photoperiod. Adventitious shoot formation was dependent mainly
on the explant type, giving the highest frequency of shoot regeneration of 62% from internode-derived explants cultured
on medium supplemented with BAP+NAA in conditions of photoperiod.

Key words: hop, culture medium, explant type, culture conditions, callogenesis, organogenesis, multiple shoot formation

Uvod

Chmel oby¢ajny (Humulus lupulus L.) je popinava rastlina patriaca do ¢el’ade konopovitych, Cannabaceae. Po starocia sa
pestoval pre jeho vyznam v pivovamickom priemysle. Chemické komponenty lupulinovych zliazok, nachadzajicich sa v
Sisticiach chmel'u, najmé Zivice (o a B-horké kyseliny) a esencialne oleje (humulén, myrcén, farezén a karyofylén), totiz
dodavaju pivu typicka horkost’ a véitu (SASIN, 1996; De KEUKELEIRE, 2000). Dlhsie boli zname lie¢ivé u&inky lupulinu
(napr. KRESANEK a KREJCA, 1982). V poslednych rokoch sa viak objavuji prace, ktoré stavaji chmel’ do tiplne iného uhlu
pohladu, nez je tradicné pouzitie v pivovamickom priemysle (STEVENS akol, 1998; MILLIGAN akol, 2002;
POSSEMIERS akol., 2006 aini). V laboratoriach rdéznych pracovisk boli pri réznych chemickych komponentoch
chmel'u, najmi tych obsiahnutych v lupulinovych zliazkach, zistené rdzne biologické ucinky a aktivity, napr.
protivirusové aktivity, antimikrobidlne ucinky, antioxida¢né Ucinky, estrogénne UCinky a antiproliferativne
a antikancerogénne uginky (FARAGO a kol., 2004).

Napriek svojmu vyznamu, nie je vela prac, ktoré sa zaoberaju in vitro kultirou chmel'u. In vitro kultivacia
explantatov bola pouzita na ziskavanie bezvirusovych rastlin meristémovou kultarou (ADAMS a kol., 1975), na
mikropropagaciu najméd meriklonov (ROY akol., 2001) a bunkovil suspenznii kultiru pre biochemické $tudie
(TREVISAN akol., 1997). Aj vzhl'adom na obsah zdraviu prospesnych latok (najmi prenylovanych flavonoidov)
je v sucasnosti zvySeny zaujem o genetickll transformaciu chmel'u a zvysenie obsahu napr. xantohumolu metédami
metabolického inzinierstva (HORLEMANN a kol., 2003; E. SEIGNER, osobna komunikacia).

Predpokladom pre ziskanie transgénnych rastlin chmel'u je vSak vhodny, vysokoudinny in vitro regeneraény
systém. Regeneracia rastlin chmel'u v in vitro kultire prostrednictvom somatickej embryogenézy zatial nebola
opisana aprac tykajucich sa adventivnej regeneracie vyhonkov organogenézou je tiez velmi malo (napr.
RAKOUSKY a MATOUSEK, 1994; BATISTA a kol., 1996; GURRIARAN a kol., 1999).

Ciel'om nasej prace bolo otestovat’ organogénnu schopnost’ dvoch druhov explantatov chmel'u pestovanych v in
vitro kultare na dvoch druhoch Zivného média a v dvoch odlisnych kultivaénych podmienkach.

Material a metody

Vychodiskovym zdrojom explantatov pre experimenty boli v in vitro podmienkach uchovavané vyhonkové
kultary bezvirusového meristétmového chmelu oby¢ajného (H. lupulus L.) genotypu K-72/6/13. Z vyhonkov
pestovanych na Zivnom médiu MSW,A 6-10 tyZdilov boli odoberané dva druhy explantatov: stonkové
(internodalne) segmenty (StS) velkosti 742 mm a segmenty listovych &epeli (LS) velkosti 20-25 mm®. Explantaty
boli nasddzané na povrch zivnych médii MSWS (MURASHOGE a SKOOG, 1962; WETMORE a SOROKIN,
1955) doplnenych kombinaciou cytokininu 6-benzylaminopurin (BAP) aauxinom bud kyselinou 2.4-
dichlérfenoxyoctovou (2,4-D), alebo kyselinou a-naftyloctovou (NAA) v koncentracidch 2 mg.I"'. Explantaty boli
kultivované v Petriho miskach (PM) s & 10 cm (24 explantatov/PM) v dvoch roznych kultivaénych podmienkach,
a to bud’ v nepretrzitej tme pri teplote 27+1°C, alebo v podmienkach fotoperiédy 16 h svetlo/8 h tma pri teplotach
25°C (svetlo)/20°C (tma). Po 48 dnoch kultivacie explantatov boli vyhodnocované parametre tvorby kalusu
a organogenézy, vratane rastovych parametrov kultir. Okrem frekvencii vyskytu kalusu, koreilov a vyhonkov boli
stanovené: intenzita kalogenézy (Ix=(nex0+n;x1+n,x3+n;x5)/(ng+n;+n,+n3), priCom ny, n;, ny, nz st pocty
explantatov tvoriacich kalus na ziklade stupnice: ziadna=0, slaba=1, priemernd=3 a intenzivna=5) a intenzita
rizogenézy (Ix=(nox0+n;x1+n,x3+n3x5)/(ny+n;+ny+n;), pricom ng, ny, ny, N3 st pocty explantatov tvoriacich korene
na zéklade stupnice: Ziadna=0, slabd=1, priemerna=3 a intenzivna=>5).

Vysledky a diskusia

Na pouzitych Zivnych médidch organogenéze z kultivovanych explantatov predchddzala tvorba relativne
pomaly rasticeho bielo- a bielozlto sfarbeného kompaktného kalusu. Kalogenéza explantatov sa vyskytovala vo
vysokej frekvencii 89-100%. Adventivhou organogenézou sa cCastejSie tvorili korene (uz od druhého tyzdina
kultivacie explantatov) a menej ¢asto de novo vyhonky (od 3-4 tyzdia kultivacie explantatov). Na tvorbu korefiov
vplyvalo najmé zloZenie zivného média z hladiska pouzitého auxinu (Tab. 1). Zatial ¢o na médiu MSWS
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doplnenom cytokininom BAP v kombindcii s auxinom 2,4-D sa tvorili korene zriedka (0-7,5%), aj to iba pri
explantatoch kultivovanych v tme, na médiach s BAP+NAA bola rizogenéza ovela intenzivnejSia: 18-25%
v podmienkach fotosyntézy a 56-87% v tme. Adventivna regeneracia vyhonkov bola pozorovana najmi pri StS
pestovanych ako na médiu s BAP+2,4-D (v tme), tak aj na médiu s BAP+NAA (v podmienkach fotoperiody). Pri
LS bola pozorovand adventivna regeneracia vyhonkov v nizSej frekvencii na médiu MSWS s pridavkom
BAP+NAA a pestovanych v 16 h fotoperidde. Najvyssiu frekvenciu adventivnej regeneracie vyhonkov (62%) sme
pozorovali pri stonkovych segmentoch pestovanych na médiu s rastovymi reguldtormi BAP+NAA a pestovanych
v 16 h fotoperidde (Tab. 1). Uvedené vysledky st porovnatené s vysledkami Batistu a kol. (1996), ktori pri
vysoko-responzivnom 3panielskom genotype Braganga dosiahli na médiu s 2 mg.I" BAP + 0,025 mg.I" TAA de
novo regeneraciu vyhonkov z petiolarnych a stonkovych explantatov chmel'u vo frekvenciach 72%, resp. 59%.
Nizsiu frekvenciu regeneracie adventivnych vyhonkov (29-60%) dosiahli GURRIARAN a kol. (1999) pouzitim
Adamsovho média s pridavkom 1 mg.I" BAP a 0,1 mg.I" IBA.

Tabul’ka 1: Kalogenéza a organogenéza z dvoch druhov explantatov chmelu obycajného genotypu K-72/6/13
kultivovanych in vitro na dvoch druhoch Zivnych médii a v réznych kultivaénych podmienkach 48 dni po iniciacii
kultiry

Koncentracia rastovych Pocet Frekvencia | Frekvencia Frekvencia
. Kultivaéné | regulatorov v Zivnom médiu® , . . R adventivnej
Explantat odmienk (me.1™) hodnotenych | Kalogenézy | rizogenézy recencricic
P y v & % 9 explantatov (%) (%) & o
BAP 2,4-D NAA (%)
stonkové tma 2 2 0 66 98,5 1,5 4,5
segmenty' 2 0 2 59 100 55,9 0
fotoperidda 2 2 0 60 100 0 0
2 0 2 60 100 25,0 61,7
listové tma 2 2 0 67 100 7,5 0
segmenty” 2 0 2 60 100 86,7 0
fotoperioda 2 2 0 54 88,9 0 0
2 0 2 60 100 18,3 11,7

Legenda: ' internodélne segmenty dlhé 7+2 mm kultivované horizontalne na povrchu Zivného média; 2 odrezky listovych éepeli velkosti
~ 25 mm’ kultivované abaxialnou stranou v kontakte so zivnym médiom; * moneralne zloZenie MS podl'a Murashige a Skoog (1962); *
6-benzylaminopurin; ° kyselina 2,4-dichlérfenoxyoctova; ¢ kyselina a-naftyloctova

Zaver

Bol vyvinuty in vitro regenerany systém umoziiujuci adventivnu regeneraciu vyhonkov chmel'u obyc¢ajného
z explantatov neobsahujucich apikalne alebo axilarne meristémy. Najvyssia frekvencia de novo organogenézy
(62%) bola dosiahnuta pri pestovani stonkovych (internodalnych) explantatov v podmienkach 16 h fotoperiody na
médiu obsahujicom rastové regulatory BAP a NAA v koncentraciach 2 mg.I". Regeneracia na takejto tirovni
umoziuje pouzit’ tento systém na geneticku transformaciu chmel'u prostrednictvom Agrobacterium tumefaciens.
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TECHNOLOGIE A OBLASTI KONTROLY KVALITY A BEZPECNOSTI
RASTLINNYCH KOMODIT, KRMIiV A BIOPRODUKTOV
TECHNOLOGIES AND AREAS OF QUALITY AND SAFETY CONTROL OF
PLANT COMMODITIES, FEEDINGSTUFFS AND BIOPRODUCTS

Miroslava FEKETOVA — Michaela HUDECOVA — Cubomir HORVATH

Department of Molecular Biology of the Central Control and Testing Institute for Agriculture provides testing of the
presence of genetically modified plants (GMOs) and plant components in plant varieties, seeds, mercantile, feedstuffs
and selected foods by using of molecular techniques (polymerase chain reaction - PCR).

PCR tests were performed for various products for the presence of various GMOs in maize, rapeseed and other species.
Sensitivity of the qualitative methods is about 0,1% of GMOs contents in the sample. Positive results are compared with
international GMOs standards of different GMOs contents. The specificity of PCR test is checked by set of positive and
negative controls. Positive PCR fragments are confirmed by the RLFP analysis. Quantification of GMOs is realised
using real-time PCR. For the real-time PCR analysis, analytical data collection and enumeration of the quantitative
values of GMO contents in samples, LightCycler real-time PCR system with usage of CRM IRMM GMO calibration
standards and LC Software 4.0. and real-time PCR system ABI Prism® 7900HT Sequence Detection System in relative
or absolute quantification mode with usage of CRM IRMM GMO calibration standards and ABI Software Sequence
Detection System 2.3. is used.

Key words: genetically modified organism, GMOs, PCR.

Uvod

Oddelenie molekulédrnej bioldgie, Skusobné molekuldrno-biologické laboratérium UKSUP vykonava
skaSanie odréd, osiv, sadiv, merkantilu, rastlinné¢ho tovaru, bioproduktov, krmiv, potravinovych vstupov a
bioproduktov, skusSky geneticky modifikovanych organizmov, skuSky zdravotného stavu rastlin a skusky
rastlinnych patogénov za ucelom registracie, certifikacie a Statnej odbornej kontroly podla zikonov ¢.
470/2002 Z.z., ktorym sa meni a doplita zdkon ¢. 291/1996 Z.z. o odrodach a osivach, zakona &. 295/2007
Z.z. o rastlinolekarskej starostlivosti, zakona €. 271/2005 Z.z. o vyrobe, uvadzni na trh a pouzivani krmiv,
zékona €. 421/2004 Z.z. o ekologickom pol'nohospodarstve, zdkona ¢. 151/2002 Z.z. o pouzivani genetickych
technologii a geneticky modifikovanych organizmov, v zneni zakona ¢. 77/2005 Z.z., zakona ¢. 184/2006
Z.z. o pestovani geneticky modifikovanych rastlin v pol'nohospodarskej vyrobe a suvisiacich predpisov,
ktorymi sa ustanovuju kvalitativne a kvantitativne parametre a kritéria, obsah neziaducich a karanténnych
organizmov, podmienky odberu a metddy skuSania. Stanovuji sa biochemické, molekularno-biologické,
genetické a mikrobiologické charakteristiky, vlastnosti a zdravotny stav vysSie uvedenych komodit,
vyrobkov a surovin.

Oddelenie molekularnej bioldgie, Skusobné molekularno-biologické laboratérium UKSUP je od 9.2.2007
akreditovanym pracoviskom v zmysle normy STN EN ISO IEC 17025:2005.

Rocne sa na oddeleni molekularnej bioldgie analyzuje viac ako 400 vzoriek na pritomnost GMO, viac
ako 350 vzoriek na pritomnost’ a identifikaciu fytopatogénov a asi 200 vzoriek na elektroforetické stanovenie
odrodovej Cistoty a homogenity.

Material a metody

Analyzovany material : s6ja, kukurica, repka, krmiva a bioprodukty

Metody detekcie GMO:

1. Screeningova metoda pre detekciu GMO
Detekcia CaMV 35S promotora a NOS terminatora PCR/RLFP technikami
Detekcia GM rastlin s vyuzitim génu neomycin fosfotransferazy (nptll)

2. Specifické metody pre detekciu GMO
Kvalitativna identifikacia lektinovej a RoundUp Ready s6jovej DNA PCR/RLFP technikami
Kvalitativna identifikdacia HMG a LibertyLink T25 kukuri¢nej DNA PCR/RLFP technikami
Kvalitativna identifikacia HMG a Maximizer Bt176 kukuricnej DNA PCR/RLFP technikami
Kvalitativna identifikacia HMG a YieldGard MON 810 kukuri¢énej DNA PCR/RLFP technikami
Kvalitativna identifikdcia HMG a Bt 11 a Bt 10 kukuri¢nej DNA PCR/RLFP technikami
Kvalitativna identifikdcia HMG a RoundUp Ready Ga21 kukuri¢nej DNA PCR/RLFP technikami
Kvalitativna identifikacia HMG a Starlink kukuri¢nej DNA PCR/RLFP technikami

3. Specifika detekcia CaMV virusu PCR technikou

4. Kvantitativne stanovenie obsahu GMO

Kvantitativne stanovenie obsahu GM soje event: RR Soya a Soya event 356043,
Kvantitativne stanovenie obsahu GM kukurice event: Bt11, Bt176, MON 810, Ga 21, T25, NK603,
MONS863, TC1507, MON863 x MON810, MON863 x NK603, MIR604, Maize event 59122,
Kvantitativne stanovenie obsahu GM repky event: Ms8, Rf3, Ms8 x Rf3, T45, RT73
Kvantitativne stanovenie obsahu GM zemiakov event: EH92-527-1
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Kvantitativne stanovenie obsahu GM cukrovej repy event: H7-1
Princip skusobnych metod:
Izolacia a purifikdcia DNA. Vzorka je homogenizovana a DNA izolovana a purifikovana podl'a Standardného
operaéného postupu: SOP/SMBL/02/06/A. Pouzité kontroly: extrakéna pozitivna kontrola (kontrola metody),
extrak¢na negativna kontrola (kontrola kontaminacie) na kontrolu izolacie a purifikacie DNA.
Kvalitativne stanovenie GMO: Priprava PCR reakcie, verifikacia PCR amplikonov gélovou elektroforézou,
analyza PCR produktov boli vykonané podla prislusného SOP. Pouzité kontroly: PCR pozitivna kontrola
(kontrola metody), PCR negativna kontrola (kontrola metody, kontrola kontaminacie), vodna kontrola
(kontrola kontaminacie), spikova kontrola (kontrola inhibicie PCR-doporuc¢ena kontrola).
Kvantitativne stanovenie obsahu GMO vo vzorke: Priprava real-time PCR reakcie, analyzy PCR produktov a
stanovenie obsahu GMO vo vzorke boli vykonané podl’a prislusného SOP. Na stanovenie relativneho obsahu
GMO vo vzorke, definované ako pomer obsahu GMO Specifického a referenéného génu rastliny, bola
pouzita kalibracna krivka a kvantitativne CRM. K vysledku stanovenia sa priradi neistota merania pre k=2.
Pouzité kontroly: PCR pozitivna kontrola (kontrola metddy), PCR negativna kontrola (kontrola metddy,
kontrola kontaminacie), vodna kontrola (kontrola kontaminacie).

Vysledky a diskusia

Obr.1 Kvalitativna identifikacia LibertyLink T25 a Maximizer Bt176 kukuri¢nej DNA

1. gél: detekcia HMG — génu 120bp — kontrolna reakcia, detekcia. Bt 176 — 211 bp — $pecificka reakcia
2. gél: detekcia T25 — 196 bp — $pecificka reakcia, detekcia HMG — génu 120bp — kontrolna reakcia
Obr.2 Specifika detekcia CaMV virusu

1. gél: detekcia virusu CaMV, pozitivny fragment CRT — 191 bp

2. gél: stanovenie koncentracie DNA

Obr.3: Kvantitativne stanovenie obsahu GM RR s6je— RT PCR systém Light Cycler

Obr.4: Kvantitativne stanovenie obsahu GM kukurice NK 603 — RT PCR systém ABI Prism® 7900HT

Zaver

Pritomnost’” modifikovanej (transgénnej DNA) v analyzovanom materiali je indikovana detekciou
Specifického DNA fragmentu charakteristickej velkosti. Tento typ fragmentu sa nevyskytuje v materiali,
ktory nie je geneticky modifikovany. Velkost' fragmentu sa uréuje porovnanim s dizkovym standardom
a vel’kostou fragmentu amplifikovaného z kontrolnej modifikovanej DNA. Pri hodnoteni vysledkov musia
byt vyhodnotené aj negativne kontroly, blank a samotna amplifikovatel'nost’ izolovanej DNA. Pozitivne
vysledky su verifikované RLFP technikami.

Na vlastnu real-time PCR analyzu, zber analytickych dat a vypocet kvantitativnych hodn6t obsahu GMO
vo vzorkach sa pouziva LightCycler real-time PCR systém s pouzitim LC Software, verzia 4.0. a real-time
PCR systém ABI Prism® 7900HT Sequence Detection Systém a ABI Software Sequence Detection System,
verzia 2.3., s pouzitim CRM IRMM GMO kalibra¢nych standardov alebo CRL plazmidov.
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MIKROSATELITNE ANALYZY GENETICKEJ DIVERZITY GENOTYPOV
JACMENA
MICROSATELLITE ANALYSES OF GENETIC DIVERSITY OF BARLEY
GENOTYPES

Zelmira GREGANOVA — Martin VIVODIK — Zdenka GALOVA

For the detection of genetic diversity and for the discrimination of the thirty barley genotypes four microsatellite markers
were used. Four primer pairs amplified altogether 23 different polymorphic alleles with an average number of 5,75
alleles per locus. The number of allele ranged from two (locus HYCMA) to eleven (locus HVYRCABG). All four primer
pairs were polymorphic and produced reproducible data. The diversity index (DI), the polymorphic information content
(PIC) and probability of identity (PI) of the tested SSR markers was calculated. The diversity index of the tested SSR
markers ranged from 0,291 to 0,866 with an average of 0,623 which is generally considered sufficient for this purpose.
The lowest probability of identity of random barleys was at the locus HYRCABG. For the assessment of genetic diversity
the dendrogram based on UPGMA cluster analysis was prepared. Thirty genotypes were grouped into two main clusters.
It was possible to distinguish only 20 of 30 barley cultivars that could be due to low number of used microsatellite
markers. For better differentiation it is necessary to use more polymorphic microsatellite markers. Results showed the
utility of microsatellite markers for detection of genetic polymorphism leading to genotype identification and for
estimation of genetic diversity of barley genotypes.

Key words: Hordeum vulgare L., microsatellite, PIC, polymorphism, differentiation

Uvod

Ja¢men siaty (Hordeum vulgare L.) je diploidny druh s po¢tom chromozémov 2x = 2n = 14 a patri medzi
najdolezitejsie rastliny pestované na Slovensku (HOLKOVA et al., 2003).

Mikrosatelity st jednoduché repetitivne sekvencie dlhé iba niekol’ko bazovych parov (1-6). Su to
markery genémovo Specifické s kodominantnou dedi¢nostou. Kvéli ich jednoduchému pouzitiu, zalozenému
na polymerazovej retazovej reakcii (PCR), sa stdvaju vel'mi uzitoCnym nastrojom na Stadium genetickych
vztahov medzi druhmi, populaciami a odrodami. Na ja¢meni boli mikrosatelitné analyzy Studované len
v poslednych rokoch (BECKER, HEUN, 1995; RUSSELL et al., 1997; MACAULAY et al., 2001; BAEK et
al., 2003; KRAIC, 2005). Na Slovensku mikrosatelitné analyzy boli pouzité na diferencidciu odrod pSenice
(GREGANOVA et al., 2005), ja¢mena (KRAIC, 2005), cicera (JOMOVA et al., 2005). Mikrosatelitné
analyzy preukazali vysoky stupen polymorfizmu, schopnost’ detekcie heterozygotov i heterogenitu (BAEK et
al., 2003). Tieto markery st reprodukovatel'né medzi laboratoriami a analyzy ¢im d’alej viac automatizované,
preto je mozné pomocou tychto markerov analyzovat’ vel'ky subor genotypov a vytvorit’ databazy na zaklade
detegovanych mikrosatelitnych alel (BAEK et al., 2003).

Ciel'om prace bolo detekovat’ geneticky polymorfizmus 30 genotypov jaémena siateho pomocou Styroch
mikrosatelitnych markerov, ktoré publikoval a opisal BECKER a HEUN (1995) resp. MACAULAY et al.
(2001).

Material a metody

Na analyzy bol pouzity subor 30 genotypov jaémeda siateho jarnej aj ozimnej formy poskytnuty UKSUP
Bratislava. Celkova rastlinnd DNA bola izolovana z mladych 7—10 dnovych listov pSenice kombinaciou
dvoch izolaénych postupov — podla DELLAPORTU et al. (1983) a GRANERA et al. (1990). Analyzy
mikrosatelitov boli uskuto¢nené podl'a BECKER a HEUN (1995) resp. podla MACAULAY et al. (2001) pri
mikrosatelite Bmag211. Polymerazové retazové reakcie (PCR) boli uskuto¢nené v objeme 20 pl v MJ PTC
200 termocykleri. Na detekciu PCR produktov, mikrosatelitnych alel boli pouzité 6 % denaturované PAGE
gély a vizualizované boli striecbrom (BASSAM et al., 1991).

Vysledné PCR produkty v polyakrylamidovych géloch boli naskenované a vyhodnotené. Vysledny
dendrogram bol zostrojeny hierarchickou klastrovou analyzou vyuzitim UPGMA algoritmu v programe
SPPS verzia 8.0.

Z poctu alel detegovanych pre kazdy mikrosatelit boli vypocitané frekvencie jednotlivych alel a nasledne
indexy diverzity (DI), pravdepodobnosti identity (PI) a polymorfické informacné obsahy (PIC) podla
RUSSELL et al. (1997).

Vysledky a diskusia

Na diferenciaciu 30 genotypov ja¢mena boli pouzité 4 pary primerov, ktoré publikovali BECKER
a HEUN (1995) resp MACAULAY et al. (2001) pri mikrosatelite Bmag211, ktoré boli navrhnuté ku trom
dokonalym mikrosatelitom (AT)y, (AT)y, (CT);s (pri Bmag21l) ak jednému zlozenému mikrosatelitu
(TG)6(G)14 (pri HVGNIRE). Vsetky Styri pary primerov amplifikovali jeden lokus. Spolu na vSetkych 4
lokusoch bolo detekovanych 23 alel. Priemerny pocet alel na lokus bol 5,75 (tab. 1). Pocet alel sa pohyboval
v rozmedzi od 2 do 11. Najvyssi pocet alel (11) bol detegovany v lokuse HYRCABG. Kodominantna povaha
mikrosatelitnych markerov umoziiuje detekciu heterozygotného stavu. V dvoch lokusoch (HVCMA,
HVGNIRE) boli zistené u jedného genotypu dve alely s réznymi vel’kost’ami. Pri troch lokusoch boli ziskané
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hodnoty PIC a DI vicsie ako 0,6 (tab. 1), co poukazuje na vysoku diferenciaéna schopnost’ mikrosatelitnych
markerov. Podobné hodnoty PIC a DI ziskal KRAIC (2005) i GREGANOVA et al. (2005).

Na zaklade velkosti mikrosatelitnych alel pre kazdy zo Styroch lokusov bol hierarchickou klastrovou
analyzou vyuzitim UPGMA algoritmu zostrojeny dendrogram, ktory naznauje genetické vztahy medzi
sledovanymi genotypmi. Skimané genotypy jaémena bolo mozné rozdelit’ do dvoch hlavnych skupin, pricom
prva skupina zahfma 4 genotypy a druha skupina 26 genotypov, ktoré bolo mozné d’alej rozdelit do mensich
podskupin. V dendrograme sa podarilo odlisit 20 z30 genotypov. Na uplnu diferenciaciu vsetkych
genotypov jacmena je potrebné uskutoCnit’ viac analyz s vacSim poctom mikrosatelitnych markerov, ¢o
najviac polymorfickych.

Tabul’ka 1: PrehPad poétu ziskanych mikrosatelitnych alel, vypo¢itané hodnoty PIC, DI, PI.

SSR marker Pocet DI PI PIC

HVCMA 2 0,291 0,545 0,248

HVGNIRE 6 0,711 0,074 0,694

HVRCABG 11 0,866 0,008 0,866

Bmag211 4 0,624 0,188 0,567

priemer 5,75 0,623 0,204 0,594
Zaver

Spomedzi DNA technik v sucasnosti vyuzivanych na jacmeni, najvyssi polymorfizmus bol pozorovany
pri mikrosatelitnych analyzach, ¢o potvrdili aj nase vysledky. Mikrosatelitné analyzy poukazali na moznost’
detekcie genetického polymorfizmu medzi vybranymi genotypmi ja¢meia, pomocou ktorého je mozné
identifikovat’ genotypy a zaroven detegovat’ heterozygotov. Dendrogram ziskany z klastrovej analyzy
demonstruje vyuzitenost’ mikrosatelitnych markerov pri §tadiu genetickej diverzity sledovanych genotypov
ja¢mena, na uplnu diferencidciu vSetkych genotypov je potrebné uskutocnit’ viac analyz s va¢Sim poctom
markerov ¢o najviac polymorfickych.
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REAKCIA TRITORDEA, JACMENA SIATEHO A PSENICE TVRDEJ NA
ABIOTICKE STRESY
REACTION OF TRITORDEUM, SPRING BARLEY AND DURUM WHEAT TO
THE ABIOTIC STRESSES

Jozef GUBIS — Katarina BOJINANSKA — Stefan MASAR — Viera CERVENA

The main objective of this study was to determine the germination and morphological responses of three cereal species
(tritordeum, spring barley and durum wheat) to drought and salinity stress. Seed germination and seedling growth were
assessed under controlled conditions that simulated drought stress using mannitol (0 — 300 mM) and salinity using NaCl
(0 — 400 mM). Drought stress affected seed germination and seedling development when exposed to higher osmotic
potential, that is -0.18 MPa and -0.4MPa induced by mannitol and sodium chloride, respectively. Strong genotype- and
species-conditioned reaction in growth and the weight of roots and sprouts was confirmed. In barley, tolerant reaction
was detected in genotypes OUH 802 (H. vulgare spp. agriocrithon), CI 9820 (H. vulgare spp. vulgare), SK — 5451, SK —
5104 and Ezer (H. vulgare). In tritordeum, no significant differences were observed in water deficit between the given
genotypes. The genotype most sensitive to the stress conditions was the wheat cultivar Soldur.

Key words: stress, manitol, NaCl, in vitro

Uvod

Najzavaznej$im environmentalnym problémom nasej planéty v sucasnosti s globalne klimatické zmeny.
Nepriaznivé enviromentalne stresy ako chlad, sucho a zasolenie maju vyrazny vplyv na pol'nohospodarsku
produkciu a udrzatelnost’ produkcie. Z tychto nepriaznivych faktorov su najdélezitejsie sucho (BOYER,
1982) a zasolenie pod (CLARK, DUNCAN, 1993 ). Je preto cielom S$lachtitelov slachtit’ a selektovat’
materialy odolné voci tymto stresom.

Cielom tejto prace bolo zistit' kli¢ivost’ a morfologické reakcie tritordea, jaCmetia siateho a pSenice
tvrdej na sucho a zasolenost’ v in vitro podmienkach.

Material a metédy

Odolnost’ materskych genotypov jaémena siateho (SK — 5451, SK — 5526, SK — 5104, Pribina, Ezer a CI
9820) divych druhov ja¢mena (H. chilense, OUH 802, Y-19-1 a Y-27-1), tritordea (HTC 1380, HTC 1331,
HTC 1324, HTC 1323, HT 31-1, HTC 31-2, HT 31-4, HT 129 a HT 119) a pSenice tvrdej (Soldur) sa
v laboratérnych podmienkach hodnotila pri ré6znych koncentraciach manitolu a NaCl. Osivo testovanych
genotypov sa 15 min sterilizovalo 2,5 % roztokom chléraminu, 3x preplachlo v sterilnej vode, osusilo a
pouzilo sa pre vysev na testovacich miskach s vodnym agarom a r6znymi koncentraciami manitolu (0 — 300
mM) a NaCl (0 — 400 mM). Testovacie misky sa po vyseve kultivovali v termostate 5 dni pri teplote 20+1
°C. Pocas kultivacie sa zaznamenavala kli¢ivost’ osiva jednotlivych genotypov v % a po 5. diloch sa merala
dizka a hmotnost’ koretiov a kli¢kov. Percentudlne hodnoty boli transformované pouzitim arcsin Vx. Udaje
boli spracované Statistickym softvérom SPSS (13.0) a vykonala sa ANOVA (P <0,05) s naslednym testom
podl'a Duncana.

Vysledky a diskusia

V laboratornych podmienkach sa v podmienkach in vitro uskuto¢nili rychle skriningové testy na vodny
stres (suchovzdornost’) a zasolenost’ u 10-tich genotypoch jaémena, 9-tich genotypoch tritordea a 1 genotypu
tvrdej psenice. Pre sledovanie G¢inku vodného stresu na inhibiciu rastu korenov a kli¢enie sme pouzili r6zne
koncentracie manitolu (0, 100 a 150 mM) aNaCl (0, 200 a400 mM). Sledovanie fyziologickych
ukazovatelov 3 réznych druhov obilnin v podmienkach in vitro potvrdilo rozdiely v ich zakladnych
ukazovateloch a to v hmotnosti v erstvom stave a dizke koretiov resp. kli¢kov. Signifikantné rozdiely boli
zaznamenané pri vSetkych hodnotenych znakoch iba po pridani NaCl do kultivacného média. Naopak, po
pridani osmotika manitolu sme signifikantné rozdiely zaznamenali iba pri dizke a hmotnosti klickov. Vysoké
percento klicivosti pri oboch pouzitych osmotikach si udrzovali iba genotypy ja¢mena (SK — 5451 a SK —
5104) a genotypy tritordea (HTC 1380, HTC 1331, HTC 1324, HTC 1323 a HTC 31-2). Kli¢ivost’ pri
genotypoch jaémena bola v rozsahu 92-97 % (NaCl ) a 98-100 % (manitol). Kli¢ivost’ genotypov tritordea
bola v rozsahu 85-97 % (NaCl) a 95-100 % (manitol). Najvaési vplyv na kli¢ivost’ genotypov mal nizsi
osmoticky potencial NaCl -0,8 MPa (400 mM), ktory bol preukazny ako pri genotypoch, tak aj medzi
jednotlivymi druhmi. Najvacsi vplyv vodného stresu na priemernu kli¢ivost’ sa prejavil pri odrode Soldur (17
% NaCl a 28 % manitol).

Pokles percenta kli¢ivosti so zvySujicou sa zasolenost'ou sa uvadza pri tritikale (NORLYN, EPSTEIN,
1984), lucerne (HEFNY, DOLINSKI, 1999), salate (COONS et al., 1990), uhorke (CHARTZOULAKIS,
1992) a jatmeni (DONOVAN, DAY, 1969). Podobne uvadza ALLEN et al. (1986), ze percento kli¢ivosti
vSetkych Siestich skiimanych populacii lucerny poklesol, ak klesol osmoticky potencial na hodnoty -1,0 az -
1,6 MPa NaCl.
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V priemere bola dizka korefiov voéi kontrole pri navodeni stresu manitolom o 16,50 % pri 100 mM
(resp. -0,12 MPa), 0 30,67 % pri 150 mM (resp. -0,18 MPa) nizsia a hmotnost’ 0 23,47 % 100 mM a o 34,74
% pri 150 mM niz§ia. Podstatne vacsi vplyv na dizku a tvorbu korefiov mala pritomnost’ NaCl v kultivaénom
médiu. V priemere bola dizka koretiov voéi kontrole o 89,82 % pri 200 mM (-0,4 MPa) a 0 98,44 % pri 400
mM (-0,8 MPa) mensia. Vodny stres sa tiez prejavil aj pri hmotnosti koreiov, kde redukcia hmotnosti bola
0 85,16 % pri 200 mM a o0 94,83 % pri 400 mM nizsia. Rovnaky vplyv stresového faktora v médiu (NaCl)
bol zaznamenany aj pri hodnoteni inhibicie rastu klickov. V percentualnom vyjadreni ide o 90,33 — 97,80 %
(200 — 400 mM) inhibiciu dizky a 0 89,79 — 96,94 % (200 —400 mM) inhibiciu hmotnosti klickov.

Taktiez z vizualneho hodnotenia semien bol evidentny vplyv vodného stresu na tvorbu korenov, ktory sa
prejavoval najmi tvorbou abnormalnych korenov. Tento znak tvorby abnormalnych korefiov bol
zaznamenany vo VvicSej miere pri podmienkach so znizujucim osmotickym potencidlom v kultivaénom
médiu sposobeny aplikaciou NaCl.

Z predchadzajucich stadii vyplyva, Ze pSenica je mierne tolerantnou plodinou na zasolenie (MAAS,
HOFFMAN, 1977). Tvrda pSenica (Triticum turgidum ssp. durum) je oproti pekarenskej pSenici menej
tolerantnd voci zasoleniu, podobne ako kukurica (Zea mays) a proso (Sorghum bicolor) (MAAS,
HOFFMAN, 1977), zatial’ ¢o jaémeni ma relativne vysoku urovei tolerancie vo¢i zasoleniu (KARIM et al.,
1994). K rovnakym zaverom sme dospeli i my v nasej praci.

Zaver

V nasich experimentoch sa potvrdila vyrazna genotypovo resp. druhovo podmienena reakcia v raste a
hmotnosti korenov a taktiez aj klickov. V ramci druhu jaémena tolerantna reakciu vykazovali genotypy OUH
802 (H. vulgare spp. agriocrithon), CI 9820 (H. vulgare spp. vulgare), SK — 5451, SK — 5104 a Ezer (H.
vulgare). Medzi tritordeami sme nezaznamenali vyraznejsie rozdiely na vodny deficit medzi jednotlivymi
genotypmi. Najcitlivej§im genotypom na podmienky stresu so zvySenym osmotickym potencidlom
v kultivatnom médiu bola odroda psenice tvrdej Soldur.
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ODOLNOST GENOTYPOV OVSA SIATEHO VOCI HUBOVYM CHOROBAM
RESISTANCE OF OAT GENOTYPES TO FUNGAL DISEASES

Jozef GUBIS — Katarina BOJINANSKA — Stefan MASAR — Peter HOZLAR — Daniela
DVONCOVA

The objective of our work was to evaluate the resistance of 28 genotypes of oats to the most important fungal diseases.
The evaluation was done by means of field trials conducted at two localities in Slovakia. Significant differences were
detected among the genotypes when evaluating the non-specific resistance. The reaction of the genotypes differed in the
field conditions due to the fact that the occurrence of oat powdery mildew and crown rust was higher when compared
with the occurrence leaf blotches complex. No symptoms of powdery mildew were visible in field trials at locality Viglas-
Pstrusa. All genotypes of the evaluated set were resistant to the leaf blotches complex despite of the higher attack of the
registered cultivar Avenuda. High level of resistance to leaf blotches complex in field conditions was detected in the
genotype Caleche. Genotype Avenuda showed high level of resistance to powdery mildew. High levels of AUDPC to
powdery mildew were observed in the genotypes Atego, Flimingsstern and breeding materials PS-137, PS-131, PS-138,
PS-122 and to crown rust in the genotypes Euro and Atego.

Key words: Avena sativa L., disease, oats, resistance

Uvod

Ovos siaty (Avena sativa L.) je v poradi tretou najpestovanej$ou obilninou po pSenici a jaémeni. Pocas
svojho vyvinu v prirodzenych podmienkach prostredia byva ovplyvilovany mnozstvom faktorov, ¢i uz
podno-klimatickymi podmienkami alebo vyskytom patogénnych mikroorganizmov. NajvyznamnejSie
choroby napadajuce ovos v nasich podmienkach st hrdza ovsena, listové Skvrnitosti, medzi ktoré patri hneda
Skvrnitost’ ovsa a septoria ovsend, d’alej si to mucnatka travova na ovse a prasnd snet’ ovsend. Hneda
Skvrnitost’ ovsa (Drechslera avenae (Eidam) Scharif, teleomorfa Pyrenophora avenae Ito & Krib.) a septoria
ovsena (Septoria avenae (A.B. Frank) Bissett) st nekrotrofné parazity spdsobujice znacné straty na Urode a
to najmd v regionoch s chladnej§imi klimatickymi podmienkami (HARDER, HABER, 1992). Za
nepriaznivych podmienok moze P. avenae spdsobit’ straty na trode az do vySky 50 %. Patogén je extrémne
Skodlivy u silno napadnutych rastlin, u ktorych nedozrievaju zrna (WELSH et al., 1953). Najdolezitej$im
obligatnymi patogénmi su hrdza ovsena (Puccinia coronata Corda (syn. Puccinia coronata f. sp. avenae.) a
mucnatka travova na ovse (Blumeria graminis D.C. f. sp. avenae Em. Marchal) (HARDER, HABER, 1992,
SEBESTA et al., 1996).

Cielom naSej prace bolo zhodnotit' rezistenciu voci najdélezitej§im hubovym ochoreniam u 28
genotypov.

Material a metody

Hodnotené boli registrované odrody nahého ovsa (Avenuda, Detvan a Izak), plevnatého ovsa (Auron,
Zlatdk, Ardo, Zvolen, Flamingsstern, Kanton, Atego a Euro), novos§l'achtence (PS-107 (Vendelin), PS-119
(Valentin), PS-121, PS-122, PS-127, PS-128, PS-129, PS-130, PS-131, PS-132, PS-133, PS-134, PS-135,
PS-136, PS-137 a PS-138) a genotyp Caleche pochadzajtici z Génovej banky Piestany, Slovensko. Pol'na
odolnost’ sa hodnotila na dvoch lokalitach - Viglas-Pstrusa a Borovce. Napadnutie listovymi Skvrnitost'ami
a miénatkou travovou sa v pol'nych podmienkach hodnotilo ako percento napadnutej plochy. V stibore odrod
a novosl'achtencov ovsa bolo napadnutie mucnatkou travovou a listovymi Skvrnitostami hodnotené v troch
terminoch. Pri hrdzi ovsenej sa hodnotilo napadnutie vrchnych listov v percentach, ktoré boli hodnotené v
dvoch terminoch. Zo ziskanych hodnét sa pocitala plocha pod krivkou vyvoja choroby (AUDPC). Genotypy
boli vysiate v 2 opakovaniach.

Percentualne hodnoty boli transformované pouzitim arcsin Vx. Analyza varidcie ziskanych alebo
zistenych hodnot (ANOVA pre P <0,05) s naslednym testom LSD bola spracovana statistickym programom
SPSS (13.0).

Vysledky a diskusia

V roku 2007 sa v lokalitach Viglas-Pstrusa a Borovce zhodnotila rezistencia voéi hrdzi ovsenej a
komplexu listovych skvrnitosti (patogény Pyrenophora avenae Ito & Krib a Stagonospora avenae (A.B.
Frank)) a na lokalite Borovce vo¢i mucnatke travovej na ovse u 28 genotypov ovsa. V ramci hodnotenia
napadnutia sa ako parameter pre vyhladavanie rezistentnych genotypov ovsa pouzili hodnoty AUDPC.
Viacfaktorovou analyzou rozptylu sa zistili signifikantné rozdiely medzi genotypmi, medzi opakovaniami sa
nepreukazali vyznamné rozdiely a s malou vyznamnostou bola zistend interakcia genotyp x opakovanie.
Najodolnejsi vo¢i mii¢natke travovej bol ovos nahy Avenuda, ktory sa signifikatne odliSoval takmer od
vSetkych sledovanych genotypov okrem odréd Izak, Auron anovoslachtenca PS-119 (Valentin). Medzi
najnachylnejsie odrody patrili Atego a Fligminstern a novoslachtence PS-137, PS-131, PS-138 a PS-122.

Napriek skutocnosti, ze ovos je voci hubovym chorobam zna¢ne rezistentny, medzi hodnotenymi
genotypmi sa zistili vyznamné rozdiely v rezistencii vo¢i komplexu listovym Skvrnitostiam. Rovnako sa
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zistili vyznamné rozdiely aj medzi hodnotenymi lokalitami. Av§ak nebola zistena vyznamna interakcia medzi
genotypom a lokalitou. Genotyp Caleche bol v oboch lokalitich plne odolny. Naopak, v porovnani
s mucnatkou travovou najzavaznejsie napadnuty bol genotyp Avenuda. Nachylnymi genotypmi boli eSte PS
129, PS 135 a Detvan.

Najnachylnejsie odrody voci hrdze ovsenej boli Euro a Atego, ktoré sa zaroven signifikantne odliSovali
aj od nachylnej kontrolnej odrody Caleche. Viacfaktorovou analyzou rozptylu sa zistili signifikantné rozdiely
medzi lokalitami a medzi genotypmi, avSak nebola zistena interakcia genotyp x opakovanie.

Napriek niektorym sporadickym spravam ohladom komplexu listovych $kvrnitosti (SEBESTA et al.,
1996; SEBESTA et al. 2001; JALLI, 2004; PETROVA et al., 2006), informacie v tejto oblasti su
nedostatocné. V nasej praci sa zistili genotypy ovsa rezistentné voc¢i micnatke, hrdzi ovsenej a Pyrenophora
avenae alebo Stagonospora avenae, ¢o sa zhoduje s vysledkami vyssie zmienenych autorov.

Zaver

V polnej rezistencii boli pri hodnoteni nespecifickej rezistencie zistené signifikantné rozdiely medzi
genotypmi. Reakcia genotypov sa v pol'nych podmienkach liSila v tom, Ze vyskyt mucnatky travovej na ovse
a hrdze ovsenej bol oproti komplexu listovych Skvrnitosti vyssi. Napriek nizS§iemu napadnutiu komplexom
listovych Skvrnitosti, Slachtenie ovsa na zlepSenie rezistencie voéi najzavaznejSim patogénom nad’alej
zostava prioritou v nasich Slachtitel'skych programov. Informacie o populaciadch patogéna a tiez o moznych
zdrojoch rezistencie su pre uspesnu §lachtitel'sku stratégiu dolezité.
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HODNOTENIE GENETICKEJ PRIBUZNOSTI MEDZI KULTIVARMI CULKA
ZEMIAKOVEHO POUZITIM METODY AMPLIFIKACIE JEDNEHO
RETROTRANSPOZONOVEHO PRAJMERA
EVALUATION OF GENETIC RELATIONSHIPS AMONG POTATO CULTIVARS
USING RETROTRANSPOSON BASED SINGLE PRIMER AMPLIFICATION
REACTION METHOD

Jan HELDAK — Milan BEZO — Veronika STEFUNOVA — Andrea GALLIKOVA — Maria
ZAKOVA

Molecular markers are widely used tools for estimation of genetic diversity and examination of genetic relationships of
many agricultural crops. The retrotransposon based Single Primer Amplification reaction (SPAR) method was employed
to assess genetic diversity and relationships among 17 potato varieties (Solanum tuberosum, L.). In total 15 primers were
designated from sequences of Tstl (Tyl-copia) and PORE2 (Ty3-gypsy) potato retrotransposons and all of them were
polymorphic. Genetic relationships among potato cultivars were evaluated by generating proximity matrix based on
Jaccard coefficients ranking from 0,091 to 1,000. The dendrogram generated by UPGMA analysis for the RLTR1 primer,
designated from LTR, grouped potato cultivars into subclusters with close genetic relationships. Four varieties with
ancestor “Tatranka” formed separate subcluster. Male parent “Lu 62184/130”" was present in three cultivars making up
another separate subcluster. Cultivar “Vila” and its male parent ““Rema’ were separated from previous two subclusters
into new one. The retrotransposon based single primer amplification reaction (SPAR) method showed a great potential
for differentiation and estimating of genetic relationships of potato cultivars for breeding purposes with very high
reliability.

Key words: potato, diversity, retrotransposon, SPAR

Uvod

Diferenciacia a identifikacia genotypov I'ul’ka zemiakového (Solanum tuberosum, L.) sa rutinne pouZziva v
produkcii sadiva a pri uchovavani v génovych bankach. Poznatky o genetickych vztahoch medzi genotypmi
lulka zemiakového su zakladnym predpokladom ich vyuzitia ako vychodiskového materidlu v
Slachtitel'skych programoch (BARONE, 2004).

Na hodnotenie genetickej diverzity v ramci populacii I'ul’ka zemiakového sa doteraz vyuzilo niekolko
markerovych systémov: multilokusovy systém markerov, ktory si nevyzaduje informécie o sekvenciach
a metddy, v ktorych je nevyhnutné poznat’ sekvencie pre navrhnutie Specifickych markerov (EDWARDS,
McCOUCH, 2007).

Pri analyzach genomu l'ulka zemiakového boli pouzité viaceré PCR metddy, v ktorych sa pouzili
prajmery odvodené z retrotranspozonov. Metddy PCR — IRAP a PCR — RBIP boli pouzité pri hodnoteni
variability pozicii Tstl v genéme I'ulka zemiakového a diferenciacii hybridnych kombinacii s réznou
odolnostou proti had’atku zemiakovému (BEZO et al., 2007). Vzajomné pribuzenské vztahy medzi
nordickymi genotypmi boli charakterizované metédami IRAP a REMAP (VETELAINEN et al., 2005a;
VETELAINEN et al., 2005b). Pre hodnotenie vztahov medzi genotypmi I'ul’ka zemiakového sa uz vyuzili
metddy amplifikacnej reakcie s pouzitim jedného prajmera — SPAR (single primer amplification reaction)
ako je RAPD alebo ISSR (KAUCHUCK et al., 1996; QUIROS et al., 1993; McGREGOR et al., 2000).
SPAR metdda s pouzitim jedného retrotranspozonového prajmera sa od predchadzajucich metdd lisi tym, Ze
prajmer bol navrhnuty zo zndmej sekvencie LTR useku Tstl retrotranspozénu I'ul’ka zemiakového.

Cielom tejto Studie bolo zhodnotit' geneticki podobnost’ odréd l'ulka zemiakového pouzitim metody
SPAR, v ktorej boli pouzité individualne prajmery odvodené zo znamych sekvencii retrotranspozonov l'ul’ka
zemiakového a porovnanie tychto vztahov k povodom S§l'achtitel'skych materialov.

Material a metody

V praci bolo pouzitych 17 odréd Tulka zemiakového, ktoré sa ziskali z génovej banky VSUZ -
Vyskumného a §l'achtitel'ského tstavu zemiakarskeho, a.s., Velka Lomnica.

Zo sekvencii Tstl (Tyl-copia) a PORE2 (Ty3-gypsy) retrotranspozonov l'ul’ka zemiakového bolo
navrhnutych 15 prajmerov a pouzitych pri analyze DNA vyuzitim SPAR metody.
Vyhodnotili sa polymorfické PCR produkty ziskané SPAR metodou.
Genetické vztahy sa hodnotili multivariantnou analyzou pouzitim programu SPSS 8.1.

Vysledky a diskusia

Pouzitim Tstl prajmerov v SPAR analyze sa ziskalo 71 jednoznacne identifikovate'nych polymorfickych
PCR produktov. Genetickd podobnost’ Jaccardovych koeficientov (GS;) bola v rozsahu od 0,091 do 1,000
s priemernou hodnotou 0,572.

Dendrogram 17 odrdd T'ulka zemiakového, vytvoreny na ziklade clusterovej analyzy GS; koeficientov
s pouzitim RLTR1 prajmera ukazal tri clustery asociované s tromi rovnakymi rodi¢ovskymi genotypmi (obr.

1.
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Styri odrody — Tatranka, Limba, Lipa, Iva, kde v troch odrodach bol jednym z rodi¢ovskych partnerov
odroda Tatranka, tvorili osobitny subcluster (T). Otcovsky rodiovsky partner “Lu 62184/130” bol pritomny
v troch odrodidch — Albina, Lomnica, Alva a vytvoril d’al$i osobitny subcluster (L). Odroda “Vila” a jej
otcovsky rodi¢ovsky partner “Rema” boli oddelené od predchadzajiicich dvoch subclusterov do nového
subclustera (R). Ani jeden z ostatnych navrhnutych prajmerov navrhnutych z LTR, ORF3 a ORF4 sekvencii
Tstl retrotranspozonu l'ul’ka zemiakového neumoznili zistit’ genetické vzt'ahy tak komplexne, ako s pouZzitim
prajmera RLTR1. Metodami IRAP a REMAP, ktoré sa pouzili na analyzu rovnakého stiboru odrdd, bolo
mozné zistit len dva pribuzenské vztahy (HELDAK et al., 2005).

64 polymorfickych PCR produktov bolo zaznamenanych pouzitim prajmerov navrhnutych zo sekvencii
PORE2 retrotranspozonu a pouZitych v SPAR analyze. Hodnoty GS; boli v rozsahu od 0,101 do 0,92.
Dendrogramy vytvorené na ziklade clusterovej analyzy GS; koeficientov neodhalili Ziadne pribuzenské
vztahy medzi testovanymi odrodami.

Obrazok 1: Dendrogram 17 kultivarov 'ul’ka zemiakového podl’a koeficientov odliSnosti
analyzovanych metédou amplifikacie jedného retrotranspozénového prajmera RLTRI.
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Vysoka uroven diverzity bola preukazana priemermi 0,572 pre prajmery odvodené zo sekvencii Tstl
retrotranspozonu and 0,473 pre prajmery odvodené zo sekvencii PORE2 retrotranspozonu.
Vicsia geneticka diverzita bola zistena pomocou prajmerov odvodenych zo sekvencii Tstl retrotranspozonu.
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Najviac pribuzenskych vztahov bolo zistenych pouzitim jedného prajmera RLTR1 odvodeného z LTR tuseku
Tstl retrotranspozonu 'ul’ka zemiakového.

Tato praca bola podporovana Agentirou na podporu vedy a techniky na zéklade Zmluvy ¢. ¢.APVT-27-
016402 a APVT-99-027104.
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MINORITNI PLODINY PRO SPECIFICKE VYUZITi V POTRAVINARSTVIi
MINOR CROPS FOR SPECIFIC USE IN FOOD PRODUCTION

Simona HORACKOVA — Katefina VACULOVA — Dagmar JANOVSKA — Zden&k
STEHNO — Tom4§ VYMYSLICKY

Surplus production of main crops, environmental approaches in European agriculture and claim to produce best-quality
foodstuffs with health-supporting impact have led to the establishment of the EPC/GR Minor Crops Network
coordinating group. Its activity is aimed at neglected and under-utilized species or varieties of crops with markedly
different chemical composition, particularly with respect to their perspective use in human nutrition. The presented paper
provides information on and the first results of the evaluation of gene pools diversity in neglected cereals, pseudocereals
and legumes, and picking out the materials suitable not only for direct growing use as a main product (grain) but
potentially as a by-product (barley -green matter). Agronomic performance and nutritional advantages of oats with
different contents of fat or dietary fibre, hulless barley with increased content of polyphenolic compounds, hulled wheat
forms — emmer and einkorn, millet, Tartary buckwheat and legumes (chickpea, cowpea, grass pea and pea) are
discussed.

Key words: neglected under-utilized crops, cereals, pseudocereals, legumes

Uvod

Zrychlujici se Zivotni tempo pfinasi mnoho negativnich nasledkd, které se odrazi hlavné na zdravi a
nezadoucim zplsobem ovliviiuji kvalitu lidského zivota. Nevyvazena vyziva je jednou z hlavnich pfic¢in
vzniku civilizaénich chorob (vysoky krevni tlak, zvySend hladina cholesterolu v krvi, obezita, diabetes, atd.).
Z téchto duvodu stale roste poéet konzumentll ochotnych obohatit nebo nahradit jednostrannou vyzivu
nutricné a dieteticky kvalitnéj$imi potravinami a riznymi pfirodnimi potravinovymi dopliky. Cilem
prispévku je informovat o feSeném projektu, zaméfeném na zhodnoceni diverzity genofondli opomijenych
obilnin, pseudoobilnin a luskovin se zamérem vybrat tyto nedocenéné plodiny pro péstovani v praxi a
potravinarské zpracovani.

Material a metody
Pro pokusy byly pouZity nasledujici materialy

Je¢men jarni s bezpluchym typem zrna - Hordeum vulgare L., var. duplinigrum KOERN. ,,Abyssinian
1139%, var. nudideficiens KOERN. ,,Nudimelanocrithon* ,var. nudum ,,Taiga“; oves sety — Avena sativa L.
»Ariane“, , Baragan 114, var. nuda ,,61°; pSenice dvouzrnka — Triticium dicoccum SCHUEBL var. rufum
SCHUEBL. ,,Rudico*, var. dicoccum ,,Kahler Emmer*; pSenice jednozrnka — Triticum monococcum L. var.
vulgare KOERN. ,,Schwedisches Einkorn“, var. flavescens KOERN. ,,Escana‘; proso — Panicum miliaceum
L., ,,Veselopodolianskoe®, ,,Kinelskoe Skorospeloe®, ,,Unikum®; pohanka tatarskd — Fagopyrum tataricum
GAERTN. s ozna¢enim 0125100007, 0125100014, 01Z5100019; cizrna - Cicer arientinum ,,Evros*, ,,Elite®,
,,BZ Dijon“; vigna — Vigna catjang (Burm.f.) Walp. ,,VUPT*; hrach — Pisum sativum ,,Kapucin®; hrachor —
Lathyrus sativus ,,Bilé Karpaty*.

Pokusy byly zaloZeny v letech 2006-2007 na pozemcich v lokalitich Krométiz, VURV Praha Ruzyné a
VUPT Troubsko po vhodné piedploding. Byla pouzita optimalni technologie s omezenymi chemickymi
vstupy, tzv. rezim ,low input®, s aplikaci mineralniho hnojiva ptfed zakladni orbou na podzim. B&hem
vegetace byly u jednotlivych sledovanych materialii individuelné hodnoceny biologické, morfologické a
hospodariské znaky podle klasifikatord IPGRI a narodniho klasifikatoru pro rody Hordeum, Avena a Triticum
a narodnich klasifikatorti pro proso, pohanku a luskoviny.

Vysledky a diskuse

Struéna charakteristika studovanych plodin je uvedena v Tab. 1 a v dal§ich tabulkach, grafech a
fotografiich v prezentovaném posteru.
Tabulka 1: Stru¢na charakteristika studovanych plodin

Nézev Puvod, char. materialu, deklar. Vyska, | Veg. doba, Vynos, HTS,
specifika chem. slozeni cm dny t.ha g

Je¢men

Svétly typ zrna (Taiga) gigs‘;ltlrgZ;‘;;’e ggﬁdﬁsifﬁﬁ rggs' 69-86 107 1.14-6.64 36.4-41.9

Cerny typ zrna . ,

(Nud}i/m}gl)anocrithon, gen.zdroje (ETH), vysoky obsah 78-110 | 101-107 1.10-5.40 31.8-46.8
. bilkovin (NL) a polyfenola

Abyssinian)

Oves

“o1v 1 - (ROM) — pést. material, vys. obsah .
?ﬁﬂg f’(,p6 1”;13 (1-Baragan | g | kanti (BG); 2 - pést. materidl 96-111 114 1.5022_316.((35:32 01';6' 19.2-28.0
’ (GBR), vys. obsah tuku,bezpl. zrno ) P

Cerny typ zrna (Ariane) Slecht. odr. (FRA), BG 101-107 114 3.68-3.72 27.6-28.9

Psenice jednozrnka (1 - 1- (ESP), extr. vys. obsah NL, lepek

Escana, 2 - Schwedisches rozplyvavy, vyssi sedim. dle Zelenyho 79-93 114-122 1.28-4.80 21.2-32.9

Einkorn) (SZ); 2 - (SWE), vys. obsah NL, nizky
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. Plvod, char. materialu, deklar. Vyska, | Veg. doba, Vynos, HTS,
Nazev . . . -1
specifika chem. slozeni cm dny t.ha g
lepek, sti. gluten index (GI), nizka SZ
1-(GER), vysoky obsah NL, vys.
PSenice dvouzrnka (1 - lepek, sti'. GI, nizka SZ; 2-(CZE),vys. 3 } }
Kahler Emmer,2 - Rudico) odolnost houb. chorobam, vys. obsah 107-119 14 0.72-2.54 24.3-28.0

NL a lepku, velmi vys. GI, nizka SZ

stfedné vys. genotypy, polopozdni az
Pohanka tatarska pozdni, sti. az vys. HTS, st az vys. 114-127 146 1.90-2.20 10.9-13.1
obsah rutinu

stf. az vys. genotypy, polorané az

Proso seté . 85-122 106-137 0.67-2.29 3.8-5.0
polopozdni
Cizrna berani roz. potr. vyuzitelnost, obs. chalkonové | gq g7 | 113146 1.72-2.33 170-178
derivaty a jednoduché kumariny
. . obsahuje 23-25% NL, 1-1,5% tuku,
Vigna catjang 55-579% sacharidi 114 2.20-3.40 202.5-207.7
vys. nutr. hodnota ve srovnani s
Hrach Kapucin béznym hrachem, relativné vys. obsah 96-117 110-115 1.72-3.14 223-229
NL
N 0, ) _5Q0,
Hrachor az 25% NL, cca 2,2% tuku, 55-59% 91-115 302 236255

sacharidi, na zro i lusky

Je¢men a oves jsou znamymi plodinami, péstovanymi v komerénim zemé&délstvi. V daném projektu se
pozornost zaméfila na opomijené odridy a vychozi materily s odliSnym typem zrna a vysokym obsahem
nutriéné vyznamnych latek, zvlasté vlakniny potravy (zejména beta-glukand, BG), tuku a polyfenolickych
latek s antioxidacnim plisobenim. Kromé zrna lze u jeCmene zuzitkovat i stavu z mladé zelené hmoty rostlin,
kterd obsahuje mnozstvi fytonutrientl, vyznamnych pro udrzeni zdravi (enzymy, polyfenoly, vitaminy,
apod.). Diky vysokému podilu latek se zdravotn€ preventivnim ti€inkem zajem o dalsi potravinaiské vyuziti
zrna nebo doplikll potravin na bazi jeCmene a ovsa ve svété neustale nardsta (VASANTHAN, 2003).
Studium novych genovych zdroji bezpluchého ovsa se zvySenym obsahem tuku, a diferencovanou skladbou
mastnych kyselin a vy$§im obsahem vldkniny by umoznilo rozsifit sortiment tuzemskych ceredlii o
technologicky lépe zpracovatelny druh s bohatSimi zdravotné pfiznivymi vlastnostmi zrna (LYLY et al.,
2003). Pluchaté pSenice (jednozrnka a dvouzrnka) se vyznacuji mimofadné vysokym obsahem bilkovin,
dvouzrnka je relativné nenarocnd, s vyssi rezistenci vici houbovym chorobam. U jednozrnky je cenény
obsah karotenoidii (3-6 krat vyssi nez v zrné€ pSenice seté) a nizky obsah antinutri¢nich latek (STEHNO,
2003). Z hlediska produktivity se obiloviny fadily v potadi jeémen-oves-pSenice, pfi¢emz byla pozorovana
vysoka variabilita podle lokality péstovani a pribéhu pocasi. Tato se projevila i na hmotnosti obilek, zvlasté
u jecmene. K obilovindm se fadi i proso, jehoz potravinaiské vyuziti rovnéz neni vzhledem k vyzivné
hodnoté zrna dostatecné. Proso ma vyssi obsah vitamint (zvlasté¢ A, Bl a B2), nerozpustné vlakniny a
mineralnich latek, neobsahuje lepek a proto je vhodné i pro nemocné celiakii (MICHALOVA, 2001).
Pohanka tatarskd, kterdA ma obsah pfirodniho rutinu vys$i nez pohanka obecna, se miiZze stat atraktivni
rostlinou pro naroéngjsi spotiebitele (MICHALOVA, 1998). V nagich péstebnich podminkach piekvapila
vynosem zrna, i kdyz je u ni tfeba pocitat s delsi vegetacni dobou. Naopak proso patii k plodindm s kratkou
dobou vegetace, nicméné vynos zrna této plodiny je mimotfadné poplatny poctu a frekvenci naletu ptactva.
Pfi zpracovani na potraviny se nazky pohanky rozemelou, kdezto proso, obdobné jako dalsi pluchaté
obiloviny, vyZzaduje slozité&jsi technologickou pfipravu zrna pied dal$im potravinarskym zpracovanim.

Samostatnou skupinu tvofi malo rozSifené a netradicni luskoviny. Kromé vysokého obsahu bilkovin,
zvlasté hrach kapucin a vigna (MARQUARD, 2000), vynikaji fadou dalSich vyznamnych latek, jako je
naptiklad vlaknina potravy, vitaminy skupiny B a dokonce i nekteré polyfenolické latky. Z hospodaiského
hlediska jsou vhodné do sussich oblasti s delsim vegetacnim obdobim, avsak je mozné vybrat i materialy
s niz§im pozadavkem na pocet vegetacnich dni. U luskovin obecné existuje nebezpec¢i poskozeni zvéii,
nicméné svou produktivitou si n€které druhy a odridy nezadaji i s tradi¢nimi obilovinami.

Soucasti feSeni problematiky vyuziti minoritnich plodin je navrhnout nové technologické postupy na
jejich zpracovani a rozpracovat receptury na nové vyrobky, kde by byly akceptovany nutriéni ptrednosti
téchto druhi.
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VLIV KINETINU A BENZYLADENINU NA REGENERACI EXPLANTATU
CANNA INDICA L.
EFFECT OF KINETIN AND BENZYLADENINE ON REGENERATION OF
CANNA (CANNA INDICA L.) EXPLANTS

Veronika KILIANOVA — Bé&la SVITACKOVA — Helena FISEROVA — Marek KLEMS

The aim of this study was to develop an in vitro method of propagation of canna (Canna indica L.) plants. Altogether
three canna cultivars of the Czech origin were studied, viz. "Dukla’, "Ludmila” and "Labe”. Plant material was sterilised
for 16 minutes with 0,2 % HgCl, and cultivated on a MS-medium in combination with 2 mg.I"* of IAA and 1 or 5 mg.I"* of
cytokinin (benzyladenine or kinetin). Evaluated were numbers of buds and roots regenerated on media under study.
Optimum results were obtained with the cv. “Dukla’ (the best root formation was supported by 1 mg.I™ of kinetin) and the
cv. “Ludmila” (the best regrowth of buds from the explant base was obesrved on the medium containing 5 mg.I" of
benzyladenine).

Key words: canna (Canna indica L.), in vitro propagation, cytokinins

Uvod

Rod Canna L. - dosna patii do ¢eledi Cannaceae - dosnovité, fadu Zingiberales. Canna je jediny rod této
Celedi zahrnujici asi 60 druht v tropické a subtropické Americe, méné v Africe a v jihovychodni Asii.
Rodovy nézev pochazi z feckého slova canna (trubka), ktery vystihuje tvar kvétu (KRESADLOVA, VILIM,
2004). V zahradnické praxi se dosny mnozi vegetativné délenim hliz se souasnym pienosem viroz, které se
stavaji celosvétovym problémem. Symptomy se projevuji hlavné na listech mozaikou a deformacemi. Jednim
z feSeni je ozdravovani rostlin termoterapii v podminkach in vitro s nasledujicim mnozenim bezvir6znich
rostlin.

Cytokininy se v kultivacnich médiich pouzivaji za ucelem stimulace bunééného de€leni, k indukci tvorby
prytd, inhibici tvorby kofend, vyrazné snizuji apikalni dominanci a stimuluji vétveni. Nékteii autoii uvadeji,
7e pouziti benzyladeninu je vhodn&jsi pro indukci regenerace in vitro nez pouziti kinetinu. GUREL et al.
(2001) dosahli pti pouziti BA optimalni regenerace prytii u cukrovky a obdobn¢ byl benzyladenin aktivnéjsi
pfi regeneraci Bacopa monniera nez kinetin i thidiazuron (VAIBHAYV et al. 2001).

Morfologicky podobna rostlina dosné je bananovnik Musa, pro kterou je podle GEORGE a PUTTOCKa
(1987) vhodna pii mnoZeni in vitro koncentrace 2 mg.l”" IAA a 1mg.I" kinetinu. V piedkladané praci byl
sledovan u¢inek dvou koncentraci (1 mgl' a 5 mg.l") dvou cytokininil - kinetinu a benzyladeninu na
regeneraci kofendi a pupentl u explantati z hliz 3 kultivarti dosen v podminkach in vitro (KILIANOVA,
2007).

Material a metody

K pokustim byly pouZity 3 odridy druhu Canna indica L: "Dukla’ - stfedni vzrist, siln€¢ odnoZzujici - tvoii
4 — 6 vyhonil z jedné hlizy, ‘Ludmila” - mohutny vzriist s velmi dobrym mnozitelskym koeficientem, odolna
k virézam a "Labe” - stfedni vzriist, nachylna k virozam (SVITACKOVA, UHER, 2005).V tnoru 2007 byly
jednopupenové sterilni explantaty kotfenovych hliz (16 minut 0,2% HgCL, a 3 x oplach ve sterilni
destilované vod¢€) vkladany na média MURASHIGE, SKOOG (1962) s kombinaci rustovych regulatora
uvedenych v tab. 1.

Tabulka 1: Varianty média Murashige - Skoog s riiznou koncentraci ristovych regulatora

Medium | Koncentrace auxini | Koncentrace cytokinind
A 2mg.1"1IAA Img.1" BA
B 2mg. 1" 1AA 5mg.1" BA
C 2mg. 1" IAA 1 mg.1" kinetin
D 2mg. 1" IAA 5mg.1" kinetin

TAA-indoly-3-octova kyselina, C;(HyO,N, BA-6-benzylaminopurin C;,H;;Ns, kinetin-C;,HyNsO
Hodnoceni ristu explantatu bylo po 3 a 7 tydnech kultivace pii 16 hod. svétla a 8 hod. tmy pfi teploté 23°C.
V grafu 1 je uveden prumérny pocet vytvorenych pupent a kofeni na jednom explantatu se stiedni chybou.

Vysledky a diskuse

Z grafu 1 je patrné, Ze zvySeny pridavek cytokinini zvySuje proristani pupent a BA ma lepsi Gcinky
v obou koncentracich nez kinetin, jehoz pfitomnost v mediu naopak zvySuje tvorbu kofend. Rozdily u
jednotlivych odrid pfi proristani pupenti na vSech médiich jsou statisticky neprikazné. Kofeny tvofila
nejvice odriida ‘Dukla’ na médiu C (2 mg.l" IAA, Img.I" kinetin) - jiz po 3 tydnech kultivace statisticky
prikazné a po 7 tydnech kultivace tvofila primérné tii kofeny na jeden explantat. Podobné MEREDITH et.
al. (1970) uvadi zakofenovani fizku Feijoa sellowiana po aplikaci kinetinu a NEMETH (1979) stimuluje
tvorbu kofentl aplikaci BA u letorostii Prunus. V nasem piipadé pfidavek cytokininu BA — médium B - (2
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mg.l'l IAA, 5 mg.I"" BA) naopak tvorbu kofentl inhibuje, obdobné jak uvadi ERIKSEN (1974) u hrachu a
FISEROVA, PSOTA (1992) po aplikaci cytokininl urea typu na fizky vrby jivy.

ks

ledium A ledium B Medium C Medium D I
0,4 1 {
-0,9
1,4

pramérny pocet korent r - -

1,9
2,4 J_ =
-2,9
3,4 J

prumérny pocet pupent
1,1 - - T

06 T

0,1

O Dukla/3 O Dukla/7 O Ludmila/3 @ Ludmila/7 O Labe/3 O Labe/7

Obr. 1: Primérny pocet pupenii a kofenii se stfedni chybou na explantat po 3 a 7 tydnech kultivace u
3 kultivari dosny (Dukla/3, Dukla/7,...) na 4 kombinacich ristovych regulitora v médiu MS (sloZeni
v tab. 1).

Zavér

Odrtida "Dukla’ na médiu C (2 mg. I'' IAA a 1 mg. I"' kinetinu) vytvofila jiz po 3 tydnech statisticky vice

kotenti a po 7 tydnech méla tii kofeny na explantat. Tvorba pupenti byla u vSech sledovanych kultivari
statisticky neprikazna - na explantatu rostl primérné jeden pupen. Mezi pouZitym cytokininem
benzyladeninem a kinetinem byl rozdil v ristovych uc¢incich — kinetin svym plsobenim snizuje tvorbu
pupentl, ¢imz podporuje tvorbu kotfent.
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VLIV KYSELINY ABSCISOVE NA EXPRESI ZASOBNiCH PROTEINU PRI
DESIKACI ZYGOTICKYCH EMBRYI HRACHU IN VITRO
THE EFFECT OF ABSCISIC ACID ON EXPRESSION OF STORAGE PROTEINS
DURING DESICCATION OF PEA ZYGOTIC EMBRYOS IN VITRO

Marek KLEMS' — Pavla SOLNICKA'! — Zuzana MIKUSOVA' — Zdetika SLAMOVA! —
Helena FISEROVA' — Stanislav. PROCHAZKA' — Jiti HORACEK? — Helena
KLENOTICOVA? — Miroslav GRIGA?

The correlation between changes of the level of abscisic acid and the expression of storage proteins during development
of pea zygotic embryo has been studied. The expression of storage proteins in embryo of control plant corresponded to
the high level of ABA in a stage of ripening of cotyledonary embryo. The application of 20 M flurochloridone on
flowering plants decreased the content of ABA in endosperm and in cotyledonary embryo in the early stage of
development. Immature and mature cotyledonary embryos were cultured in vitro on the medium supplemented by 30 g or
80 g of sucrose in the presence of flurochloridone or ABA. The accumulation of storage proteins in the relation to
desiccation is controlled by increased level of abscisic acid in the embryonic tissues and in the seed..

Key words: pea zygotic embryo, abscisic acid, flurochloridone, storage proteins, desiccation

Uvod

Zygoticka embryogeneze je fizena nejenom aktivitou gentl, ale také hormondlni homeostazi, pficemz na
této regulaci se podileji vSechny skupiny fytohormonti (LIU et al., 1995). Pro optimdlni riist a vyvoj embrya
az do faze maturace je nejvyznamgjsi kyselina abscisova. WANG et al. (1987) popsali akumulaci ABA
béhem embryogeneze a vyvoje semen Pisum sativum. Dynamika obsahu ABA v ¢ase byla charakteristicka
dvéma piky. Prvni maximum ABA odpovidd maximalnimu ristu testy, druhé intenzivnimu ristu embrya.
Béhem posledni vyvojové faze embrya, ktera odpovidd maturaci, jsou akumulovany zasobni proteiny
(WANG a HEDLEY, 1993). Syntézu a ukladani zasobnich proteint v procesu desikace v semenech hrachu
detailn¢ popsali REISDORPH a KOSTER (1999). Tento proces postupné dehydratace Zivého obsahu bunék
a pletiv pfipravuje Zivotaschopnd embrya a semena na piekonani nepiiznivého obdobi v zivotnim cyklu
a zabranuje predéasnému klic¢eni. Cilem prace bylo popsat vztah mezi hladinou ABA a expresi zasobnich
proteint jak v podminkach in vivo, tak pfi kultivaci izolovanych embryi in vitro.

Material a metody

Z rostlin hrachu setého (odriida Oskar) byly provadény v 9, 15, 22 a 30 dnech po rozkvétu (DAA) odbéry
semen. Nezrald i zralda kotyledonarni embrya byla kultivovana in vitro na MS médiu (MURASHIGE a
SKOOG, 1962) s 30 g nebo 80 g sachardzy za pritomnosti flurochloridonu (20 uM) ¢i ABA (10 uM). Pro
analyzy ABA a zasobnich proteinti byla semena rozdélena na embryo, endosperm a testu. ABA byla
analyzovana pomoci RIA metody (QUARRIE et. al., 1988), pfi které byla pouzita monoklonalni protilatka
MAC 262. Pro analyzu zasobnich proteint byla pouzita SDS polyakrylamidova elektroforéza (LAEMMLI,
1970). P#i kultivaci izolovanych embryi in vitro bylo hodnoceno piezivani embryi a kliceni (%). Ke
statistickému hodnoceni byl pouzit t-Studentliv test pro testovani prukaznosti rozdilu dvou primért na sobé
nezavislych o stejném rozsahu vybérového souboru. Statistické hodnoceni bylo provedeno v analyzach
obsahu ABA ve ¢tyfech opakovanich.

Vysledky a diskuze

Analyzy obsahu ABA prokazaly, Ze nejvétsi obsah ABA byl nalezen v endospermu. Mensi obsah ABA
byl zjistén v embryu a nejmensi v testé semene. Lusky mély niz$i obsah ABA nez jednotlivé ¢asti semen.
Exprese zasobnich proteinid byla provedena v embryich, endospermu a v semenech. Exprese vicilinu zacala v
terminu 22 DAA, ale leguminu a convicilinu pozdé€ji v terminu 30 DAA. V tomto obdobi byla detekovana
subjednotka vicilinu s molekulovou hmotnosti 34 kDA i vsemenech a embryich flurochloridonem
oSetfenych rostlin. Pti kultivaci izolovanych embryi in vitro bylo charakteristické, Ze embrya zbavena déloh
intenzivnéji klicila, zvlaste v pripadé kultivace na médiu s flurochloridonem. Takto oSetiena embrya méla
méné vyraznou expresi zasobnich proteinti oproti embryim kontrolni varianty (neoSetfend). Flurochloridon
obsah ABA u takto oSetfenych embryi snizoval. Exprese zasobnich proteinti v embryich neoSetienych
flurochloridonem nasledovala pik vysokého obsahu ABA v obdobi dozravani kotyledonarniho embrya.
Obsah ABA byl nejvyssi po kultivaci embryi na médiu s ABA a to i v pfipadé odstranéni déloh. Ukladani
zasobnich proteint bylo ve vztahu k desikaci fizeno zvySenim koncentrace kyseliny abscisové v pletivech
embrya a semene, coz odpovida obdobnym zjisténim XU a BEWLEY (1995) na embryich vojtésky.
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VLIV NAPADENI FUSARIEM NA REOLOGII TESTA PSENICE
IMPACT OF FUSARIUM INFECTION ON WHEAT DOUGH RHEOLOGY

Zuzana KOCOURKOVA — Tibor SEDLACEK — Karla REHOROVA

Fusarium Head Blight (FHB) belongs to most important fungal diseases of wheat. FHB occurs worldwide on small grain
cereals. FHB reduces kernel weight, contamination by mycotoxins is harmful to human and animal health. Furthermore,
rheological properties of dough and breadmaking quality are significantly affected. Varieties Sulamit, Darwin, Simila
and Sakura were infected by FHB. Deoxynivalenol content was increased in infected samples. Mixograph was used to
compare rheological properties of dough from infected and healthy wheat grain. 16 mixograph parameters were
evaluated. Results showed statistically significant effect on 8 mixograph parameters (IHTP, Break down, Peak time, Area
within, End width, Peak angle, Time 1_2 a Init slope) at the 95% confidence level.

Key words: Fusarium head blight, wheat, rheology, mixograph, baking quality

Uvod

Fuzariézy jsou houbova onemocnéni napadajici obiloviny, v¢etné pSenice. Pti napadeni pSenice druhy
Fusarium graminearum a Fusarium culmorum dochazi ke tvorbé lidem i zvifatim $kodlivych mykotoxini,
zejména deoxynivalenolu (DON) a zearalenolu (ZEA). Napadeni fuzarii snizuje hmotnost zrna, a tim i vynos
pSenice. Pokud je infikovano osivo byva redukovana jeho klicivost a sniZzena vitalita rostlin.

Zhorsena pekatska jakost vlivem napadeni fuzarii byla jiz publikovana (DEXTER et al., 1996; PRANGE
et al., 2005). Houba ni¢i Skrobové granule, zasobni proteiny i bunééné stény coz zpusobuje technologické
problémy. Mykotoxiny inhibuji ¢innost enzyml a kvasinek (SARIC et al., 1997). BOYACIOGLU a
HETTIARACHCHY (1995) zjistili, Ze i stiedni napadeni F. graminearum zptisobuje vyznamné kompozi¢ni
zmény karbohydratd, lipidd a proteini. DEXTER et al. (1996) uvadi, ze pti dlohodobé&j§im hnéteni se tésto
z fuzaridzni pSenice stava lepivé a obtizné zpracovatelné. Efekt napadeni fuzariem na mérny objem peciva je
zavisly na odrude.

Mixografické posouzeni vlastnosti tésta pii hnéteni je vyuzivano v fadé S$lechtitelskych programt.
Hodnoceni riznych parametrti mixografické kiivky umoziuje predikci chovani tésta béhem zpracovatelského
procesu a pekaiské jakosti (DOBRASZCZYK a SCHOFIELD, 2002).

Material a metody

Infekce smési ras F. culmorum a F. graminearum byla provedena ve fytoSkolce Slechtitelské stanice
Selgen a. s., Stupice u 4 vzorktl pSenice ozimé s riznou urovni rezistence.

Hodnoceni reologickych vlastnosti tésta bylo provedeno na piistroji ReoMixer (REOMIX Instruments,
Svédsko). Tésto bylo ptipraveno z 10 g §rotu a 6,5 ml vody.

Vysledky a diskuze
Obsah deoxynivalenolu byl stanoven metodou imunoafinitni chromatografie a zjisténé hodnoty jsou
uvedeny v tabulce 1. Obsah deoxynivalenolu je zavisly na stupni rezistence k napadeni fuzarii.

Tabulka 1: Obsah deoxynivalenolu u kontrolnich a infikovanych vzorku pSenice 0zimé

Obsah DON (ppm)

Vzorek kontrola infekce
1 0,3 17,0
2 0,0 8,0
3 0,0 7,5
4 0,0 3,5
Prumér 0,1 9,0

Standardni metodikou byly z mixografické kiivky (obr.1) zjistény parametry tésta — viz. tab. 2
Ziskané udaje byly statisticky vyhodnoceny v programu Statgraphics. Z vysledki vyplyva, ze napadeni
fuzarii ma statisticky prikazny vliv na parametry IHTP (mixograficky index), Break down, Peak time, Area
within, End width, Peak angle, Time 1 2 a Init slope. Z pfedchozich mixografickych hodnoceni provadénych
v nasi laboratofi vyplyva, ze parametry IHTP, Peak time, Area within, End width a Time 1 2 jsou statisticky
prikazné v pfimé a parametr Break down v nepiimé korelaci s objemem peciva. Ovlivnéni reologickych a

vvvvvv
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Obr. 1: Mixografické krivky vzorku 1

Vzorekl- kontrola

1, Meingiorge

Tabulka 2: Primérné hodnoty mixografickych paErametrﬁ a jejich ovlivnéni napadenim fuzarii
=
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Infekce | 18,65 0,60 | 3,88 | 2,47 | 6,23 | 50,57 1,78 36,81 (20,65( 7,60 | 1,79 | 3,07 | 1,69 | 1,33 | -0,35| 1,03
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Graf 1: 95% limity pravdépodobnosti vyskytu hodnot breakdown (A) a areawithin (B) u kontrolni (0)
a infikované (1) varianty

Zavér

ZvySeny obsah mykotoxinu DON, jako dusledek napadeni pSenice fusarii, statisticky vyznamné ovlivnil 8

z 16 hodnocenych mixografickych parametru.

Projevilo se, ze zeslabeni tésta pii napadeni fuzarii je zavislé na obsahu deoxynivalenolu.

Tato prace vznikla za podpory granti NAZV QG50076 a GACR 521/05/H013.
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EFFECT OF ENDOGENOUS AUXIN ON REGENERATION
OF DIFFERENT HYPOCOTYL REGIONS OF FLAX CULTIVATED IN VITRO
VPLYV VNUTORNEJ HLADINY AUXINU
NA REGENERACIU Z ROZNYCH OBLASTI HYPOKOTYLU CANU
KULTIVOVANEHO V PODMIENKACH IN VITRO

Zuzana KOVACOVA! — Blanka CERMAKOVA? — Alena TRAVNICKOVA? — Bohus
OBERT' — Ivana MACHACKOVA? — Anna PRETOVA'

The aim of our study was to search for changes in endogenous level of auxin (IAA — indole-3-acetic acid) after
application of different concentrations of exogenous growth regulator — auxin (2,4-D — 2,4-dichlorophenoxyacetic acid)
to in vitro cultivated flax cultivar Super, and to correlate these changes to morphogenic response of different hypocotyl
regions (apical, central or root region).

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

Introduction

Flax (Linum usitatissimum L.) is an ancient cultivated species that still has an important impact on the world
economy. This species is traditionally cultivated for its main products - fibre and seed oil (PRETOVA et al.,
2005). Flax has been also the focus of a great deal of both basic and applied research in plant cell and
biotechnology studies (MILLAM et al., 2005).

Material and methods

Seeds of Linum usitatissimum L. of cultivar Super (fibre flax) were used in our experiments. Flax seeds
were rinsed in 96 % ethanol for 5 min, surface sterilized with 25 % Savo (2,36 g. I"' NaClO) and washed
three times with sterile water. Seeds in screw cap jars were cultivated in a growth chamber at the temperature
of 21°C+2°C under a 16 h photoperiod with a cool white light source providing 8,6 W.m™ light intensity.
Flax seedlings, 20-40 mm in length, were cultured in vitro on %2 MS (MURASHIGE and SKOOG, 1962)
medium with addition of 2 % sucrose and 0,8 % agar. The pH of the medium was adjusted to 5,8 before
autoclaving. Hypocotyls of 6-days old flax seedlings were cut into 2-3 mm segments. The part of hypocotyl
segments  from apical, central and basal region were placed into liquid MS media with 2,4-D (2 mg.I" and
5 mg.1™"). Fresh hypocotyl segments from the same parts of hypocotyl were used as a control. The level of
auxin in different regions of flax hypocotyl was measured according to method (DOBREV, KAMINEK,
2002). This method allows fast and efficient separation of cytokinins from auxin and abscisic acid. We
accomplished that measurement two times. For final quantification of extracted auxin the LC-MS ion-trap
method was applied.

Results and discussion

After two weeks of cultivation of hypocotyl segments in liquid MS media with 2,4-D (2 mg.1" and 5 mg.1")
we observed that hypocotyl segments from apical and central part of hypocotyl regenerated more significant
than hypocotyl segments from basal part. Following this observation, we measured the level of auxin in
different regions of flax hypocotyl. Various content of auxin in apical, central and basal region of flax
hypocotyl (tab. 1) was found. The highest level of IAA was obtained from central part of hypocotyl and this
observation was accomplished for hypocotyl segments cultivated in liquid MS media with 2 mg.I" of 2,4-D.
This argument would elucidate the effects of different regions of hypocotyl on endogenous level of auxin in
flax hypocotyl. An backward trend we found out with 5 mg.I"" of 2,4-D added to the liquid MS media. The
plant hormone auxin, indole-3-acetic acid (IAA), is synthesized in meristematic regions at the shoot apex and
transported to the root tip (BLAKESLEE et al., 2005). Auxin transport in this case was positive influenced
by rising concentration of 2,4-D. These findings could suggest the important role of 2,4-D in the media.
Balanced content of auxin was achieved from different regions of hypocotyl of control.

Conclusions

Our results might suggest that the level of indole-3-acetic acid (IAA) differs in the apical, central and basal
part of flax hypocotyl and is influenced also by2,4-D added to MS media in different
concentrations. Changes in endogenous content of auxin were expressed in different morphogenic response
of different regions of flax hypocotyl cultivated in media supplemented with 2,4-D.
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Table 1: Level of auxin (IAA) in apical, central and basal region of flax hypocotyl

IAA (pmol.g™)
Liquid MS media Part of hypocotyl
1. variant 2. variant
A 2,4 2,4
HF (control) C 2,0 2,1
B 2,2 2,1
A 7.4 5,1
2mgl'2,4-D C 7,7 7,0
B 5,6 5,3
A 2,3 2,3
5mg.l" 2,4-D C - -
B 6,2 4,8

HF — hormone-free MS media
2,4-D — dichlorophenoxyacetic acid
IAA — indole-3-acetic acid

A — apical part of hypocotyl

C — central part of hypocotyl

B — basal part of hypocotyl
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ZLEPSUJE FOLIARNA APLIKACIA ATONIKU ANTIOXIDACNU KAPACITU
RASTLIN CAKANKY?
DOES IMPROVEMENT APPLICATION OF ATONIK THE ANTIOXIDANT
CAPACITY IN CHICORY PLANTS?

Marek KOVAR — Ivan CERNY

The effect of foliar applied morphoregulator ATONIK containing mono-nitrophenolates as active ingredients was
evaluated in field trials on chicory plants. Resulst of this investigation shown that application of nitrophenolates
significantly induced of enhance activity of SOD, the key enzyme of ROS detoxication cascade, but not enzymes CAT and
POX. On the other hand, AToNik enhanced membrane stability and induced accumulation of proline and soluble sugars.
Key words: plant growth regulators, Atonik, antioxidant system, sugar, chicory

Uvod

Realizacia rastovo produkéného procesu a formovanie urody st komplexné fyziologické procesy,
limitované agroklimatickymi podmienkami daného stanovista (EVANS, 1993). Reakcie rastlin na rychle
a vyrazné zmeny faktorov prostredia stvisia s obrannymi mechanizmami v ramci druhovo podmienenej
stratégie prezitia jedinca. Je zname, Ze v suCasnom obdobi pestovania intenzivnych genotypov
pol'nohospodarskych plodin vzrasta ich citlivost’ na fyziologicky nevyrovnané podmienky prostredia, co
¢asto indukuje stresové stavy (RICHARDS, 1999), kladuc tak zvySené naroky na manazment produkcie.

V manazmente rastlinnej produkcie sa pre optimalizaciu formovania urody uz niekol’ko desatroci tispesne
vyuzivaji  morforegulatory rastu (OOSTERHUIS, ROBERTSON, 2000). Jednym =z takychto
morforegulatorov je ATONIK (Asahi Co., Ltd; Japan), obsahujici biologicky aktivne mononitrofenolaty.
ATONIK sa pouziva vo viac ako 20 krajinach sveta, najmd v riadeni produkcie cukrovej repy, bavinika
(Gossypium hirsutum), ryze (Oryza sativa), sdje (Glycine max). ale aj papriky (Capsicum annuum), raj¢iaka
(Lycopersicon esculentum) a pod. (CERNY, PACUTA., 2003; BYNUM et al., 2007; FERNANDEZ,
CORREA, 2005)

Detailny uc¢inok nitrofenolatov na molekularne, metabolické a fyziologické procesy nie je v sicasnosti
znamy. V literatlre sa popisuje, ze nitrofenolaty su prirodné latky stimulujuce rast rastlin (i) zmenou aktivity
antioxidacnych enzymov superoxid dismutazy, katalazy a peroxidazy., ktoré su zapojené do detoxikacie
reaktivnych foriem kyslika (DJANAGUIRAMAN et al., 2004), (ii) zvySujuc fotosynteticka aktivitu (GUO,
OOSTERHUIS, 1995), (iii) zvySujuc aktivitu nitratreduktazy (SHARMA et al., 1984) a (iv) zlepSujuc
stabilitu biomembran (GUO, OOSTERHUIS, 1995).

Cielom prace bolo kvantifikovat’ Géinok nitrofenolatov pripravku ATONIK na antioxida¢nu kapacitu
buniek asimilacného aparatu cakanky obycajnej a popisat vztah medzi nitrofenolatmi, antioxidacnou
kapacitou a vyslednou zlepSenou toleranciou vo¢i stresovym situaciam.

Material a metody

Rastliny ¢akanky obycajnej (Cichorium intybus L.) odrody Maurane boli pestované v polyfaktorovych
polnych experimentoch uskutocnenych vo vegetacnych rokoch 2006 a 2007. Zékladné hnojenie bolo
vykonané bilan¢nou metddou na zékladne agrochemického rozboru pody, vzoriek odoberanych do hibky 0-
0,6 m (kolorimetricky), so sucasnym stanovenim P, K, Ca, Mg (vyluh Mehlich II). Foliarne v dvoch
terminoch (pred uzatvorenim riadkov a na suvisly rastlinny pokryv, 2 - 4 tyzdne po zakryti riadkov) bol
aplikovany postrek morforegulatorom ATONIK v davke 0,6 Lha™.

Biologicky material pre hodnotenie fyziologickych a biochemickych parametrov bol plne hydratovany
destilovanou vodou a uskladneny pri teplotach 4 °C po dobu prepravy do laboratornych podmienok na d’al$iu
analyzu. Pre biochemické analyzy boli z rastlin dekapitované 5 listy. Koncentracia asimilaénych pigmentov
(chlorofylu a, b a celkovych karotenoidov) bola stanovena podla LICHTENTHALER (1987) a celkovy
protein podla BRADFORD (1976). Celkovt aktivitu SOD sme stanovili podla MADAMANCHI et al.
(1994), aktivitu CAT podl'a AEBI (1984) a aktivitu POX podla CHANCE a MAEHLY (1955) s malymi
upravami. Peroxidacia lipidov bola hodnotena meranim urovne malondialdehydu (MDA) podl'a HODGES et
al. (1999). Membranova stabilita bola merand konduktometricky podla TRIPATHY et al. (2000).
Koncentracia prolinu a rozpustnych sacharidov bola stanovena podl'a BATES et al. (1973) a DUBOIS et al.
(1956) spektrofotometricky.

Statistick4 analyza experimentalnych tidajov bola hodnotena prostrednictvom $tandardnych grafickych
a Statistickych metod programového balika Excel a Sigma Plot.

Vysledky a diskusia

Rastliny su v prirodzenych podmienkach prostredia Casto vystavované sti¢asnému pdsobeniu réznych
stresovych Cinitel'ov abiotického a/alebo biotického charakteru, ktoré v kone¢nom désledku limituju rast a
produktivitu. Vo vSeobecnosti je mozné rozliSit' dva pristupy eliminacie stresovych situacii, a to (i)
konstrukciou nového, tolerantnejSicho biologického materidlu s udrzanim kvantitativnych a kvalitativnych

147



Nové poznatky z genetiky a S'achtenia po'nohospodarskych rastlin Zbornik zo 14. vedeckej konferencie, Piestany : VURV, 2007

parametrov produkcie a/alebo (ii) G¢innou, biologicky preciznou aplikaciou agrotechnickych zasahov,
vyuzivajiic okrem konvencnych postupov aj fyziologicky ucinné latky, tzv. morforegulatory rastu (BYNUM
et al., 2007).

Pripravok ATONIK, obsahujuci biologicky aktivne zlozky zo skupiny mono-nitrofenolatov, je mozné pre
jeho indukciu antioxidac¢nej kapacity zaradit' medzi antistresové latky. Potencialny antistresovy efekt
pripravku ATONIK bol sledovany prostrednictvom zmien antioxidacnej kapacity buniek, ktorej vysledkom je
udrzanie ich fyziologickej aktivity v podmienkach stresu. V literatire uz davnejSie bol popisany vzt'ah medzi
antioxidacnou kapacitou bunky a vyslednym stresovym poskodenim (SMIRNOFF, 1993).

Pocas vegetaéného obdobia sme pozorovali klasicki
fyziologicku zmenu koncentracie asimilacnych pigmentov
v listoch ¢akanky, kedy sa postupne s ontogenézou rastlin

/‘/c},,ﬂ«{;»\‘\@ koncentracia chlorofylu a, chlorofylu b a celkovych
él karotenoidov zvySovala a nasledne, k termindlnemu
H—§\§ obdobiu vegetaéného obdobia vplyvom senescencie
klesala (obr. 1). Pozorovali sme, ze aplikacia pripravku
~o-m ATONIK spomal’uje rozpad chlorofylov (najméi chlorofylu
a) v porovnani s neoSetrenymi rastlinami a tak odd’al’uje
senescenciu listov. Vysledkom je prediZenie aktivity

fotosyntetického aparatu, ako bolo dokumentované
— T T T dynamickymi parametrami rastovej analyzy (vysledky nie
" éasTZdberu vz:iek " st ukézané).
Obrazok 1: Zmena koncentricie chlorofylu (a+b) a Tvorba aktivnych foriem kyslika, sposobujica
pomeru chl a / chl b (vo vnitri obrazku) poéas  oxidacné poskodenie buniek, je spdtd najmid s
ontogenézy rastlin €akanky. (e-kontrola; o-ATONIK).  energetickymi ogranelami bunky (chloroplast,
n=4:SE. mitochondria). Ich produkcia sa zvySuje vtedy, ked nie je

mozné vyuzit energiu biochemickymi procesmi a tato

nadbytoéna energia je prenesena na kyslik.
NajcéastejSie  je  prvym  takymto  produktom
superoxidovy anion. Enzym superoxiddismutaza
(SOD) katalyzuje premenu superoxidového aniénu na
peroxid vodika. Vzniknuty peroxid vodika je nasledne
detoxikovany enzymom kataldza (CAT) a/alebo
peroxi-dazovym systémom (POX). Potencialny narast
antioxidacnej kapacity prostrednictvom foliarne
aplikovaného pripravku ATONIK na listy rastlin
Cakanky by sa mal, podobne ako v pripade rastlin
cukrovej repy (CERNY, PACUTA, 2003), bavinika
(BYNUM et al, 2007)] alebo rajciaka 0
(FERNANDEZ, CORREA, 2005) odrazit’ na zvysenej ' ' ' '
aktivite jednotlivych antioxidatnych enzymov. Z
prezentovanych vysledkov je mozné konstatovat’, ze
foliarna aplikacia pripravku ATONIK sposobuje
v rastlinach cakanky signifikantny narast aktivity
enzymu SOD (obr. 2A). V detoxikacnej kaskade ROS
sme vSak nepozorovali signifikantne zvySenu aktivitu
enzymov CAT a POX v porovnani s folidrne
neoSetrenymi rastlinami (obr. 2B a 2C). Uvedeny jav 0
mdze sposobit’ hromadenie toxického peroxidu vodika, f f i i
najmd v chloroplaste, ¢o moéze spdsobit zvysenie a0 C
citlivosti fotosyntézy k stresovym faktorom a tym 3507
indukovat’ fotoposkodenie (SMIRNOFF, 1993).

Prekvapujuco, napriek zistenym nesignifikantnym
efektom  pripravku  ATONIK na  antioxidacny
metabolizmus c¢akanky sme pozorovali zvySenie
membranovej stability buniek (adaje nie su ukazané). 50
Tento vysledok koreluje zo zistenim, ze v bunkach 0
nedochadza k hromadeniu peroxidacnych produktov " " " "
lipidov, vyjadrenych koncentraciou MDA (udaje nie m i i i
si ukézané). Z tohto dovodu nas zaujimalo, ktoré Obrisok 2: 7 l:tas odberu "f°"e"SOD A CAT (B
metabolické drahy st dalej ovplyvnené pripravkom (rl‘;'(z)(;( © ";;";;: olnvtltge?ézz);m:;stlin é(alz;nky. 2.2
ATONIK. Zamerali sme sa na osmoticky aktivne 1atky  gontrola; 0-ATONIK). n=4+SE.
sacharidovej (glukdza a fruktéza) a aminokyselinovej
(prolin) povahy, o ktorych existuju dokazy, ze prispievaju k expresii osmotického prisposobenia. Nase
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vysledky ukazuja, ze aplikacia pripravku ATONIK spdsobuje narast koncentracie volného prolinu, ako aj
koncentracie rozpustnych sacharidov (obr. 3).

Koncentracia rozpustnych

Obrazok 3: Zmena koncentracie prolinu
(A) a celkovych rozpustnych sacharidov
(B) pocas ontogenézy rastlin ¢akanky. (e-
kontrola; o-ATONIK). n=4+SE.

sacharidov (mmol.g™)

Zaver
Na zaklade naSich prvych experimentov uskuto¢nenych
v prirodzenych podmienkach prostredia, praca sumarizuje
metabolické zmeny v rastlinich cakanky, folidrne oSetrenej
o / pripravkom  ATONIK, ktory sa zaraduje do skupiny
*7 el morforegulatorov rastu a pouziva sa v manazmente produkcie
1 o mnohych plodin. Na zaklade zmien koncentracie asimila¢nych
pigmentov mdézeme konStatovat’, ze rastliny oSetrené pripravkom
ATONIK si dlhSiu dobu fotosynteticky aktivne, pretoze
o nitrofenolaty oddaluju senescenciu listov. Pozorovali sme
e signifikantné zvySenie aktivity antioxida¢ného enzymu SOD. Na
- druhej strane musime konstatovat, ze aktivita d’alSich enzymov
antioxidacnej kaskady (CAT a POX) nebola aplikaciou pripravku
ATONIK zvySena, ¢o bolo v kontraste s predpokladom a
experimentalne dokazanymi vysledkami popisanymi v literatiire
pri inych plodinach. Napriek tomu rastliny oSetrené pripravkom
ATONIK sa vyznacovali vySSou stabilitou biologickych membran,
¢o korelovalo aj s men$im mnozstvom MDA v porovnani s
neoSetrenymi rastlinami. Tento jav moze byt spOsobeny vysSou
koncentraciou osmoticky aktivnych latok v bunke oSetrenych
rastlin, najmd prolinu a glukézy. V dalSom vyskume sa
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zameriame na detailnejsie popisanie Géinku pripravku ATONIK na kI'i€ové enzymy biosyntézy sacharidov, ¢o
prispeje k poznaniu mechanizmu ucinku nitrofenolatov pri zlepSovani tolerancie rastlin voci stresovym
¢initel'om a stabilizacii urod.
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UCINOK POSTUPNEJ DEHYDRATACIE NA VYBRANE FYZIOLOGICKE
PARAMETRE HRACHU SIATEHO (PISUM SATIVUM L.)
THE EFFECT OF GRADUAL DEHYDRATATION ON SOME PHYSIOLOGICAL
PARAMETERS OF PEA (PISUM SATIVUM L.)

Eleondra KRIVOSUDSKA — Marian BRESTIC — Miroslav DOBRODENKA — Jozef
STEFANKA

There are characteristics of four genotypes ( Xantos, Svit, Debrecényi Galamb, Novozélandsky) of pea ( Pisum sativum
L.). Among tested genotypes , cultivar Xantos a Svit showed the highest free proline and RWC vallues after 17 days
without watering. This suggest on higher capacity for osmotic adjustment in these cultivars.

Key words : genotypes, water stress, pea, breeding

Uvod

Problematika sucha a suchovzdornosti je ve'mi komplexna a je dana Sirokym spektrom faktorov. Voda,
jej dostatok, ¢i nedostatok je hlavnym limitujicim faktorom vysokej produktivity plodin.

Vyuzitie vhodnych genotypov patri nielen k rieSeniam, ktoré mézu priniest’ vyznamny ekonomicky efekt,
ateda stabilitu Grod, ale aj ekologicku stabilitu prostredia. Je treba poznamenat’, ze otazky zvySovania
tolerancie na sucho su u pol'nohospodarskych plodin diskutované desatrocia. Naprick mnohym znamym
poznatkom o mechanizmoch tolerancie réznych polnohospodarskych druhov sa ani existujuci potencial
suchovzdornosti nevyuziva dostatocne, t.j. pri pestovani aktualnych genotypov byvaju zohl'adiiované skor iné
kritéria, ¢o svedc¢i o tom, Ze vplyv prostredia nepresiahol prah citlivosti a ekonomickej neefektivnosti vyberu
pestovanych odrdd.

Medzi najstarSie pestované plodiny zarad'ujeme strukoviny. Prave hrach je jednou z najstarSich
kultarnych plodin a ma velké naroky na vlahu. Najvyssiu potrebu vody ma v Case kvitnutia a po odkvitnuti.
Nedostatok vody v prvej Casti vegetacie sposobuje nizky vzrast rastlin, o nie je ziaduce, najmé pri hrachoch
zrnového typu. Nedostatok vlahy v ¢ase kvitnutia a v ¢ase po kvitnuti ma za nasledok malé nasadenie
strukov.

Cielom prace bolo preto sledovat’ schopnost’ osmotickej adjustacie réznych genotypov hrachu siateho
pocas dehydratacie a poukazat na vyznam vyberu tolerantného genotypu.

Material a metédy

V pokusnom roku 2006 boli zalozené na Katedre fyziologie rastlin nadobové pokusy Styroch genetickych
zdrojov hrachu siateho (Xantos, Svit, Novozélandsky a Debrecényi Galamb). Prvé dve odrody boli
vyslachtené na Slachtitel'skej stanici v Hornej Strede a patria k semileafless (bezlistovym) odroddm.
Zahrani¢né genotypy Novozélandsky (vysokého vzrastu) a Debrecényi Galamb (nizkeho vzrastu) patria
medzi tzv. olistené typy.

Vysev semien hrachu sa uskutocnil v prvej dekade aprila. Vo fenofdze kvitnutia bol u50% rastlin
indukovany vodny stres preruSenim dodavky vody. Zvysnych 50% rastlin bolo kontrolnych a zalievanych
pocas celého trvania pokusu.

Na stresovanych aj kontrolnych rastlinach (v najmladsich plne vyvinutych dospelych listoch) boli
sledované nasledovné parametre: relativny obsah vody v listoch, obsah vol'ného prolinu v listoch, osmoticky
potencial. Relativny obsah vody (RWC) v % bol stanoveny gravimetricky a obsah volného prolinu v listoch
refraktometricky metodou podla BATES et al. (1973) spektrofotometricky ninhidrinovou metddou.
Osmoticky potencial (W's) bol stanoveny psychrometricky (Wescor, Logan, Utah, USA).

Vysledky a diskusia

Pol'né plodiny, resp. ich odrody mézu reagovat’ na stres rozdielnymi reakciami. Preto experimentalna
determinacia a kvantifikacia vlastnosti biologického materidlu méze byt vyznamna nielen pre ich toleranciu,
adaptabilitu a rezistenciu, ale aj z hl'adiska d’alSiecho mozného rozvoja biotechnologickych metdd a slachtenia
(KOSTREJ et al., 2000).

V sucasnosti je znamych viacero obrannych mechanizmov, ktorymi rastliny prekonévaju vodny deficit,
limitujuci produkény proces. Medzi kI'icové patri osmoticka adjustacia (OA) (NILSEN, ORCUTT, 1996).

Bilanciu vody odraza parameter - relativny obsah vody (RWC). Pokles hodn6t RWC pod 90% znamena
iniciovanie zatvarania prieduchov, pokles pod 80% znamena iniciovanie metabolickych mechanizmov, ako je
osmotické prisposobenie a pokles pod 70% uz cCasto predstavuje vyznamny zasah do metabolizmu
zékladnych fyziologickych procesov (BRESTIC, OLSOVSKA, 2001).

Ked’ze rok 2006 bol ovplyvneny nepriaznivym priebehom pocasia, aj rastliny sledovanych genotypov
reagovali na deficit vody rozne. Vyrazny pokles obsahu vody v listoch nastal na 17. den vodného stresu.
Najvyssi obsah vody si ku koncu dehydratacie udrzali genotypy Svit a Xantos.
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Akumulécia prolinu je takmer univerzalnou reakciou rastlin na vodny deficit (HARE et al., 1999). Jeho
obsah moéze byt podmieneny odrodou azda sa, ze prolin zohrava Specifické tulohy v ochrane
fotosyntetického aparatu pred negativnymi w&inkami stresu (ZIVCAK, 2006). V nadich pokusnych
meraniach bola najvyraznejsia akumulacia vol'ného prolinu pri genotype Svit a Xantos.

Jednym z d’alSich prejavov nedostatku vody je aj znizenie osmotického potencialu. Ku koncu

Cvw e

a Xantos.

Zaver

V praci bol sledovany vplyv postupnej dehydratacie (zaciatok kvitnutia) na relativny obsah vody — RWC,
obsah voIného prolinu Styroch genotypov hrachu siatecho (Xantos, Svit, Debrecényi Galamb,
Novozélandsky). Spomedzi testovanych genotypov si na 17. deit dehydratacie najvyssi obsah vody v listoch
(RWC) udrzal genotyp Xantos a Svit a zaroven aj akumulacia vol'ného prolinu bola najvyraznejsia, ¢o
naznacuje vysSiu schopnost’ osmotickej adjustacie u tychto odrod.
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IZOLACIA GENU CHITINAZY Z ROSICKY OKRUHLOLISTEJ (DROSERA
ROTUNDIFOLIA L.) POMOCOU GENOME WALKINGU
THE ISOLATION OF CHITINASE GENE FROM SUNDEW (DROSERA
ROTUNDIFOLIA L.) USING GENOME WALKING

Jana LIBANTOVA — Jana MORAVCIKOVA - I1dik6 MATUSIKOVA

Chitinases 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 an 1410 bp long genomic sequence encoding
chitinase from the insectivorous sundew (Drosera rotundifolia L.) using degenerative PCR approach and Genome
Walking kit is presented. The sequence comparison using Blastx revealed the presence of two introns of 110 bp and 552
bp length. The highest similarity on protein level (65% identities, 74% positives) was found to basic chitinase isolated
from carnivorous plant Nepenthes khasiana. The sundew chitinase 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, chitinase, primary structure, sundew

Uvod

Patogénne huby, ich adaptabilita na chemické fungicidy a zvySeny zaujem verejnosti o Skodlivy vplyv
tychto zlucenin na Zzivotné prostredie a ludské zdravie, m& za nasledok upriamenie pozornosti na
bezpecnejsie, a teda prijatelnejSie alternativne rieSenia z hl'adiska Zivotného prostredia, ktoré zahriuju aj
hladanie novych prirodnych latok s antifungdlnou aktivitou. Obmedzenia vplyvu roznych Skodcov na
kultarne rastliny pomocou biologicky aktivnych latok sa javi ako slubna alternativa ku chemickym
pesticidom (MELCHERS a kol, 2000). Revolicia v biotechnologiach priniesla znacny zaujem
o identifikéciu a izolaciu génov, ktoré kdduju biologicky aktivne latky. Medzi takéto gény sa zarad’uje aj
skupina génov kodujucich hydrolytické enzymy, glukandzy a chitindzy, ktorych jedna z funkcii spociva
v degradacii bunkovej steny patogénnych hub, ¢im dochadza k redukcii ich rastu (JOOSTEN a kol., 1995).
Medzi malo preskimané rastlinné druhy so silnym antifungalnym potencidlom patri mésozrava rastlina
rosi¢ka okrahlolista (Drosera rotundifolia L.) z rodiny Droseraceae, genus Drosera. Z tohoto dévodu, nasu
pozornost’ sme zamerali na izolaciu sekvencie chitinazy z méasozravej rastliny rosi¢ky okrahlolistej, ktora je
bohatym zdrojom latok s antifungalnou aktivitou.

Materialy a metody

Vnutorny fragment chitinazy z rosi¢ky okruhlolistej sme izolovali pomocou PCR s degenerovanymi
primermi FOR S'TTIGGICA(AG)ACI(AT)(GC)ICA(CT)GA(AG)AC 3
a REV5'ATGGTACC(CG)(AT)CATCCA(AG)AACCAIA(ATG)IGCTG. PCR program zahrnoval 1 cyklus
94°C 2 min; 35 cyklov [94°C 30 's, 53°C 40 s; 72°C 90 s] 72°C 10 min.

Pomocou Genome Walking™ Kitu (Clontech) sme nasledne pomocou 3pecifickych primerov pre
chitindzu navrhnutych na zdklade parcialnej sekvencie chitindzy a adaptorovych primerov nested PCR
reakciou vyizolovali 5 upstream a 3" downstream fragmenty chitinazy. V pripade 5 upstream sekvencie sme
najprv genomovi DNA Stiepili restrikénou endonukleazou 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 areverzny Specificky primer so
zlozenim: Chit REV 5" ATATGGACCATCTGGTGCAGTTGG 3'.

PCR program zahriioval 1 cyklus 94°C 3 min; 35 cyklov [94°C 25 s, 62°C 30s, 72°C 90s;] 72°C 10 min.

V pripade 3" downstream sekvencie sme najprv genémovi DNA sme Stiepili restrikénou endonukleazou Stu
IL.

Po ligacii adaptora k restrikénym fragmentom sme 0.075 pg DNA pouzili na amplifikaciu fragmentu
v PCR reakcii, kde sme ako reverzny primer pouzili primer navrhnuty v sekvencii adaptora vyrobcom kitu
a forwardovy Specificky primer so zlozenim: Chit FOR 5'GCATCCGAATGATAATGACAGTGG 3’. PCR
program zahritoval 1 cyklus 94°C 3 min; 35 cyklov [94°C 25 s, 62°C 30s, 72°C 90s;] 72°C 10 min.

Nasledne sme produkty PCR reakcii izolovali z gélu pomocou Gél extrakéného kitu firmy QIAGEN,
klonovali do pGem-T vektorového Systému II (Promega), a komer¢ne sekvenovali pomocou M13 primerov.
Ziskant sekvenciu sme analyzovali pomocou programov GENSCANWhttp://genes.mit.edu/GENSCAN.html
a BLASThttp://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/.

Vysledky a diskusia

Pritomnost’ chitinaz 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 a kol., 1989). Experimenty sme preto zamerali na izolaciu a
identifikdciu génu pre chitindzu v rosicke okruhlolistej scielom v buducnosti ju podrobnejsie
charakterizovat’, pripadne vyuzit na cielent transgenozu.
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V prvom kroku PCR reakciou s degenerovanymi primermi, ktoré boli navrhnuté v konzervativnej
oblastiach rastlinnych chitindz, sme amplifikovali 987 bp DNA fragment. Po jeho klonovani do pGem-T
vektora, sekvenacii a ndsledne pomocou BLAST analyzy sme odhalili, ze DNA fragment koduje Cast’
sekvencie chitinazy.

Na zaklade ziskanej DNA sekvencie sme navrhli nové $pecifické primery a pomocou Genome Walking™
Kitu v PCR reakciach sme amplifikovali DNA fragmenty zodpovedajiuce 5'a 3" DNA koncovym sekvenciam
prislusného génu.

Dalsie analyzy ukazali, Zze ziskana genémova chitindza izolovani z misozravej rastliny Drosera
rotundifolia je kddovana 1410 parmi baz. Porovnanim preloZenej sekvencie s databizou proteinov v Blastx
sme zistili, Ze sekvencia obsahuje dva introny o velkosti 110 a 552 bp. Najvécsiu zhodu na proteinovej
urovni (65% identit a 74% pozitiv) vykazuje izolovana chitindza s bazickou chitindzou méisozravej rastliny
Nepenthes khasiana.

Nukleotidova sekvencia koduje protein zloZzeny z 269 aminokyselin. Proteinova sekvencia obsahuje
Chitin viazicu doménu, ktora zohrava ulohu pri védzbe chitinovych subjednotiek a. glykozid hydrolaza
Hfamily“ 19  chitinazovi  doménu.  Hoci  predbezna  analyza  pomocou  GENSCANu
(http://genes.mit.edu/GENSCAN.html) naznacila, Ze izolovana sekvencia obsahuje kompletnt sekvenciu od
translacného Startovacieho kodonu po stop kodon, porovnanim sekvencnej homoldgie s inymi chitindzami
z Génovej banky http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ sme zistili, ze pravdepodobne cast’ 3’sekvencie
z kompletného chitinazového génu chyba. Nasledne preto svoju pozornost upriamime na izolaciu chybajicej
&asti génu pomocou novo navrhnutych $pecifickych primerov a Genome Walking™ Kitu.

Zaver

Izolovany gén kodujuci chitinazu z Drosera rotundifolia predstavuje jeden z prvych génov izolovanych
z gendmovej DNA tohto rastlinného druhu. Po kompletizacii génu sa ststredime na izolaciu cDNA klonu,
jeho klonovanie do expresného vektora a enzymovu a antifungéalnu charakterizaciu prislu§ného proteinu.

Literatira

1. MELCHERS, L.S. — Stuiver, M.H.: Novel genes for disease-resistance breeding. Curr. Opin. Plant Biol.
3, 2000, 147-152.

2. JOOSTEN, M.H.A.J. — VERBAKEL, HM. — NETTEKOVEN, M.E. — Van LEUWEN, J. - Van Den
VOSSEN, R.T.M. — De WIT, P.J.G.M.: The phytopathogenic fungus Cladosporium fulvum is not
sensitive to the chitinase and B-1,3-glucanase defence proteins of its host, tomato. Physiol.Mol. Plant
Pathol. 46, 1995, 45-49.

3. JUNIPER, B.E. — ROBINS, R.J. — JOEL, D.M.: The carnivorous plants. Academic Press, London, 1989,
1-392

Praca bola vypracovana v ramci projektu VEGA 2/5034/25.

Adresa autora: )
Ing. Jana Libantova, CSc. Ustav genetiky a biotechnoldgii rastlin SAV, Akademicka 2, P.O. Box 39A, 950 07 Nitra

153


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Nové poznatky z genetiky a S'achtenia po'nohospodarskych rastlin Zbornik zo 14. vedeckej konferencie, Piestany : VURV, 2007

PSENICE (TRITICUM AESTIVUM L.) SE TREMI PESTIKY V KVITKU
WHEAT (TRITICUM AESTIVUM L.) WITH THREE PISTILS IN A FLORET

Petr MARTINEK — Zheng-Song PENG

Literature sources and description of the wheat (Triticum aestivum L.) producing three pistils in a floret (three pistils
mutant — TP) are presented. The TP that can form up to three kernels in a floret was obtained in China in 2004. A
dominant character of the three pistils trait was confirmed. The TP yielded only 44 % in comparison with check cultivars
of spring wheat ‘Vanek’, ‘Granny’ and ‘SW Kadrilj’, registered in the Czech Republic. It exhibited low resistance to
fungal pathogens, low 1000-kernel weight (TKW), low volume weight and lower germination vigour. The TP was crossed
to significant cultivars of winter wheat aiming to transfer the gene encoding three pistils (Pis1) to the genetic background
of currently grown cultivars. TKW of the harvested F; plants was around the average of parents. Possibilities of
employment of the TP as an alternative gene resource to increase reproduction spike capacity (a kernel number per
spike) are discussed.

Key words: Triticum aestivum, three-pistils, floret, kernel weight

Uvod

PSenice jako jedna z nejvyznamnéjSich plodin zaujimala vyznamnou tlohu v rozvoji lidské populace.
Znacné pozadavky na jeji produkci vedou pii nemoznosti podstatného zvySovani péstebni plochy (podle
FAO psenice zaujimala nejvétsi plochu v roce 1981, kdy ji bylo na Zemi péstovano 239 miliont hektari)
k orientaci genetikd a $lechtiteld na zvySovani genetického vynosového potencialu (VP) psSenice (EVANS &
FISCHER, 1999). Investice vynakladané do genetického vyzkumu a do Slechténi pfinaseji z ekonomického
pohledu vyrazngj$i a rychlejsi profit neZ mnohem vyssi a dlouhodobé investice do agronomického prostiedi,
kde se VP realizuje formou produkce (SATORRE & SLAFER, 2000).

Zvysovani VP je doprovdzeno zvySovanim hodnot skliziiového indexu (poméru hmotnosti zrna k
hmotnosti nadzemni biomasy), zatimco mnozstvi vyprodukované biomasy zistavalo Slechtitelskou ¢innosti
témeét neovlivnéno. O tom sveéd¢i vysledky srovnavacich pokusti novych a starych odrid pSenice
(SIDDIQUE & WHAN, 1994). Proto obdobi vyrazného vlivu Slechtitelské ¢innosti na VP (které je Casto
oznacovano jako ‘zelend revoluce’) 1ze povazovat predev§im za obdobi, které bylo doprovazeno hlavné
vyraznymi zménami morfologickych proporci rostlin ve prospéch klasu (zvySeni hmotnosti zrna klasu,
zkréaceni délky stébla a zlepSeni odolnosti k poléhani, zvySeni hustoty porostu a podobn¢) tak, aby porost byl
schopen dosahovat co nejvyssi vynos.

Vzhledem k tomu, Ze fotosyntetickou vykonnost porosti v piepo¢tu na jednotku plochy se nedafilo
Slechtitelskou ¢innosti vyrazné zlepSovat (o ¢emz svédéi jen nepatrny nartist suSiny nadzemni biomasy
porostu u novych odrid), 1ze ocekavat, ze budouci Slechtitelsky progres u psSenice bude navazovat na
stavajici trendy morfologickych a fysiologickych zmén (ARAUS, 1996; REYNOLDS et al., 1996).

Urcity vyznam muze v tomto smyslu mit morfologicka struktura klasu, zvlasté pak geny piimo
ovlivitujici produkci zrna v klasu (MILLET, 1988). Klasifikaci znamych genetickych odchylek v
morfologické struktute klasu nastinili MARTINEK et al. (2005), ktefi z hlediska uspotfadani klaskli na
klasovém vietenu rozlisuji dvé zakladni skupiny: a) standardni klasy, kde na jeden nodus klasového vietena
ptipada jeden klasek a b) nadpocetné klasky, kde z jednoho nodu klasového vietena vyrista vice nez jeden
klasek. Kromé téchto dvou skupin, jez zpiisobuji vyrazné rozdily ve vzhledu klast, existuji jesté dalsi dvé
skupiny, které se bezprostfedné netykaji uspotfaddani klaskt klasu: c) Sroubovitost klasového vietena a d)
kvitky se tfemi pestiky. Projev tii pestikd v kvitku miZze u pSenice vést k vytvoreni az tfi fertilnich zrn
(obilek) v kvitku. Pfestoze u béznych odrud psenice se standardnimi klasy neni zdaleka jest¢ vycerpan
potencial zakladanych reprodukénich organti (o ¢emz svédéi vyrazny vzestup poétu zrn v klascich u
modernich odrid), mize byt uzitecné zabyvat se vyvojem alternativnich genovych zdroji s principialné
uplné novou genetickou variabilitou, umoziujici zvySovani poétu zrn v klasu.

Zitejmée prvni literarni zminku o existenci tii pestikd v kvitku uvadéji CHEN et al. (1983), ktefi nalezli
spontanni tfipestikovou ‘three pistils’ (TP) mutaci v populaci Cinské krajové odridy. TP mutant se
vyznacoval normalnim uspotfddanim klaskd klasu (jeden klasek na jeden nodus klasového vietena), ale
vytvarel tii pestiky v kvitku, které produkovaly az tii obilky v kvitku. TP mutant tedy ma potencial vytvaret
tii zrna v kvitku a tim vyrazné zvySovat pocet zrn v klasu. Znak TP byl rovnéz nazyvan v ruznych pracich
riznym zpisobem. Naptiklad: mnohocetné semeniky (multi-ovary), trojzrnky (tri-grain), mnohocetna zrna
(multi-grain) nebo mnohocetné plodolisty (multi-gynoecia) — soubor plodolisti je latinsky gynaeceum.
Vzhledem k nejednoznacnosti nazvoslovi jsou v nasledujicim textu zachovany nazvy pouZité citovanymi
autory. TONG & TONG (1984) studovali morfologicky vyznam vlastnosti ‘multi-ovary’ a pfislu§né lokusy
pro tento znak u pSenice. WANG et al. (1991) studovali vyvoj embrya a endospermu u znaku ‘tri-grain’.
SHEN et al. (1992) zjistili ze znak ‘multi-ovary’ je kontrolovan komplementarnim plisobenim genu ml na
kratkém ramenu chromosomu 5D a genu m2 na kratkém ramenu chromosomu 6B. Lokalizaci provedli
pomoci studia zplsobu segregace znaku ‘multi-ovary’ u série kiizencli s monosomiky a ditelosomiky,
odvozenymi od odridy Chinese Spring. Rovnéz uvadéji, Zze cytoplasma rodi¢ti ovliviluje expresi tohoto
znaku u F; a F, kiizenci. WU et al. (2000) nalezli, Ze fenotyp znaku ‘multi-ovary’ je odliSny mezi
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reciprokymi F; hybridy, avSak Ze tento znak je podminén jen jednim recesivnim genem, coz potvrdil
monohybridni zptsob segregace v F,. MURALI et al. (2002) zjistili, ze jaderné-cytoplasmatické interakce
mohou u pSenice vyvolat pfeménu prasnikii na pestiky a tento jev nazvali terminem ‘pistillody’. Konverze
prasnikd na pestiky byla rovnéz nalezena u mutace indukované radioaktivnim zarenim u jecmene (MOH &
NILAN 1953). Exprese TP je vSak odli$na od projevu ‘pistillody’ protoze u TP vytvatejici téi prasniky a tii
pestiky v kvitku jsou schopny vytvafet normalni fertilni gamety.

PENG (2003) zjistil, ze TP mutant je podminén jednim dominantnim genem. PENG et al. (2004) oznacili
tento gen nazvem Pisl a lokalizovali ho na chromosomu 5B za pomoci série kiizeni s Chinese Spring -
Lophopyrum elongatum substitu¢nimi liniemi, kde kazdy chromosom z A, B, a D genomovych part Chinese
Spring byl nahrazen homeologickym parem chromosomu z E° genomu L. elongatum (Host) Love. (Host).
/syn. Elytrigia elongata (Host) Nevski/. Pfestoze pocet zrn v klasu u TP mutanta byl vy$si, hmotnost
jednotlivych zrn byla nizsi. WANG et al. (2005) detekovali pomoci RAPD marker, ktery byl ve vazbé s
dominantnim genem pro znak ‘multi-ovary’ u pSenice. WANG et al. (2007) provedli mapovani genu pro
‘multi-grain’ a zjistili, Ze se nachazi na chromosomu 2D.

Do Ceské republiky ptivezl vzorek TP p$enice Martinek v roce 2004, ktery ho ziskal od profesora Zheng-
Song Penga béhem sluZebni cesty do Ciny (MARTINEK, 2004) (obr. 1). Tento vzorek jarni penice byl déle
vyuzit pro genetické mapovani znaku TP pomoci mikrosatelitnich markertt (na pracovisti v Ibaraki
University v Japonsku) tymem profesora Nobuyoshi Watanabe v ramci mezinarodni spoluprace (PENG et
al., 2007). Zajimavé bylo, Ze gen Pisl, nebyl ve vazbé s zadnym polymorfickym mikrosatelitnim markerem
pro chromosom 5B pfi studiu F, populace kiizence Novosibirskaya 67/TP mutant. To ov§em nesouhlasi s
predchozim zjisténim, které provedli PENG et al. (2004). Tato skutecnost vedla k naslednému ovéfeni jinych
publikovanych vysledkii (WANG et al. 2007; SHEN et al. 1992). Byla vytvofena geneticka mapa a bylo
zjisténo, ze gen Pisl se naléza mezi dvéma mikrosatelitnimi geny Xgwm539 a Xgwm349 na dlouhém ramenu
chromosomu 2D (PENG et al., 2007). Toto bylo v souladu se zjisténim, ke kterému dospéli nezavisle WANG
et al. (2007). Soucasné nebyla potvrzena spojitost s geny ml a m2. Lze predpokladat, ze nekteré vyse
uvedenych rozdil ve zpuisobu genetického zaloZeni fenotypového projevu tii pestiki v kvitku budou rovnéz
zpusobeny rozdilnym piivodem analyzovanych genotypti.

Material a metody

Je provedeno predb&zné hodnoceni TP mutanta ziskaného z Ciny. Po namnozZeni byl TP mutant pfifazen
10m* v roce 2006 a 4 x 10m* v roce 2007 (tab. 1). Pokusy byly zalozeny po predplodiné ozimé fepce pii
vysevu 5 miliond kli¢ivych zrn na hektar pii davee dusiku 80 kg.ha™ aplikované ve dvou davkach. TP mutant
byl rovnéz kiizen s vybranymi odridami ozimé pSenice a nékterymi donory odolnosti k houbovym
chorobam. Bylo provedeno porovnani hmotnosti 1000 zrn (HTS) pouzitych rodi¢ovskych genotypt se zrnem
sklizenym z F; rostlin pfislusnych kfizencl (embrya zrn z rostlin F, pfedstavuji z genetického pohledu jiz
generaci F,) v podminkach nevytapéného skleniku (tab. 2). Vysev byl proveden do ptudy ve stejném terminu
na podzim 2006.

Vysledky a diskuse

TP mutant vytvarel témét ve vSech kvitcich tfi pestiky a v nékterych kvitcich az 3 zrna. Nevytvarel tfi
pestiky v terminalnich kvitcich klasku, které jsou i u bézné pSenice nedostatecné vyvinuté. Omezeny prostor
v kvitcich zptsobuje zplosténi zrn (obrazek 1), v nékterych ptipadech dvojice a trojice zrn maji tendenci
drzet slabé srostlé pohromadé bazalni ¢asti. TP mutant piedstavuje jarni formu pSenice pievazné
s bezosinnymi klasy. U jednotlivych rostlin v porostu se vSak rovnéz vyskytly tfipestikové rostliny s kratce
osinatymi a osinkatymi klasy.

TP mutant dosahl pouze 44 % vynosu ve srovnani s kontrolnimi odrtidami jarni pSenice Vanek, Granny a
Kadrilj. Vyznacoval se nizkou odnozovaci schopnosti, nizkou odolnosti k houbovym patogeniim, nizkou
objemovou hmotnost zrn a nizkou hmotnost 1000 zrn, (tab. 1), ktera méla rovnéz nizkou klicivost.

TP mutant byl kiizen s nékterymi odridami ozimé pSenice s cilem pienést gen Pisl do genetického
pozadi soucasnych evropskych odrid, coz by teoreticky mohlo umoznit vzniknout odriidé ozimé psenice s se
zvySenym poctem zrn klasu. Byl potvrzen dominantni charakter projevu tii pestikii u reciprokych kiizeni,
nebyl vSak proveden podrobny rozbor frekvence vyskytu vétsiho poctu zrn v kvitcich reciprokych kiizenct.
Porovnani HTS TP mutanta s nékterymi rodicovskymi odridami ozimé pSenice pouzitymi do kiiZeni
ukazalo, ze HTS sklizenych zrn z F| rostlin pfiblizné odpovida praméru HTS pouzitych parentalnich
genotypu (tab. 2). Otazkou je, jestli kfizeni TP mutantu s odridami ozimé pSenice s vysokou HTS (jakou je
naptiklad odriida Rheia) povede k vytvoreni linii s pfijatelnou HTS pro potieby praxe.
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Obrazek 1

A — TP mutant psenice ziskany z Ciny
(Sipkami jsou oznaéeny nékteré kvitky

obsahujici tfi zrna),
B — tii pestiky v kvitku,
C — skupina tfi zrn v kvitku,

AR

‘ -
e

. M . Py: TP mutant X P,: odriida Akteur
D — zrno rodi¢ovskych genotypti a
jejich ktizence (maly prostor pro vyvoj 3
zrn zpusobuje jejich zplosténi)
D zmo sklizené z F, rostlin

Tabulka 1: Porovnani TP mutanta se standardnimi odridami jarni pSenice v polnich vynosovych
pokusech 2007

Vymos Datum | Datum | Padli | Rez |Fuzarium | Vyska HTS Objem.
Nazev na kont. | metani | zralosti | travni | pSeni¢na klas porostu hmotnost

(tha) | (%) O-H1 ©&D -1 (cm) | (2 | (kghl)
TP mutant 2,85 44 28.5. | 16.7. 5 5 6 71 27,9 74,5
Vanek 6,49 100 31.5. | 23.7. 7 7 8 88 47,5 81,1
Granny 6,22 96 30.5. | 22.7. 8 8 8 85 42,0 80,9
SW Kadrilj 6,68 103 2.6. 23.7. 7 9 8 85 43,5 81,3
Priimér kont. 6,46 100 7 8 8 86 443 81,1

Tabulka 2: Hmotnost 1000 zrn (HTS) TP mutanta a jeho kiiZenci s odridami ozimé psenice ve
skleniku 2007

Prumér Zmo z F, Rozdil HTS
Py matka (%) P otec () rodich (A) | rostlin (B) B-A
Nazev HTS (g) | Nazev HTS (g) HTS (g) HTS (g) (%)
TP mutant 31,3 Akteur 41,7 36,5 37,2 2
Rheia 52,7 42,0 42,6 1
Globus 48,3 39,8 37,2 -7
KM 823-4-01 40,2 35,8 35,9 0
Iridium 41,2 36,3 31,6 -13
Pannonia 50,6 41,0 442 8
Akteur 41,7 TP mutant 31,3 36,5 37,2 2
Rheia 52,7 42 43,6 4
Simila 452 38,3 36,5 -5
Pramér 38,7 38,4 -1

Hmotnost zrn obecné zavisi na velikosti prostoru v kvétni dutiné (MILLET, 1986). Lze predpokladat, ze
rust centralniho zrna je u TP omezovan v ristu dvéma bo¢nimi zrny a prostorem vymezenym pluchou
(lemma) a pluskou (palea). Pravdépodobné nedokonaly vyvin vétsiho poctu zrn v nékterych kvitcich mize
zpusobovat niz§i kli¢ivost zrna TP mutanta oproti normdlnim odridam. To muze snizovat potencialni
zemédélskou vyuzitelnost genu Pisl pro praxi. Lze ptedpokladat, Ze opakovanym zpétnym kiiZenim na
odridy psenice bude mozné pomérné snadno pievést gen Pisl do intenzivnich odrid, zvlasté pak do ozimych
forem. Pro exaktni studium vyznamu genu Pisl by bylo dobré vytvofit téméf isogenni linie, liSici se
navzajem pouze pifitomnosti tohoto genu.

Znak zpusobujici vétsi pocet pestikid v kvitku byl rovnéz nalezen u jedné linie nové vytvoieného
druhu Tritipyrum, vytvofeného na zékladé kiizeni Triticum durum a Thinopyrum bessarabicum v dusledku
vzajemného plisobeni dvou recesivnich geni — jednoho z pSenice tvrdé a druhého z Th. bessarabicum
(MILLER et al. 2000).

Zavér

Z literatury je zfejmé, ze mohou existovat téi odli$né genové zdroje pSenice (T. aestivum L.) s rozdilnym
zpusobem genetického zalozeni projevu tfi pestikii (a potazmo i tii zrn) v kvitku. Vzhledem k trendu
Slechténi na zvySovani vynosu, nelze vyloucit, ze tento znak muze mit Slechtitelsky vyznam. Protoze TP
mutant pochazejici z Ciny ma fadu nevyhodnych vlastnosti pro pfimé vyuziti, bude nezbytné vytvofit cestou
zpétnych kiizeni na soucasné vyznamné odrudy pSenice Slechtitelsky pfijatelny genovy zdroj a rovnéz vyfesit
problém nizké hmotnosti 1000 zrn.
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DYNAMICS OF THE STEM-BASE DISEASES DEVELOPMENT ON WHEAT
DYNAMIKA VYVOJE CHOROB PAT STEBEL NA OZIME PSENICI

Pavel MATUSINSKY — Renata MIKOLASOVA — Tomas SPITZER

Cultivars of winter wheat (Sulamit, Ebi, Drifter and Bill), farming practices (organic and conventional), soil management
(ploughing compared to min- and no-tillage) and the preceding crop (cereal, maize and oilseed rape) were studied as factors
affecting the incidence of stem-base pathogens. The stem-base diseases were assessed by molecular methods (PCR) at four
growth stages. The dynamics of the stem base colonization by these fungi over the growing season were observed, and the
association between individual pathogenic fungi was also evaluated. In addition, the fungal leaf sheaths penetration, which
can cause physical disturbance, was assessed. The asymptomatic presence of fungal DNA in wheat tissue was confirmed.
Microdochium nivale was found on the stem bases most frequently. Other fungi, such as Oculimacula spp., Rhizoctonia
cerealis and Fusarium spp., were presented considerable less frequently. The statistical significant association was confirmed
only between M. nivale var. nivale and M. nivale var. majus. Out of these, M. nivale tended to decrease in summer season, the
frequency of occurrence of Oculimacula spp. and R. cerealis increased at later growth stages. Along with this, these species
infected only plants previously colonized by M. nivale. The comparison of organic and conventional farming practices did not
result in large differences in the relative incidence of stem-base pest species over the period of this study; nevertheless, a
higher frequency of positive detection was recorded for three organisms (O. acuformis, O. yallundae and M. nivale var.
nivale) under conventional farming. Other factors had none or only partial effects. Soil management didn’t affect the stem-
base pathogens incidence significantly. The preceding crop maize reduced the incidence of M. nivale var. majus.

Key words: brown foot rot, eyespot, PCR diagnostics, sharp eyespot

Introduction

Complex of wheat stem base diseases includes fungal species Oculimacula yallundae and O. acuformis
(anamorph: Pseudocercosporella herpotrichoides), Ceratobasidium cerealis (anamorph: Rhizoctonia cerealis),
two varieties of Monographella nivalis (anamorphs: Microdochium nivale var. nivale and M. nivale var. majus)
and species of the genera Gibberella and Fusarium. The first three pathogens cause diseases with symptoms of
distinct lesions on the stem base just above the crown. When they are severe, the plants are killed or break down
at the base. A complex of several species of the fungi Gibberella, Fusarium and Monographella attack wheat
plants causing foot and crown rot, by growing from crop residue. The fungus continues to grow into the crown
tissue, rotting the crown and destroying the plant tissues responsible for transporting water from the roots to the
above-ground parts of the plant (DRAPER et al., 2000). This study is aimed at the dynamics of colonizing wheat
stem bases by species of phytopathogenic fungi and associations among these species. Winter wheat cultivars and
farming practice was evaluated as a factor affecting incidence of stem-base diseases. Likewise, the other factors
such as soil management and preceding crop were studied.

Materials and method

Four winter wheat cultivars (Sulamit, Ebi, Drifter and Bill) were conventionally cultivated after a cereal crop in
small-plot field experiments. Certified seed, chemically treated with Vitavax 2000 (Carboxin 200 g 1" and Thiram
200 g 1), was used for sowing. Mineral fertilizers (regeneration and production rates of 30 kg N ha each in the
form of ammonium nitrate with limestone) were applied to the stands. Treatment with herbicides was carried out
in the autumn. A system of fungicidal treatments against leaf and ear diseases was applied (stem-base diseases
were not chemically controlled). The same method of growing, i.e. conventional farming practice, was used to
lay out experiments - always with one winter wheat cultivar (Sulamit) preceded by maize and oilseed rape. In
addition to this, experiments under various practices of soil tillage were conducted: medium (22 cm), shallow (15
cm), and no-tillage. This soil management experiment was conducted under conventional farming practice.

In the system of organic farming, small-plot experiments were conducted with four winter wheat cultivars
(Sulamit, Ebi, Drifter and Bill) in eight-course crop rotation after the preceding crop red clover according to
IFOAM guidelines. The field in which the experiments were laid out has been maintained using the system of
organic farming since 1991, i.e. for more than 15 years.

All plots (2 x 5 m) were arranged in randomized blocks and four replications. The cultivars chosen had
different susceptibilities to eyespot according to the Central Institute for Supervising and Testing in Agriculture
of the Czech Republic (CISTA) resistance ratings. These were Drifter and Bill with low resistance to stem-base
diseases and Sulamit and Ebi with moderate resistance. There are no fully resistant cultivars in the Czech
Republic.

Samples were taken from the small plots at four growth stages (GS): tillering (GS 21), jointing (GS 32),
heading (GS 51), and waxy maturity (GS 85). Twenty-five plants per replication were taken from each plot, i.e. a
sample of 100 plants per variant.
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Results and discussion

Molecular diagnostic methods were employed for nine species and varieties of pathogenic fungi. In samples,
Oculimacula spp. DNA with balanced proportions of both species O. acuformis and O. yallundae was present
(2.21 % and 1.77 %, respectively). The most frequent positive detected species was M. nivale, at approximately
balanced proportions of varieties, nivale and majus (50.88 % and 53.98 % samples, respectively). Further,
samples contained DNA of R. cerealis (3.54 %) and in three cases also F. avenaceum. The species F.
graminearum, F. culmorum and F. poae were not detected at all in the samples from our experiments in 2006.

The two species of the eyespot fungus Oculimacula occurred in variants evaluating effects of the farming
practice and preceding crop. They occurred at quite similar incidence. O. acuformis was detected at the last two
times of assessment (GS 51 and GS 85) and O. yallundae at GS 85 only. Both of them were detected only under
conventional farming, not under organic.

The sharp eyespot fungus R. cerealis was detected in samples at a relatively low level. In the variant of soil
management; this species was found only on the final assessment (GS 85).

The predominant foot rot-causing species was M. nivale. Both varieties showed a significant time effect in
the variant of soil management where the positive detection frequency of M. nivale var. majus was higher at GS
51 and GS 85 compared with the first two assessments (GS 21 and GS 32) and the detection frequency of M.
nivale var. nivale was the highest at GS 51, whereas it declined at the following assessment time (GS 85). The
incidence of the variety nivale was also influenced by the wheat cultivar and farming practice. Cv. Sulamit was
infected by M. nivale var. nivale more frequently. Under conventional farming, the incidence of this variety was
more frequent than under organic. The frequency of M. nivale var. majus detection in samples was significantly
lower after the preceding crop maize than after cereal and oilseed rape.

According to the dynamics of colonization of wheat stem bases, we can divide the mentioned species into
those which were present throughout the whole growing season at relatively high levels and those that colonize
stem bases with successive ageing process of host. In the first group mentioned, there are two varieties of M.
nivale, whose frequency of incidence gave prevalence over other species at all terms of assessment. Other species
- namely Oculimacula spp. and R. cerealis, can be put into the second group. The moderate decrease of incidence
of M. nivale at last term of assessment can be caused by competitive species from the second group. The
statistical significant association was confirmed only between two varieties of M. nivale. No relationship was
confirmed between other species studied.

Relatively high amount of samples contained no DNA from any of the studied species. The highest number
of samples contained DNA of one and two pathogens and only several of them contained DNA of three
pathogens. No samples containing DNA of more than three of the examined species were found. If two
pathogenic organisms occurred on a stem base, these were mostly M. nivale var. nivale and M. nivale var. majus.
The occurrence of this pathogen with Oculimacula spp. was sporadic only. In the case that three organisms were
present on one stem base, these were always M. nivale vars majus and nivale plus the third species that was either
F. avenaceum, R. cerealis or species of Oculimacula.

Leaf sheaths enclosing the stem at the height of about 1-5 cm above ground examined 220 days after sowing
(16 May 2006) contained only DNA of M. nivale var. nivale and M. nivale var. majus. DNA of both varieties was
also detected, even though at less extent, in the stem without leaf sheaths.

DNA of both varieties of M. nivale was found in a relatively high amount of samples without any visual
infection symptoms (brown discoloration, spots, etc.). However, the frequency of the samples with the pathogen
DNA content that simultaneously exhibited symptoms was significantly higher than in asymptomatic occurrence.
There was a significant relationship between visual infection symptoms and the incidence of M. nivale vars
nivale and majus. No significant relationship was found between the DNA presence in other examined species
and stem-base disease symptoms.
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VPLYV PRIDAVKOV MUKY Z POHANKY A PROSA NA KVALITU CHLEBA
INFLUENCE OF INCORPORATION OF BUCKWHEAT AND MILLET ON THE
QUALITY OF BREAD

Lubomir MENDEL — Iveta CICOVA — Jarmila DROBNA — Magdaléna BIELIKOVA —
Katarina ZIRKELBACHOVA — Dalibor JESKO — Michaela HAVRLENTOVA

The objective of the study was to determine the bread-making performance of blends of the flours from buckwheat and
millet at 10, 15, 20, 25 % levels to wheat bread and to investigate the effect of the blends on the chemical characteristics,
rheological characteristics and sensory quality of bread. The chemical composition and functional properties of wheat
flour and their blends were determined. Two flours samples added to the blends were analyzed for crude protein, wet
gluten, starch, fat, crude fiber, dietary fiber, macro nutrients and ash contents. The farinograph characteristics of
composite flour (water absorption, dough development time, dough stability) were determined. Breads prepared from the
blends were evaluated for physical characteristics (bread volume, high, width and spread ratio) and sensory
characteristics (color of crust, color of crumb, crumb texture, flavor, taste and total sensory score was calculated). The
flour blends had higher protein, fat, crude fiber, dietary fiber and ash contents than wheat flour. The level of these
nutrients was improved with increased amounts of the blends. Water absorption capacities of the flour blends increased
and dough development time decreased with increased level of blends. The dough stability decreased with increased
amounts of the blends. Bread volume and spread ratio decreased significantly with increased addition of all blends.
Sensory scores differed significantly amongst them color, flavor and overall acceptability. A substitution level 10% and
15% of used flousr to bread flour produced acceptable bread. Bread prepared by supplementation with up to 15 %
buckwheat flour showed high level of acceptability when compared to all tested breads.

Key words: Bread; Flour blends, Food quality; Sensory analysis

Uvod

Na Slovensku sa chlieb vyraznou mierou podiel'a na zlozeni jedalneho listka va&siny populacie. Uprava
nutricnej hodnoty chleba celozrnnymi obilninami pripadne d’al$imi semenami prindsa uz velakrat
dokumentované zdraviu prospesné Gcinky ako st napr. redukcia krvného cholesterolu, ochrana pred srdcovo-
cievnymi ochoreniami (MIALON a kol., 2002; KIHLBERG a kol. 2005). V sucasnosti mozno zaznamenat’
zvySeny zaujem konzumentov o potraviny so zlepSenym efektom pre zdravie, napriek tomu senzoricka
kvalita stile zohrava velmi dolezitG ulohu v spravani sa va¢Siny konzumentov. Vplyv celého spektra
pridavkov z tradi¢nych aj netradi¢nych plodin na vyslednu technologickt a senzorickt kvalitu chleba bol
Studovany mnozstvom autorov (HEINIO a kol., 2003; BARCENAS a ROSELL, 2005; PLESSAS a kol.,
2005).

Semena pohanky a prosa zo skupiny tzv. pseudoobilnin st vyznamnymi zdrojom hodnotnych l'ahko
stravitelnych bielkovin, s vysokym podielom lyzinu, neobsahuju lepok, vitaminov skupiny B, vlakniny,
mineralnych latok, ale aj antioxidantov (flavonoid - rutin a fenolové kyseliny), ktorych obsah narastd
k periférnym castiam zrna (obalom). Pouzitim pridavku miky z pohanky sa v chlebe vyznamne zvysil obsah
bielkovin, vitaminov, potravinovej vlakniny, rutinu, znizil sa glykemicky index a zlepsili sa senzorické
parametre chleba (SKRABANJA kol., 2001). Proso taktiez neobsahuje lepok a vdaka nizkemu
glykemickému indexu je vhodné aj pre diabetikov (PATHAK a kol., 2000).

Ciel'om ulohy bolo overit mozZnosti aplikacie pridavkov muky z pohanky a prosa na zleps$enie nutriéného
profilu chleba a na zaklade parametrov pekarskej kvality a senzorickych vlastnosti stanovit' optimalne
zlozenie funk¢éného podielu jednotlivych zloziek zmesi.

Material a metody

Na pripravu chleba bola pouzitd zakladna pSeni¢na muka, hladka $pecial: vlhkost' 14,8 %, popol 0,48 %,
granulacia 99/88, mokry lepok 31,4 %, padové Cislo 244 s, dodavatel PENAM a.s., Mlyn Trnava. Ako
pridavky boli pouzit¢é muky z pohanky (Fagopyrum esculentum) a prosa (Panicum miliaceum). Muka bola
ziskand mletim na laboratdrnom mlyne Quadrumat junior (Brabender) resp. Srotovanim na Srotovniku
Laboratory mill 3100 (Perten). V jednotlivych mukach boli analyzované dusikaté latky podl'a Dumasa, CNS
2000 (LECO Corp.), biclkoviny (N%x5,7), skrob podl'a Ewersa - polarimeter T 3001 RS (Griiss), celkova
potravinova vlaknina enzymaticky (K-TDFR, TDF 10/99, Megazyme Ltd., mineralne latky metédou ICP-
AES. V jednotlivych mukach bol stanoveny obsah mokrého lepku, napuciavanie lepku, sedimentacny index
podl'a Zelenyho, ¢islo poklesu. Vytvorené kombinacie zmesi muk sa nechali 14 dni odlezat’. Boli stanovené
reologické vlastnosti cesta: vdznost muky, vyvin cesta, stabilita cesta, miknutie cesta, Cislo kvality,
Farinograf-E (Brabender). Vzorky chleba boli upecené v elektrickej stavebnicovej peci (Marton) v
laboratériu kvality vo VURV Pie§tany. Stanovena bola objemova vydatnost’ chleba a pomer vyska/Sirka
chleba. Senzorické hodnotenie chleba bolo vykonané 4 hodiny a 24 hodin po upeceni. V hedonickom 5
bodovom systéme (POKORNY, 1997) bol 7 ¢lennym panelom zhodnoteny objem chleba, tvar chleba, korka
(farba, hribka, tvrdost), striedka (farba, tvrdost, velkost’ a pravidelnost’ poérov, lepivost), vona a chut
chleba.
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Vysledky a diskusia

Zo zmesi zékladnej pSenicnej muky a pridavkov 10%, 15%, 20% a 25% muky z pohanky a prosa bolo
vytvorenych 8 kombinacii chleba akontrola z 100% zakladnej pSeni¢nej muky. Bol Studovany vplyv
pridavkov muky z pohanky a prosa na chemické, technologické a senzorické vlastnosti chleba. Najlepsiu
technologicku kvalitu dosiahli kombinacie zmesi mik: pSenica a pohanka 90% + 10% a pSenica a pohanka
85% + 15%, svojimi parametrami dosahovali uroven kontroly 100 % pSeni¢ného chleba. VSetky kombinacie
pSenica a proso sa ukazali z technologického hl'adiska za menej vyhovujuce, nakol’ko vysledné chleby boli
menej klenuté a drobivé. S narastajucim zastipenim pridavkov muk sa mierne znizovala védznost’ muky a cas
vyvinu cesta sa so zvySujicim sa mnozstvom pridavkov prudko klesal. Objemova vydatnost’ chleba sa so
zvy$ujlicim sa mnoZstvom pridavkov znizovala. Ziadny z vytvorenych chlebov nedosiahol troveii objemovej
vydatnosti kontroly 100% pSeni¢na muka 325 ml, avSak kombindcia pSenica a pohanka 90% + 10% bola
zhruba na trovni kontroly 311 ml. V senzorickom bodovom systéme bol zhodnoteny objem, tvar, korka,
striedka, vona a chut’ a bochnikov. Podl'a vysledkov senzorickej analyzy bol stanoveny najvhodnej$i pomer
muk na vyrobu zdravého chleba s vyhovujucimi senzorickymi parametrami a to: pSenica a pohanka 90% +
10%, pSenica a pohanka 85% + 15% a pSenica a proso 90% + 10%. Najmensie rozdiely boli zaznamenané
v tvrdosti korky a naopak najvécsie rozdiely boli zaznamenané vo farbe korky a chuti chleba. Senzoricky
najhodnotnejsie kombinacie boli dosiahnuté predovsetkym v zmesi muk s pohankou, ktorda ma v porovnani
s pSenicou vynikajuci potencial prave pri formovani diéty s nizkym glykemickym indexom, vhodnym najma
pre diabetikov (SKRABANJA a kol., 2001). Z vysledkov vyplyva, ze pridavky 10% a 15% muky z pohanky
aprosa su technologicky a hlavne senzoricky akceptovatelné so zdravotnym benefitom pre spotrebitela.
Vseobecne mozno konstatovat’, ze pridavky

Zaver

Na zéklade vysledkov 8 kombinacii zmesi zékladnej pSenicnej muky a pridavkov muky z pohanky a
prosa mozeme konstatovat’, Zze najlepSiu technologicktl kvalitu mali kombinacie zmesi muk: pSenica a
pohanka 90% + 10% a pSenica a pohanka 85% + 15%. Zo senzorického hl'adiska bol zhodnoteny objem,
tvar, korka, striedka, vona a chut’ chleba a taktiez bol stanoveny najvhodnej$i hmotnostny pomer muk na
vyrobu chleba a to: pSenica a pohanka 90% + 10%, pSenica a pohanka 85% + 15% a pSenica a proso 90% +
10%. Vo vseobecnosti pridavky 10% a 15% muky z pohanky a prosa v zmesi s zo senzorického hl'adiska
akceptovatel'né na upravu nutricnych vlastnosti chleba.

Tento prispevok bol vypracovany v ramci rezortnej ulohy vyskumu a vyvoja MP SR UO 27/091 05 01/091
05 11 "Biologické faktory podmienujuce efektivnu a konkurencieschopnu rastlinna vyrobu".
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DETECTION OF CHITINASE ACTIVITIES IN COLD-HARDENED AND NON-
HARDENED CULTIVARS OF WINTER TRITICALE (X TRITICOSECALE
WITTM.)

DETEKCIA CHITINAZOVYCH AKTIVIT V KULTIVAROCH ZIMNYCH
ODROD TRITIKALE (X TRITICOSECALE WITTM.) PO POSOBENI CHLADU
AKO STRESOVEHO FAKTORA

Gabriela GOLEBIOWSKA — Jana MORAVCIKOVA — Elzbieta GOLEMIEC — Iwona
ZUR — Jan SALAJ

According to the regular reports, Microdochium nivale is the most widespread snow mould fungus in Europe. Among
other, it infects winter triticale, new cereal with growing economic importance. Previous studies indicate that resistance
of plants to M. nivale is coupled to proper period of cold acclimation probably by producing special proteins. Many of
them are grouped as a Pathogenesis Related Proteins (PR proteins). Plant chitinases (PR 3 group) belong to relatively
large gene families subdivided in classes that suggest class-specific functions. They are commonly expressed upon viral,
bacterial and fungal infection, by various stress signals such as wounding, drought, cold, ozone, heavy metals as a part
of plant defence mechanism. To investigate a possible role of chitinases in defence response against M. nivale, one
susceptible and one resistant cultivar of winter triticale, both cold-hardened and non-hardened were subjected to
chinolytic activity assays toward three substrates: glycolchitin and two fluorogenic 4-methylumbelliferyl- -D-N,N'-
diacetylchitobioside  [4-MU-(GIcNAc),]  and  4-methylumbelliferyl-p-D-N,N',N " "-triacetylchitotrioside ~ [4-MU-
(GIcNAc);].

Keywords: chitinase, chitinolytic activity, defence response, PR proteins, Microdochium nivale, snow mould, SDS-PAGE
triticale

Introduction

According to the regular reports, Microdochium nivale is the most widespread snow mould fungus in Europe
(TRONSMO et al., 2001). It is the most virulent at 0-2°C, due to its cold-active enzymes. Among other, it
infects winter triticale (x Triticosecale Wittm.), new cereal with growing economic importance thus the
quality and quantity of its yield is often under the threat of M. nivale infection. Seven winter triticale
cultivars were subjected to an artificial infection with M. nivale mycelium by the ,,cold chamber” method at
controlled conditions. After triple screening, one resistant and one susceptible cultivar were selected for
further studies: appropriately cvs. Hewo and Magnat. Non hardened infected plants of both cultivars, Hewo
and Magnat, were entirely damaged after incubation with M. nivale and the regrowth period, while control
plants regenerated completely. This result indicates that resistance to M. nivale is coupled to proper period of
cold acclimation. Nevertheless, the resistance could depend on metabolic mechanism different from the one
responsible for plant cold hardiness itself (TRONSMO et al., 2001).

Plant chitinases belong to group of pathogenesis-related proteins (PR-3 proteins). They are classified
according to characteristics of their sequences into six classes that include N-terminal sequence, localization
of the enzyme, isoelectric pH, signal peptide and the inducers (PATIL et al., 2000). They are commonly
expressed upon viral, bacterial and fungal infection, by various stress signals such as wounding, drought,
cold, ozone, heavy metals as a part of plant defence mechanism (GRAHAM and STICKLEN, 1994). In
general, chitinases are categorized into two major categories. Endochitinases (EC 3.2.1.14) which hydrolyze
chitin randomly at internal sites and exochitinases that can be divided into two subcategories: chitobiosidases
(E.C.3.2.1.29) which catalyze the release of diacetylchitobiose unit from chitin chain, and chitobiases
(EC3.2.1.30) which cleave the oligomeric products of endochitinases and chitobiosidases generating
monomers of GIcNAc (COHEN-KUPIEC and CHET, 1998).

To gain better understanding of the role of chitinases in defence response against fungal pathogen M.
nivale, one susceptible and one resistant cultivars of winter triticale, both cold-hardened and non-hardened
were subjected to chinolytic activity assays toward three substrates: glycolchitin and two fluorogenic 4-
methylumbelliferyl- B-D-N,N’-diacetylchitobioside [4-MU-(GIcNAc),] and 4-methylumbelliferyl-p-D-
N,N’,N"’-triacetylchitotrioside [4-MU-(GlcNAc);].

Material and Methods
Plant material

Two commercial winter triticale cultivars (Hewo and Magnat) previously tested as susceptible or
relatively resistant in the field conditions to M. nivale infection were selected for the experiment. Healthy
seedlings were grown in pots in climatic chamber at temperature 16°C /12°C, 12h/12h light, and RH = 60-67
% for 14 days. Then plants were subjected to a prehardening period (12°C/12°C, 10h/14h light, 7 days) and
hardening (2°C/ 2°C, 8h/16 h light, 28 days). Non-hardened plants were grown at 16°C /12°C, 12h/12h light
for 21 days.
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Detection of chitinolytic enzymes in activity gel

Crude proteins were isolated from cold-hardened and non-hardened plants (Hewo and Mangnat) using
extraction buffer containing 0.1 mol/l sodium acetate pH 5.0 and 0.02% (v/v) B-mercaptoethanol. Protein
concentration was determined according to BRADFORD (1976). Protein samples (10 ug) were separated on
a 12.5% (w/v) SDS-containing polyacrylamide slab gels (LAEMMLI, 1970) with glycol chitin (0.01%)
incorporated as enzyme substrate. No heat treatment of the samples was performed prior to loading.
Chitinase activity was detected by staining with 0.01% Fluorescent Brightener 28 and UV-illumination
(MATUSIKOVA et al., 2005). Coomassie Brilliant Blue R 250 and the molecular weight of the re-natured
chitinases was estimated by comparison with protein ladder (Mark 12 Unstained Standard, Invitrogen).
Chitinolytic activity towards fluorogenic substrates

The fluorimetric assays were used to detect chitobiosidase and endochitinase activities in crude protein
extracts using two synthetic substrates: 4-methylumbelliferyl- B-D-N,N’-diacetylchitobioside [4-MU-
(GIcNAc),] and 4-methylumbelliferyl-B-D-N,N',N " "-triacetylchitotrioside [4-MU-(GIcNAc);] according to
Eilenberg et al. (2006). Crude proteins were isolated from cold-hardened and non-hardened plants (Hewo and
Mangnat) using extraction buffer containing 20% (v/v) glycerol, 1.5% (v/v) polyvinylpyrrolidon 40, 0.1 M
Tris-Cl pH 8.5, 1 mmol/l PMSF and 0.02% (v/v) B- B-mercaptoethanol. Chitinase activity was calculated as
picomoles of released 4-MU generated per hour per microgram of soluble protein at 37°C. The standard
deviation, P value and Duncan test (STATISTICA version 7.1) were selected to check statistical significance
of the results.

Results and Discussion

Recent reports show that higher plants produce special proteins in defense response to fungal attack (Van
LOON & Van STRIEN, 1999). Many of them are now grouped as a Pathogenesis Related Proteins (PR
proteins). PR- proteins can have a potential role in defense response to Microdochium nivale infection in
winter cereals. This includes: chitinase, endochitinase, 1,3-f glucanase in winter rye (HILOVAARA-TEIJO
et al,, 1999); chitinase, endochitinase, 1,3-B glucanase, PR1-a protein and peroxidase in winter wheat
(ERGON et al., 1997) and winter wheat thaumatin - like proteins (KUWABARA et al., 2002). Predicted
molecular mass for those proteins range from 20 to 36 kDa. Northern Blott method was previously applied
for winter wheat PR protein transcripts analysis (ERGON et al., 1998; GAUDET et al., 2000; KUWABARA
et al., 2002).

For the purpose of described research the hypothesis was built, that PR proteins might play a defence role
during Microdochium nivale infection in triticale and that they appear during cold-hardening in the resistant
cultivars at increased levels comparing to their levels in susceptible cultivars. Results obtained from chitinase
gel assay show that during cold-hardening period one additional endochitinase (MW 25 kDa) hydrolysing
glycolchitin (long polymer) was detected in protein samples of both resistant and also sensitive cultivars.
Chitinolytic activity towards fluorogenic substrate [4-MU-(GIcNAc);] (short oligomerns) does not differ
significantly between cold hardened and non hardened plants from resistant cultivar Hewo. In plants form
susceptible cultivar Magnat this activity slightly increases in cold hardened plants in comparison to non
hardened plants. Chitinolytic activity towards fluorogenic substrate [4-MU-(GIcNAc),] in both cultivars
decreases twice after cold hardening period.

In conclusion, the expressed chitinases showed the endochitinase activities hydrolyzing long
polymers (glycolchitin) and short oligomers [4-MU-(GIcNAc);], and some level of chitobiosidase activity [4-
MU-(GIcNAc),]. The different substrate specificity probably coincides with specific roles chitinases during
plant life cycle and as well as with availability of endogenous substrates. One additional isoform of
endochitinase (glycolchitin as a substrate) in resistant and sensitive (both) cold-hardened cultivars is probably
linked to the appearance of cold-induced chitinase.
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VYUZITIE GENETICKYCH ZDROJOV PSENICE LETNEJ F. OZIMNEJ S GLU-
1B 17+18 V SLACHTENI NA POTRAVINARSKU KVALITU
EXPLOITATION OF WINTER WHEAT GENETIC RESOURCES

POSSESSING GLU-1B 17+18 IN BREEDING FOR BREAD-MAKING QUALITY

Darina MUCHOVA1 — Edita GREGOVA? — Frantisek ONDREJCAK' — Maria
LICHVAROVA' — Miroslava HOCHMUTHOVA!

The improvement of the bread-making quality is the main aim of wheat breeding. The paper is focused on detection of
high molecular weight glutenin alleles 17+18 of B genome, which may be donors for improvement of bread making qual-
ity. Electrophoretic analyses of glutenins and gliadins were applied during 2001-2006 years for investigation more than
700 genotypes, which are used as genetic resources in the breeding workplaces of RIPP Piestany. There were found only
very small numbers of genotypes (6.3 %) possessing allelic combination 17+18 at 1B. A set of 15 winter wheat genotypes
from them were selected and tested for agronomic traits in the trials under field conditions of Maly Sari§ during seasons
2005-2007. The obtained knowledge from this research can help to breeders in appreciating of genetic resources for hy-
bridization programmes to make high quality, healthy, adapted and high yielding genotypes.

Key words: wheat breeding, genetic resources, bread-making quality, glutenins, Glu-1B 17+18

Uvod

Jednym z vyznamnych faktorov, ktory urcuje pekarsku akost’ pSenice je pritomnost’ $pecifickych bielko-
vin, ktoré su spajané s dobrou kvalitou. Spomedzi nich kI'aCova ulohu zohrava pritomnost” gluteninov s vy-
sokou molekulovou hmotnostou (HMW-GS), ktoré st kodované alelami lokusu Glu-1D 5+10. Pozitivny
vplyv na chlebopekarsku kvalitu maju aj alely 1 a 2* Glu-14 a 17+18, 749, resp. 7+8 z lokusu Glu-1B. Pred-
poklad kladnej transgresie v pekarskej akosti mozno o¢akavat aj pri zastipeni gliadinového bloku Gli-1B1.

Aj napriek znamej skuto¢nosti, ze spomedzi alel lokusu Glu-/B ma najvacsi vplyv na chlebopekarsku
kvalitu nepochybne alelicky blok 17+18 (MARTINEZ et al., 2006), jeho zastupenie v eurépskych odrodach
pSenic je pomerne vzacne a v sicasnych odrodach slovenskej proveniencie sa nevyskytuje vobec. Len 3 od-
rody zo 65, zapisanych v Listine registrovanych odréd v SR v roku 2006 boli nositeI'mi alel 17+18 - Sulamit,
Rapsodia a Charger. V pripade poslednych dvoch odrdd sa priaznivy efekt G/u-1B 17+18 fenotypovo nemd-
ze prejavit’ na vyslednej kvalite v dosledku jeho kombinacie s génmi lokusu Glu-1D 2+12, ktoré maju na
kvalitu negativny vplyv (SHEWRY et al.1992). Aj v krajovych a starych eurdpskych odrodach psenice bola
kombinécia alel 17+18 zriedkava (DOTLACIL et al., 2002).

Ciel'om vyskumu bola detekcia, hodnotenie a charakterizacia genetickych zdrojov psenice letnej f. ozim-
nej s Glu-1B 17+18 na zéklade analyz gluteninového a gliadinového spektra a ich testovania v pol'nych pod-
mienkach.

Material a metéda

V rokoch 2001-2006 boli analyzované gluteniny a gliadiny genotypov psenice letnej f. ozimnej, vyuziva-
nych ako genetické zdroje na §Pachtitel'skych pracoviskach VURV Piestany. Detekcia gliadinového a glute-
ninového spektra bola uskuto¢nend metédou polyakrylamidovej gélovej elektroforézy v kyslom prostredi (A-
PAGE) a v pritomnosti dodecylsulfatu sodné¢ho (SDS-PAGE) vo VURV Piestany. Bodova hodnota alel pre
HMW-GS (Glu-skore) bola stanovena podl'a publikovanych vysledkov (PAYNE a LAWRENCE, 1983).

Zo sirsicho stboru genotypov s detekovanymi alelami 17+18 lokusu Glu-1B sme uskuto¢nili vyber 15
genetickych zdrojov, ktoré boli v priebehu rokov 2005-2007 testované na VSS Maly Sari§ z hl'adiska ich
hospodarskych vlastnosti. Boli $tudované agronomické znaky a odolnost’ proti chorobam a polichaniu. Pre
porovnanie boli v pokuse vysievané 2 kontrolné odrody Ilona a Torysa.

Z kvalitativnych parametrov bolo stanovené akostné ¢islo psenice (ACP). K jeho vypoétu boli vyuzité
hodnoty Pelshenkeho testu, charakterizujuceho silu cesta spolu s hodnotami o obsahu lepku a jeho napuca-
vosti podla nasledujiceho postupu:

ACP = (obsah mokrého lepku x 25) + (napuc¢avost’ lepku x 100) + (Pelshenkeho test v mintitach x 50)

Na zaklade akostného ¢isla mézeme pSenice rozdelit’ do 9 tried, a to podl'a uvedeného kl'ica: hodnotam nad
9000 odpoveda ACP 9, hodnotam nad 8000 odpoveda ACP 8 atd’.

Vysledky a diskusia

Elektroforetickou analyzou gluteninov 750 genetickych zdrojov psenice letnej f. ozimnej sme zistili, ze
najviac frekventovanymi alelickymi kombinaciami podjednotiek gluteninov na 1B chromozéme boli 7+9
(298 x), 7+8 (168x) a 6+8 (168x). Alelicky par 17+18 bol detekovany v 47 pripadoch, o predstavuje len 6,3
% z analyzovanych genotypov. Z nich bol uzsi sibor 15 genotypov nésledne podrobeny testom na hospodar-
sku hodnotu a technologicku kvalitu.

Prehlad gluteninového a gliadinového spektra vybranych genotypov je uvedeny v tab. 1. spolu s hodnote-
nim ich technologickej kvality. Vysledky potvrdzuji, Ze pozitivny vplyv Glu-1B 17+18 na pekarsku akost’
nie je jednoznacny, ale treba ho posudzovat v suvislosti s genetickym pozadim d’alSich gluteninovych
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a gliadinovych podjednotiek. Priaznivé alelické kombinacie sa vyskytli pri genotypoch s Glu-1D 5+10 a
s Glu-skore 8 a viac bodov, ¢o koresponduje s vysledkami viacerych autorov (PAYNE et al., 1987) a boli re-
prezentované odrodami Altos, Bohemia, Grisby, Haldor, Komfort, Shamrock, Smuggler, Sulamit a SW Top-
per. Vysokym hodnotdm Glu-skoére, resp. razného skore odpovedalo aj vysoké akostné ¢islo psenice. Kombi-
nacia Glu-1B 17+18 s Glu-1D 2+12 viedla k nizkym hodnotam Glu-skoére a k nizkej technologickej akosti
(ACP = 6 a menej).

Pri vybere rodicovskych partnerov na krizenie st dolezité nielen detailné poznatky o ich kvalitativnych
vlastnostiach, ale aj informécie o ich hospodarskych vlastnostiach, prehl'ad ktorych je uvedeny v tab. 2. Siro-
ka variabilita v hospodarskych znakoch dava predpoklady pre vzajomné kombinovanie navzajom komple-
mentarnych odrod.

Zaver

Analyza vysledkov potvrdila pozitivny efekt alelického bloku 17+18, lokalizovaného na 1 B chromozo6-
me, na pekarsku akost’ pSenice v kombinacii s alelickym parom 5+10 na D chromozoéme. Na zaklade tychto
udajov ako aj vysledkov pol'ného testovania vybranych genetickych zdrojov bola v roku 2007 vytvorena §i-
roka skala vychodiskovych biologickych materidlov so zakomponovanymi gluteninovymi alelami 17+18 ako
donormi vysokej pekarskej kvality pSenice.

Praca bola podporena MP SR (projekt ¢. 2006 UO27/0910501/0910511) a Agenturou pre vedu a techniku SR
(projekt €. SK-MAD-03206).
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Tabulka 1: Vysledky analyzy gluteninov a gliadinov a stanovenia akostného ¢isla suboru genetickych

zdrojov pSenice letnej f. ozimnej
Lokusy Skore Akostné ¢islo pSenice
Odroda | Stét | 1| G- | Glu- | Gii- _ | suma |, Bodove | g, | Bodové
4 1B | 1B Glu | Razné hodnotenie hodnotenie
2005 2005 2006 2006
Altos DEU| 0 |[17+18|5+10|1B1| 8 8 7650 7 10125 9
Bastide FRA| 0 |17+18|2+12|iny | 6 6 4475 4 4525 4
Bohemia CZE| 0 [17+18|5+10| iny | 8 8 - - 8450 8
Grisby FRA| 1 |17+18|5+10|1B3| 10 8 7525 7 8100 8
Haldor DEU| 0 |[17+18|5+10|1B4| 8 8 9075 9 10300 9
Charger GBR| 0 |[17+18|2+12|iny | 6 6 4375 4 6950 6
Komfort AUT| 1 |17+18|5+10|1B3| 10 8 9800 9 11750 9
Manhattan DEU| 0 |[17+18|2+12| iny | 6 6 3525 3 3875 3
Orton GBR| 1 |[17+18|2+12|1B3| 8 6 5650 5 6125 6
Rapsodia CZE| 0 |[17+18|2+12|1B3| 6 4 3825 3 3900 3
Richmond GBR| 0 [17+18|2+12 | iny | 6 6 9875 9 10825 9
Shamrock GBR| 0 [17+18|5+10| iny | 8 8 7000 7 11775 9
Smuggler GBR| 1 [17+18]5+10]iny | 10 | 10 | 7025 7 11275 9
Sulamit CZE| 0 [17+18|5+10| iny | 8 8 8075 8 12175 9
SW Topper DEU| 0 [17+18|5+10| iny | 8 8 - - 8625 8
Ilona - K SVK | 2* | 749 |5+10|1B1| 9 9 8125 8 10900 9
Torysa - K SVK| 0 7+8 |2+12| iny | 6 6 3550 3 4175 4

Kontroly: Ilona - potravinarska , Torysa - nepotravinarska pSenica

Tabul’ka 2: Priemerné hodnoty hospodarsky vyznamnych znakov — roky 2005-2007

Odolnost’ proti napadnu- | Odolnost | - ... ,

Odroda tiu chorobami proti po- Vyslfa Klasenie Hmotnqst Uroda zrna
MTr | HrPs | LiSk | SeKl | lichaniu | FtHn 1000 zén
9-1 | 9-1 ] 9-1 ] 9-1 9-1 m [dniod15.| g |[%kx| gm® | %kx
Altos 6,7 16,0 |57 1]53 8,3 0,91 36 40,4 | 109 811 111
Bastide 53 160 |57 |57 9,0 0,72 30 30,7 | 83 728 100
Bohemia 6,7 190 ] 70 40 9,0 0,78 39 32,6 | 88 631 87
Grisby 6,3 | 60 ]53] 6,0 8,7 0,96 35 40,5 110 803 110
Haldor 73 1 80|67 |63 9,0 0,73 32 309 | 84 716 98
Charger 77 17316353 9,0 0,79 33 36,0 | 97 704 97
Komfort 70 | 73170 | 57 8,7 0,93 35 39,1 | 106 870 119
Manbhattan 63 | 7,717,050 9,0 0,74 35 37,9 | 102 767 105
Orton 6,7 180 ]63] 50 9,0 0,77 35 354 96 746 102
Rapsodia 63 | 77167 | 6,7 8,7 0,79 37 339 92 798 109
Richmond 75 145160 | 60 8,0 1,02 29 45,5 | 123 656 90
Shamrock 73 133173163 9,0 0,68 38 294 | 80 523 72
Smuggler 63 [ 83|70 |57 9,0 0,78 38 31,8 86 695 95
Sulamit 6,0 [ 33]63] 6,0 9,0 0,92 35 40,3 | 109 729 100
SW Topper 7,5 551501 60 8,5 0,89 34 40,4 | 109 615 84
Ilona - K 57 15714053 7,7 0,82 28 35,1 | 95 631 87
Torysa - K 50 [ 50|57 ] 6,7 6,3 0,95 33 48,6 | 131 966 133
Priemer (x) 6,6 | 64162 |57 8,6 0,83 34,3 37,0 | 100 | 728,7 100
Vysvetlivky:

MuTr - miénatka travova, HrP§ - hrdza pSenicova, LiSk - listové Skvrnitosti, SeKl - septoridzy v klase
* bodové hodnotenie 9-1: 9 — najlepsie, 1 — najhorsie hodnotenie

Adresy autorov: 3
'SCPV - VSS Maly Saris, 080 01 PreSov, muchova@vurv.sk
2 SCPV - VURYV Piestany, Bratislavska cesta 122, 921 68 Pieitany, gregova@vurv.sk
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REGENERACE KALUSU Z MEZOFYLOVYCH PROTOPLASTU
CUCUMIS SATIVUS
CALLUS REGENERATION FROM MESOPHYLL PROTOPLASTS
OF CUCUMIS SATIVUS

Bozena NAVRATILOVA — Dagmar SKALOVA — Jana GAJDOVA

Isolated protoplast are a unique system for studying the structure and function of cell organelles, cytoplasmatic
membrane transport in plants and cell wall formation. Another using of isolated protoplasts is fusions to overcome
barriers existing between plant species. The aim of this work is study of the calli regeneration from mesophyll
protoplasts. These obtained results can be used for asymmetric protoplasts fusion with irradiated protoplasts of Cucumis
wild species, because cucumber is attacked by various diseases and wild species possess resistance to some diseases.
Mesophyll protoplasts were isolated from leaves of 4-week-old in vitro cultured plants of Cucumis sativus (09H390768).
Protoplasts were isolated by enzymatic mixture of 1% Cellulase Onozuka R-10 and 0.25% Macerozyme R-10 in Pgly
solution (DEBEAUJON and BRANCHARD, 1992). Isolation and cultivation to microcalli forming as described by
GAJDOVA et al. (2007). In culture protoplasts of used genotype were observed growing cells, regenerating cell walls,
dividing cells and forming calli on media with various concentration of growth regulators (BA, KIN).

Key words: callus formation, cytokinins, Cucumis sativus, mesophyll protoplast, regeneration

Uvod

Zastupci rodu Cucumis patfi mezi vyznamné zemédé€lské plodiny, tyto druhy vSak postradaji odolnost
vuci vyznamnym hospodaiskym chorobam (napi. Pseudoperonospora cubensis, Erysiphe cichoraceum),
nejsou mrazuvzdorné a maji omezenou toleranci k suchu. U nékterych planych druhti se vyskytuji rezistence
k chorobam a skidcim i odolnost vici abiotickym stresim. Proto je zadouci prenést tyto vlastnosti do
kulturnich plodin. Protoplastové kultury a nasledné faze protoplastii jsou jednou z biotechnologickych metod
pro piekonani bariér klasického kiizeni.

Introdukce gen pro rezistence vu¢i chorobam je jednim zné€kolika dilezitych cili ve S$lechténi
uzitkovych rostlin, u rodu Cucumis se jedna hlavné o pienos rezistence k pivodcim nekterych hospodaisky
vyznamnych chorob z planych druhd, u kterych byly zjistény uZzitené agronomické vlastnosti, véetné
rezistence k chorobam a hmyzim $kidctim, napt. Pseudoperonospora cubensis (GAJDOVA a kol., 2004,
2007).

Material a metody
Rostlinny material

Zdrojem mezofylovych protoplasti byly mladé, plné vyvinuté listy 4-tydennich in vitro rostlin Cucumis
sativus linie SM 6514 (09H390768) rostoucich na médiu MS (1962) doplnéném 0.01 mg BA; 0.01 mg/l IBA
a 20 mg/l kys. askorbové v plastovych boxech (100 ml média).

Izolace a kultivace protoplastii

Mladé listy (0.5 g) byly nafezany a umistény v enzymatickém smési (5 ml) obsahujici 1% celulasu
Onozuka R-10 a 0.25% macerozym R-10 v promyvacim roztoku Pgly (DEBEAUJON a BRANCHARD,
1992). Po dobu 18 hodin byly segmenty listi umistény ve tmé v termostatu pii 27 °C. Po inkubaci byly
suspenze protoplastil purifikovany filtraci pies nylonové sitko (72 um), centrifugovany 800 ot/min po dobu 5
min a precistény na 20% sacharosovém gradientu.

Purifikované protoplasty byly resuspendovany na hustotu 10° na 1 ml protoplastové suspenze v tekutém
médiu LCM1(DEBEAUJON a BRANCHARD, 1992). Zivotnost protoplastil stanovovana po izolaci pomoci
FDA (fluoresceindiacetat).

Po izolaci byly protoplasty kultivovany 2 tydny ve tmé v termostatu pii 27 °C v tekutém médiu LCM1,
poté byly pteneseny do kultivaéni mistnosti (16/8 den/noc, 22 + 2 °C ) a piidano tekuté médium LCM2
(DEBEAUJON a BRANCHARD, 1992). Mikrokalusy byly transportovany na pevné médium MS doplnéno
s 1% sacharosou, 0.1 mg/l NAA a cytokininem (benzyladenin - BA a kinetin - KIN, Tab. 1). Rostouci kalusy
byly pasaZovany na stejné svézi médium kazdé 2 tydny.

V prubéhu kultivace byla sledovana resyntésa bunécné stény pomoci CW (Calcofluor white), bunécné
déleni, tvorba mikrokalusti a kalusii. Mikrokalusy byly pasdazovany na pevna média (A-G) s rliznymi
kombinacemi cytokininii (bylo vysazeno min. 40 mikrokalusti na jedno médium).

Vysledky a diskuse

Bezprosttedné po izolaci byly protoplasty neposkozené, Zivotaschopné a stanovena zivotnost byla vzdy
vy$si nez 70 %. Po 24 hodinach byla pozorovéana resyntéza bunééné stény (Obr. 1) a po 4 - 5 dnech prvni
déleni. Stejnd pozorovani popsali BURZA a MALEPSZY (1995) u Cucumis sativus cv. Borszagowski.
Mikrokalusy byly ziskany po 4 tydnech kultivace (Obr. 2). Bylo ziskdno 512 mikrokalust, které byly
pasazovany na média s riznymi koncentracemi BA a KIN podle tabulky 1.
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Pfi nizké koncentraci cytokinind (0.1 mg/l) byl rist pomaly a kalusy byly svétlé. Nebyly pozorovany
vyrazné rozdily ve vzhledu kalust rostoucich na médiu se stejnou koncentraci BA nebo KIN. Rostouci
kalusy s koncentraci 1 mg/l BA nebo KIN byly rychle rostouci kompaktni a zelené (Obr. 3). Vyssi procento
rostoucich kalust bylo ziskdno na médiu G (0.1NAA + 1.0 BA + 1.0 KIN mg/l) a F (0.1 NAA + 1.0 KIN
mg/l). Vyssi koncentrace BA nebo KIN v médiu se neliSily vyznamné riistem kalusti od koncentrace 1 mg/I,
kalusy byly vice vitrifikované, tyto vyssi koncentrace (2.5 a 5.0 mg/1) nejsou v tabulce uvedeny.

Zavér

Vybrany genotyp a metoda izolace byly pro nase experimenty vyhovujici. Byla pozorovana regenerace do
stadia kalusi, které byly ziskany na médiich s riznymi koncentracemi BA a KIN. Jako optimalni média byla
vybrana média F a G. NaSe experimenty pokracuji a jsou zaméfeny na regenerace rostlin ze
ziskanych kalust.
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Tabulka 1: Procento rostoucich mikrokalusii na médiich obsahujicich rizné koncentrace cytokininu

BA KIN % rostoucich Poznamky
mg/l mg/l kalusii
A 0.1 - 2.7 Pomalu rostouci, svétlé
B 0.5 - 32.5 Zelené, rostouci
C 1.0 - 40.1 Rostoucti, zelené
D - 0.1 7.6 Pomalu rostouci, svétlé
E - 0.5 55.4 Kompaktni, zelené, rostouci
F - 1.0 63.9 Kompakini, zelené, rostouct
G 1.0 1.0 64.6 Tmaveé zelené, rostouct

T
Obr.1(vlevo) Resyntéza bunééné stény po 24 hodinach (OLYMPUS BX 60, 400x)
Obr.2 (stfed) Mikrokalusy v tekutém médiu pred pasazi na pevné médium (OLYMPUS CK 40)
Obr.3 (vpravo) Kalusy na médiu obsahujicim 1 mg/l BAP (OLYMPUS Camedia C-5050 ZOOM)
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VARIABILITA OBSAHU XANTHOHUMOLU A
DESMETHYLXANTHOHUMOLU U SAMCiCH GENOTYPU CHMELE
(HUMULUS LUPULUS L)

VARIABILITY OF XANTHOHUMOL AND DESMETHYLXANTHOHUMOL IN
MALE GENOTYPES OF HOP (HUMULUS LUPULUS L.)

Vladimir NESVADBA — Karel KROFTA

We selected 28 male hop plants of our breeding material. With the help of liquid chromatography we analyzed male
flowers. The results show that male flowers show xanthohumol contents in the range of 0,015 % to 0,17 %.
Desmethylxanthohumol contents varied from 0,004 % till 0,076 %. Contents of the determined compounds are in the
correlation with alpha and beta acids contents.

Key words: hop, Humulus lupulus L., male plants, xanthohumol, desmethylxanthohumol, breeding material.

Uvod

Prenylované flavonoidy chmele jsou v poslednich letech sttedem zajmu 1ékafského vyzkumu, protoze u nich
2000). S ohledem na uvedené skuteCnosti lze ocekavat, ze mnozstvi chmele, které se vyuziva mimo pivovarsky
primysl, bude mit do budoucna rostouci trend. Chmelaisky institut s.r.o. Zatec fe$i od roku 2006 vyzkumny
projekt podporovany MSMT CR 2B06011 s cilem ziskat nové genotypy chmele svysokym obsahem
xanthohumolu a desmethylxanthohumolu. Zakladem tvorby novych genotypi je kiizeni vhodnych
rodicovskych komponenttt (NESVADBA, 2001). Chmel je dvoudoma rostlina a proto je nutné stanovit i obsah
pozadovanych latek u samcich genotypti. Obsah xanthohumolu u samicich rostlin publikovala fada
vyzkumnych pracovnikit (BRENDL, 2003; KROFTA, 2003). Bohuzel do soucasné¢ doby nebyly publikovany
obsahy xanthohumolu a desmethylxanthohumolu u sam¢ich rostlin chmele.

Material a metodika

Chmelaisky institut s.r.0. Zatec disponuje $lechtitelskou $kolkou saméich rostlin. Z vybraného souboru
samcich rostlin byly v dob& uvolnovani pylu odebrany saméi kvéty, které byly ususeny. Tyto kvéty byly dle
metodiky stanoveni obsahu chmelovych pryskyfic analyzovany HPLC metodou EBC 7.7 (1997).
Xanthohumol byl ze chmele a upravenych chmelovych vyrobkd extrahovan smési diethyléter-methanol.
Ziskany extrakt se dé¢lil na chromatografické koloné NUCLEOSIL RP Cig, 5 um, 250 x 4,6 mm.
Xanthohumol eluovany z kolony byl spektrometricky detekovan pfi vlnové délce 370 nm. Statistické
zpracovani experimentdlnich dat bylo provedeno pomoci programu QC.Expert 2.5 (TriloByte s.r.o.,
Pardubice).

Vysledky a diskuse

Chmel je dvoudoma rostlina a saméi rostlina netvoii hlavky, proto do kiiZeni vstupuje jako témér
neznamy opylova¢. Regitelskému tymu se podafilo provést chemické analyzy u kvéti saméich rostlin.
Kapalinovym chromatografem se podafilo stanovit jak obsah chmelovych pryskyfic, tak i obsah
xanthohumolu a DMX. Dosazené vysledky jiz byly vyuzity ke kfizeni vroce 2006 a budou zakladem
Slechténi chmele na obsah xanthohumolu a DMX (v dalsich letech budou analyzovany nové sam¢i rostliny).
Sam¢i rostliny vykazuji niz$i pramérny obsah xanthohumolu (x = 0,078) i DMX (x = 0,029) nez samici
genotypy. To je dano niz§im obsahem chmelovych pryskyfic u saméich rostlin. Z vysledki je dale patrné, ze
genotypy s nejvyssim obsahem xanthohumolu vykazuji i vysoky obsah DMX.

Linearni regresi byla stanovena jak vzajemna zavislost obsahu xanthohumolu a DMX, tak jejich trend
zavislosti na vysi obsahu alfa i beta hotkych kyselin.

Z grafu 1 je patrné, ze genotypy s vyS$im obsahem alfa hotkych kyselin vykazuji i vys§i obsah
xanthohumolu. Tento trend potvrzuje i vysoky korelaéni koeficient (r = 0,77). Tato korelace je nizs$i nez u
saméich rostlin, kde byl stanoven korela¢ni koeficient (r = 0,86). Tento rozdil neni vyrazny a je
pravdépodobné zpusoben niz§im pocten hodnocenych saméich rostlin. Z tohoto pohledu je velmi zajimavy
vzorek s nejvyssim obsahem xanthohumolu (00/6), ktery vykazuje nizsi obsah alfa hotkych kyselin. Obdobné
vysledky byly charakterizovany i u hodnoceni samicich rostlin. Témét shodny trend linearni regrese i
korelace (r = 0,83) vykazuje vliv beta hotkych kyselin na obsah xanthohumolu jako bylo stanoveno u alfa
hotkych kyselin.

Genotypy s vys$im obsahem alfa hotkych kyselin vykazuji i vy$s$i obsah DMX. Tento trend potvrzuje
korela¢ni koeficient (r = 0,73), ktery je téméf na shodné urovni jako u samicich rostlin (r = 0,73). Dale je
ziejmé, ze obsah beta hotkych kyselin ma vétsi vliv na obsah DMX nez obsah alfa hotkych kyselin, protoze
vykazuje vyssi té€snost zavislosti (r = 0,90). Je pravdépodobné, Zze obsah DMX bude shodné zavisly na
obsahu alfa i beta hotkych kyselin.

Byl stanoven trend linearni regrese obsahu xanthohumolu a DMX. Korela¢ni koeficient vykazuje tésnost
zavislosti (r = 0,90).
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Graf 1: Trend linearni regrese obsah xanthohumolu/obsah alfa horkych kyselin u samci
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Poznamka: korelaéni koeficient r = 0,77; koeficient determinace 1> = 0,59

Zavér

Dosazené vysledky analyz, trendd a korelace u samcich genotyptt maji informativni vyznam, protoze se

jedna o maly soubor dat, ktery byl hodnocen pouze v jednom roce. Pfesto maji ziskané vysledky pro feseni
projektu velky vyznam, protoze je mozné pouzivat vhodné rodiCovské komponenty, které vykazuji (pouze
informativné) vysoky obsah xanthohumolu nebo DMX.
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VYUZITI DNA MARKERU PRO PREDIKCI REZISTENCE K FUZARIOVEMU
VADNUTI KLASU U VYBRANYCH GENOTYPU OZIMEHO JECMENE
THE USE OF DNA MARKERS FOR PREDICTION OF FUSARIUM HEAD
BLIGHT RESISTANCE IN CHOSEN WINTER BARLEY GENOTYPES

Zden&k NESVADBA - Tomas VYHNANEK - Ivana JEZISKOVA - Ludvik TVARUZEK
- Ivana POLISENSK A

A test of a set of winter barley genotypes artificially infected in field trials by fusaria was carried out. Based on the
results from field and laboratory evaluation and deoxynivalenol (DON) content, barley genotypes with different
responses to FHB were selected. The genotypes were hybridized and doubled haploid (DH) lines were derived in F;
generation using the in vitro androgenesis method. Original parental components and derived DH lines were tested for
fusarium infection and DON content. Based on analyses of 80 RAPD primers in a set of parental genotypes of winter
barley, primer H15 was selected that provides specific product at the size of 650bp for moderately resistant winter barley
genotypes. In consecutive detection, this specific product was found in 4 DH lines.

Keywords: winter barley, Fusarium head blight, deoxynivalenol, doubled haploid lines, DNA markers

Uvod

Infekce jeémene nékterymi druhy rodu Fusarium zpusobuje zhoubnou chorobu oznadovanou jako fuzariové
vadnuti klasi (FHB), jejimz vysledkem je pokles vynosu a snizeni kvality zrna je¢mene. Ohrozena mutze byt
rovnéz zdravotni nezdvadnost ziskaného zrna a to diky kumulaci mykotoxinti v obilkdch, tj. produktil sekundérniho
metabolismu hub. Kontaminace potravinovych komodit fuzariovymi mykotoxiny je tak shledavana jako zavazny
zemé&d¢lsky problém, ktery vyrazné€ ovliviiuje ekonomiku, mezindrodni obchod, zdravi lidi a zvifat. Ochrana pied
FHB muze byt nejlépe provadéna pres integrovana péstitelska opatieni, aplikaci fungicidii a zavadénim novych
odolng&jSich odrtid. Pii tvorbé odolnéjSich odrid lze dobfe uplatnit nejen tradicni Slechtitelské postupy, ale také
nové vyuzit analyzy na urovni molekularnich markerd. Jejich vyuzitim l1ze dosahnout zefektivnéni screeningu a
tvorby novych genotypt v krat§im Case. Cilem prace bylo ovéfit diverzitu mezi odriidami ozimého jeCmene s
ruznou citlivosti k FHB a nalézt RAPD markery, které umozni odliSeni nachylnych genotypt od stfedné
rezistentnich.

Material a metodika
Rostlinny material

V letech 2004 - 2005 bylo provadéno testovani na 7 vychozich odridach a novoslechténich dvoufadého
ozimého je¢mene s perspektivou sladovnického vyuziti a 17 dihaploidnich linii (Tab. 1). DH linie byly vytvoreny
metodou androgeneze in vitro po hybridizaci mezi vychozimi rodi&i podle VAGERA a OHNOUTKOVA (1993).
Polni pokusy

Pokusy byly zalozeny a vedeny metodou znahodnénych dilcd na pozemcich Zemédélského vyzkumného
tstavu Kroméfiz, s.r.o. Kazda varianta byla tvofena dvéma opakovanimi o rozmérech parcely 1 m”. Parcely byly
v dobé plného kveteni (DC 65) uméle inokulovany suspenzi konidii Fusarium culmorum (izolat FC-417/02).
Koncentrace inokula byla 6 miliont konidii na 1 ml. Vizualni hodnoceni bylo provedeno 21 dni po inokulaci dle
stupnice Horsfall-Barretta, jako procenticky podil zaschlych klaskd po napadeni chorobou.
Hodnoceni odolnosti k FHB

Metodika laboratorniho testovani zrna na papirovych roladach, stanoveni obsahu DON pomoci ELISA, RAPD
a AFLP analyz vCetné¢ statistického vyhodnoceni ziskanych vysledku je uvedena v praci NESVADBA et al. (2006).

Vysledky a diskuze

Na zaklad¢é dosazenych vysledkd byly zkousené odridy ozimého je¢mene rozdéleny do dvou skupin. Odriady
Tiffany, Vanessa a Duet byly charakterizovany jako stfedn¢ odolné k fuzdriovému vadnuti klasi. Do druhé
skupiny nachylnych odrid byla zafazena linie BR 2611m a odridy Leonie, Clara a Ladoga. Vychozi rodi¢ovské
genotypy byly analyzovany metodou AFLP. Po vyhodnoceni 84 polymorfnich markert byly genotypy rozdéleny
do 2 clusterd. V prvnim clustru se nachazi stiedné rezistentni odridy Duet a Tiffany. Druhy cluster je tvoreny
stfedn¢ rezistentni odriidou Vanessa a ndchylnymi genotypy Clara, Ladoga, Leonie a BR 2611m.

Po statistickém zpracovani vysledkit AFLP analyz u rodicovskych odriid a 7 vybranych DH linii byl sestaven
dendrogram podobnosti pomoci software FreeTree a FreeView (Nei a Li koeficient podobnosti). V dendrogramu se
vytvorily zfetelné tfi clustery. V prvnim se nachazi DH linie 545 a 684 se spole¢nym nachylnym rodi¢em Clara, ve
druhém DH linie 664 a 675 se spolecnym nachylnym rodicem Ladoga. Tteti cluster je tvofen tfemi DH liniemi
(658, 514 a 610), pticemz nizsi variabilita DNA je u DH linii 514 a 610 se spole¢nym stiedné rezistentnim rodi¢em
Duet. Tteti DH linie 658 tohoto clusteru mé spolecného rodice Br 2611m s DH linii 610. Shlukova analyza odrazi
pivod DH linii. V piipadé¢ vyuZiti androgeneze in vitro ve Slechtitelském procesu je dulezitym faktorem
responzibilita jednotlivych genotypl. Rozdily vregeneraci a vytéznosti, oznaCované jako tzv. genotypova
specifita, jsou vysvétleny rozdilnou responzibilitou rodi¢ovskych genotypi (MACHII et al., 1998). HOU et al.
(1994) zjistili, ze u DH linii jemene odvozenych z F;, F, a F; generace vyznacujicich se vyssi responzibilitou bylo
vy$s§i zastoupeni gent responzibilniho rodice.
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Na zakladé analyz 80 RAPD primeria v souboru rodi¢ovskych genotypi byl vybran primer H15 poskytujici
specificky produkt o velikosti 650 bp pro stfedné rezistentni genotypy ozimého je¢mene. Detekce tohoto
specifického produktu byla nésledné provedena u DH linii odvozenych zkiizeni rodicovskych genotypu.
Specificky produkt pro stiedné rezistentni genotypy byl nalezen jen u DH linii 565, 610, 686 a 790. U zbyvajicich
DH linii odvozenych zkiiZeni stfedné rezistentnich genotypd s nachylnymi tento specificky produkt nebyl
detekovan. Nizky stupenn napadeni pfi polnim hodnoceni (11 %), nejnizsi procento napadeni zrna v laboratornich
testech (24 %) a nejniz§i obsah DON (4,20 mg.kg™") byl zjitén v tomto souboru u linie DH 790, ktera vznikla
hybridizaci genotypti Clara x Tiffany. Tato uroveil reakce k FHB korespondovala i s vysledky RAPD analyzy. U
zbyvajicich DH linii, kde byla potvrzena pfitomnost specifického produktu a tedy stfedni stupen resistence byl
zjistén nizky stupen napadeni v polnich podminkach, ale vysoké procento vyskytu fuzarii v laboratornim testu a
rovnéz vysoky obsah DON.

Tabulka 1: Hodnoceni DH linii 0zimého je¢mene ve srovnani s vychozimi kontrolnimi odriidami

Odruda/ Puvod/ Pedigree Polni Laboratorni DON Pfitomnost
linie hodnoceni (%) test (%) (mg.kg'l) spec. produktu
Vanessa DEU 14 33 6,76 1
Duet GBR 15 50 16,24 1
Tiffany DEU 18 14 3,16 1
Clara DEU 20 5 3,76 0
Leonie DEU 24 5 6,74 0
BR 2611m DEU 47 14 8,37 0
Ladoga DEU 22 42 15,27 0
DH 514 Vanessa x Duet 12 55 8,48 0
DH 543 Vanessa x Clara 25 39 7,37 0
DH 545 Vanessa x Clara 35 29 15,42 0
DH 565 Br2611m x Duet 18 58 11,84 1
DH 610 Br2611m x Duet 9 51 12,81 1
DH 657 Br2611m x Leonie 13 64 54,62 0
DH 658 Br 2611m x Leonie 12 54 10,72 0
DH 664 Ladoga x Tiffany 17 53 28,66 0
DH 665 Ladoga x Tiffany 18 33 42,19 0
DH 666 Ladoga x Tiffany 13 52 40,40 0
DH 673 Ladoga x Vanessa 17 69 20,74 0
DH 674 Ladoga x Vanessa 15 76 24,92 0
DH 675 Ladoga x Vanessa 17 59 13,58 0
DH 684 Clara x Tiffany 20 56 5,29 0
DH 686 Clara x Tiffany 14 56 14,72 1
DH 687 Clara x Tiffany 12 52 6,57 0
DH 790 Clara x Tiffany 11 24 4,20 1

Vysvétlivky: 1 - ptitomnost specifického produktu (sttedné odolny), 0 - absence specifického produktu (nachylny)
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APLIKACE SSR MARKERU U TRITIKALE "
APPLICATION OF SSR MARKERS IN TRITICALE'

Eva NEVRTALOVA — Katefina SLEZAKOVA - Tomas VYHNANEK

Genetic variability of 16 genotypes of triticale (XTriticosecale Wittmack., 2n = 6x = 42, BBAARR) was studied using the
SSR method. SSR markers localized on chromosomes of A, B, D and R genome were chosen from the literature for the
analysis. Based on 30 SSR markers a dendrogram was calculated, which highly significantly differentiates the Valentine-
90 genotype from all other 15 genotypes splitted into two sub-clusters.

Key words: triticale, genetic variability, polymorphism of DNA, SSR, marker

Uvod

Pro detekci genetické variability je v soucasné dobé k dispozici mnoho metod, napi. morfologicka
charakteristika, analyza rodokmenti, biochemické markery piedevsim bilkoviny a jejich rizné izoenzymové
varianty, molekularni (DNA) markery atd. V ptipadé DNA markerti je velmi vhodnou metodou detekce
variability mikrosateliti (SSR) (GARG et al., 2001).

Cilem prace byla detekce genetické variability u vybranych genotypt tritikale pomoci SSR markert
popsanych v literatufe u pSenice a Zita.

Material a metody

Geneticka variabilita byla detekovana u 16 genotypu tritikale (X7riticosecale Wittmack.). Jednalo se o 8
registrovanych odridy: ozima forma — Gutek, Kitaro, Lamberto, Lupus, Presto, Ticino, Tornado a Triamant.
Smésné vzorky certifikovaného osiva byly ziskany z Ustfedniho kontrolniho a zkuSebniho tstavu
zemeédelského, zkuSebni stanice Hradec nad Svitavou. V pfipadé analyzy 8 donorti lepsi technolocké kvality
tritikale se jednalo o 7 translokovanych variant odridy Presto (Presto 1R.1D; Presto L.R. /linie 3/; Presto L.R.
/linie 5/; Presto MAL1 /linie 1/; Presto MA1 /linie 2/, Presto Valdy /linie 10/, Presto Valdy LH67) a v Rusku
registrovanou odridu Valentin-90. Smésné vzorky osiva byly ziskany od Ing. Petra Martinka, CSc. ze
Zemédéelského vyzkumného tstavu Krométiz, s. r. o. Jako genetickych markert bylo vyuzito polymorfizmu
DNA, ktery byl detekovan metodou SSR. Pro molekularni analyzy byla genomova DNA izolovana pomoci
izola¢niho kitu DNAesy Plant Mini Kit (f. Qiagen) z napéstovanych rostlin ve fazi jednoho listu (5-7 dni
staré rostliny). Koncentrace DNA ve vzorku byla po izolaci zjisténa spektrofotometricky. Pro SSR analyzy
bylo pouzito 30 SSR markert popsanych v literatufe u pSenice a zita (DEVOS et al., 1995; RODER et al.,
1998; KHLESTINA et al., 2004; SOMER et al., 2004; KUELUNG et al. 2006). Reakéni smés o celkovém
objemu 25 pl obsahuje: 30 ng templatové DNA, 0,5 U Taq polymerazy (Promega, USA), 1x odpovidajici
puft, 7,5 uM kazdého primeru a 0,1 mM kazdého dNTP. Teplotni a Easovy profil reakce byl: 1 cyklus 93°C —
120 s; 30x (93°C — 60 s, 54°C — 120 s, 72°C — 120 s). Pro vizualizaci produkti bylo pouzito barveni stfibrem
(0,2 % AgNO;) po probéhlé vertikdlni elektroforéze (pfi 300 V) na 10 % nedenaturovaném
polyakrylamidovém (PAA) gelu v TBE pufru. Pied vlastni elektroforetickou separaci na PAA gelu byla
provedena kontrolni elektroforéza na 1,5% agarozovém gelu (barveni ethidiumbromidem) z ¢asti objemu
reakce pro kontrolu uspéSnosti/netispésnosti reakce. Vysledky molekularnich analyz byly vyhodnoceny
pomoci binarni matice, kde 1 znamend ptitomnost produktu a 0 absenci produktu. Nasledné byly tyto
hodnoty statisticky zpracovany pomoci programu FreeTree a graficky zpracovany do podoby dendrogramu
pomoci programu TreeView.

Vysledky a diskuse

Z 30 analyzovanych SSR markeri poskytovaly 4 SSR markery uniformni spektrum (Xremsil74,
Xrems1234, Xwmc429 a Xgwmll66) uvsech analyzovanych genotypt tritikale. Ostatni mikrosatelity
poskytovaly 2 az 9 alel, véetné vyskytu nulovych alel u nékterych mikrosateliti (Xrems1303, Xrems1253,
Xrems1167, Xwmc216 a Xgwm861). Nejvyssi pocet alel byl detekovan u mikrosatelitd Xpsp3000 (9 alel)
a Xbarc004 (7 alel). MANIFESTO et al. (2001) zjistili u pSenice v pfipadé SSR markeru Xpsp3000 13
alelickych variant (213-285 bp) v¢etné nulové.

Dv¢ alely v ramci jednoho SSR markeru byly detekovany u odriidy Tornado (6 mikrosatelitt), Lupus (4
mikrosatelity) a genotypli Gutek, MA1 (linie 1) a Presto Valdy HL-67 u jednoho SSR markeru. U odridy
Tornado byly pomoci polymorfizmu prolaminovych bilkovin detekovany dvé sesterské linie
(VYHNANEK, BEDNAR, 2003). Izolace DNA byla realizovana ze smésného vzorku, a tak neni mozné
rozlisit jestli se jedna o detekci dvou sesterskych linii ve vzorku osiva nebo o heterozygotni konstituci
genotypu. Pro upfesnéni by bylo nutné realizovat analyzy z jednotlivych rostlin. V pfipad¢ odridy Tornado
se priklanime k ndzoru, Ze jedna o detekci obou sesterskych linii ve smésném vzorku osiva.

Na zaklad¢ statistického zpracovani byl sestaven dendrogram podobnosti (Jaccardiv koeficient)
analyzovanych genotypd (obr. 1). Z analyzovaného souboru genotypti se podafilo statisticky vyznamné
odlisit ruskou odridu Valentin-90 od ostatnich 15 analyzovanych genotypd, které tvoii dva subklastery.
V jednom subklasteru se nachazi registrované odriidy v CR s vyjimkou odriid Lupus, Ticino a Presto, které
tvoii subklaster s translokovanymi genotypy tritikale. V ramci translokovanych genotypu tritikale
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odvozenych ze stejného vychoziho genotypu (Presto I.R., Presto MA1 a Presto Valdy — linie vyselektované
v ZVU Kroméiiz, s. . 0.) byla zji§téna uréita variabilita, coZ je pravdépodobné zptisobeno nehomogenosti
vychoziho materialu (MARTINEK, tustni sdéleni). Jednotlivé translokované genotypy nebylo mozno rozlisit
podle translokovaného 1R chromozomu, ale SSR markery na jinych chromozomech.

Obr. 1: Dendrogram podobnosti analyzovanych genotypu tritikale

Vysvétlivky: A — Gutek, B — Kitaro, C — Lamberto, D — Lupus, E — Presto, F — Ticino, G — Triamant, H — Tornado, I — Valentin-90, J -
Presto 1R.1Ds0-1 (BC6), K - Presto L.R. (linie 3), L - Presto L.R. (linie 5), M - Presto MA1 (BC3) (linie 1) , N - Presto MA1
(BC3) (linie 2), O - Presto Valdy (linie 10), P - Presto Valdy LH-67.

Zavér

V praci jsou prezentovany vysledky detekce polymorfizmu DNA 30 SSR markery u 16 genotypt
tritikale, které je mozné vyuzit pro detekci genetické variability a rozliSeni jednotlivych analyzovanych
genotypu tritikale.
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GENETICKA DIVETZITA GENOTYPOV TRITICUM AESTIVUM L., TRITICUM
SPELTA L. A TRITICUM DURUM DESF. NA ZAKLADE HMW-GS
GENETIC DIVERSITY OF TRITICUM AESTIVUM L., TRITICUM SPELTA L.
A TRITICUM DURUM DESF. GENOTYPES ON THE HMW-GS BASE

Veronika OSLOVICOVA — Eva PALENCAROVA

The study deals with the identification, differentiation and characterization of different species of wheat (Triticuma
aestivum L., Triticum spelta L., Triticum durum DESF.) on the base of the high-molecular-weight glutenin subunits
(HMW-GS). The detection of HMW-GS by the standard reference method ISTA SDS-PAGE was used and so-called Glu-
score was calculated. Results showed, that the highest value of Glu-score (10) in common wheat varieties was achieved
by the cultivars Axis, Istra and Solara. The Glu-score of the Triticum spelta L. genotypes from 6 to 8 was detected. In the
collection of Triticum durum DESF. 70,6% of cultivars was characterised by Glu-score 4, what predestinate them for a
special bakery purposes. SDS PAGE of HMW-GS can be applied as a screening test for differentiation of wheat genetic
resources and prediction of bread-making quality of wheat.

Key words: Triticum L., HMW-GS, genetic diversity, SDS-PAGE

Uvod

Pri rozliSovani genotypov obilnin su najlahsie dostupnymi markermi zasobné bielkoviny, extrahované zo
zrelého semena a izoenzymy. Vysoky polymorfizmus zasobnych bielkovin pSenice je vysledkom
komplexnosti jej genému. Genom Triticum aestivum L. a Triticum spelta L. je zlozeny z troch samostatnych
genomov (A, B, D) rézneho pdvodu, pricom kazdy prispieva k celkovej bielkovinovej variabilite (KRAIC,
2004). Gluteninové bielkoviny pSenice Specialne vysokomolekularna gluteninova frakcia ma vyznamny
vplyv na pekarenskl kvalitu zrna pSenice t.j. ovplyviuje stabilitu a elasticitu Struktiry lepku, gluténové
proteiny teda zodpovedaji za vizkoelastické vlastnosti cesta. Vysokomolekularne podjednotky gluteninov
(HMW-GS) st kontrolované kodominantnymi alelami Glu-Al, Glu-B1 a Glu-D1, lokalizovanymi na dlhom
ramene chromozémov 1A, 1B a 1D (KOLSTER et al., 1992). Génom Triticum durum DESF. pozostava
z dvoch genémov, v dosledku ¢oho je pSenica tvrda vhodnou obilninou len na $pecialne pekarske ucely.

Cielom prace bolo identifikovat’ genotypy troch druhov pSenice (Triticum aestivum L., Triticum spelta
L., Triticum durum DESF.) apoukdzat na ich geneticki rozmanitost na zéklade zastipenia vysoko-
molekularnych gluteninovych subjednotick (HMW-GS).

Material a metédy

Analyzovali sme 38 genotypov pSenice letnej, 17 genotypov pSenice tvrdej a 7 genotypov psenice Spaldy,
ktoré nam poskytla Génovéa banka semennych druhov SR SCPV VURYV v Piestanoch. Vo vzorkach sme
stanovili HMW—gluteninové subjednotky elektroforetickou metdédou SDS-PAGE podla metodiky ISTA
(WRIGLEY, 1992). Denzitometrické¢ zaznamy elektroforetickych profilov jednotlivych genotypov psenice
boli vyhodnotené dokumentacnym a vyhodnocovacim systémom GelWorks 1D pre Windows. Geneticku
interpretaciu alelickej zostavy v lokusoch Glu-A1, Glu-B1, Glu-D1 a nasledny vypocet Glu-hodnotenia sme
uskutocnili podl’a katalogu alel pre HMW-GS (PAYNE et al., 1987).

Vysledky a diskusia

Identifikaciu, diferenciaciu a charakteristiku genotypov obilnin je mozné realizovat’ na zaklade zastipenia
HMW-GS, ktoré vystupuji ako genetické markery technologickej kvality zrna. Z nasich vysledkov vyplyva,
ze v hodnotenom subore genotypov Triticum aestivum L. sa z lokusu Glu-A1l vyskytovali HMW-GS 0; 1; 2%,
pricom 44,7% genotypov obsahovalo podjednotku 0. Z lokusu Glu-B1 sme zistili tri dvojice podjednotiek
HMW-GS ato 6+8; 7+8; 7+9, z ktorych najvyssiu frekvenciu vykazali podjednotky 7+9. Na lokuse Glu-D1
sme detegovali taktiez tri typy HMW-GS 5+10, 2+12 a 3+12, priCom najvyssie zastipenie mala podjednotka
5+10 (23 genotypov), ktora pozitivne vplyva na pekarsku kvalitu pSenice. Na zaklade zastapenia HMW-GS
je mozné predigovat’ technologicku kvalitu zrna pSenice vypocitanim Glu-score, ktorého hodnota sa méze
pohybovat’ maximalne do 10. Z vysledkov analyzovaného stiboru mozno konstatovat’, ze Glu-score zrna
pSenice letnej sa pohybovalo od 4 do 10, pricom najvysSie Glu hodnotenie (10) vykazal odrody Axis, Istra a
Solara a najnizsie (4) Slovenska 2. Uvedené je v sulade s vysledkami, ktoré dosiahli Starovicova, Galova,
2002, Chnapek et al. 2006 a d’alsi.

V analyzovanych vzorkach Triticum spelta L. sme zlokusu Glu-Al detegovali HMW-gluteninové
podjednotky 0; 1 a 2*, pricom podjednotku 0 mal iba novoslachtenec Line 3/96. Z lokusu Glu-B1 sme
stanovili az Styri dvojice HMW-GS 6 + 8; 7+ 8; 7+ 9, 17 + 18, pricom podjednotka 17 + 18 bola zastipena
len v linii Line 3/96 a podjednotka 7 + 9 len v odrode Renval. Z lokusu Glu-D1 sme zistili pri odrode
Rotweil Fruhnkorn podjednotku 5 + 10 a v ostatnych analyzovanych genotypoch dvojicu podjednotiek 2 +
12, ktora je markerom nevhodnej technologickej kvality zrna. Glu-score analyzovanych genotypov Triticum
spelta L. malo hodnotu od 6 do 8, pricom najvyssie (8) Glu-score vykazali odrody Cv. Baetting Niederuill a

vy
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Granendinkel aus Hohen, Line3/6, a Schwabenkorn. K obdobnym vysledkom sa dopracovali aj
RODRIGUEZ-QUIJANO et al. (1990), KNOBLOCHOVA et al. (2000), GALOVA et al. (2002) a d’al$i. Pre
psenicu $palda je charakteristicka viacliniovost (RODRIGUEZ-QUIJANO et al., 1990; KNOBLOCHOVA et
al., 2000), ¢o sa v nami analyzovanych vzorkach nepotvrdilo.

V zrne pSenice tvrdej chyba D-gendém, preto je vhodna len na vyrobu cestovin. Analyzované genotypy
Triticum durum DESF. sa vyznacovali tym, Ze z lokusu Glu-A1 bola detegovana iba jedna HMW-GS a to 0.
Z lokusu Glu-B1 sme zistili tri typy HMW-GS 6 + 8; 7 + 8 a7 + 9, pricom najvysSie zastipenie (70,6%)
mala podjednotka 7 + 8. Podjednotka 6 + 8 bola zistena len v odrode SO-94-d-201. Glu hodnotenie
v analyzovanych vzorkach pSenice tvrdej sa pohyboval od 2 do 4, pricom najnizSie (2) Glu-score mala
odroda SO-94-d-201. 70,6% genotypov kolekcie Triticum durum DESF. dosiahlo Glu hodnotenie 4.
K obdobnym vysledkom prisli aj HE et al. (1999), BRITES, CARRILLIO (2001), GALOVA et al. (2002)
a d’alsi.

Zaver

Na zéklade zastupenia HMW-GS je mozné identifikovat’ a charakterizovat’ genotypy jednotlivych druhov
pSenic. Z dosiahnutych vysledkov psenice letnej f. ozimnej vyplyva, Zze najvysSie Glu hodnotenie (10)
vykazali odrody Axis, Istra a Solara. Glu-score analyzovanych genotypov Triticum spelta L. malo hodnotu
od 6 do 8, pricom najvyssie (8) Glu-score boli detegované v genotypoch Cv.Baetting Niederuill a Rotweil
Fruhnkorn. V kolekcii kultivarov Triticum durum DESF. 70,6% dosiahlo Glu hodnotenie 4, ¢o ich predurcuje
pre Specialne pekarske ucely.
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BIELKOVINOVA CHARAKTERISTIKA LASKAVCA (AMARANTHUS L.)
A CICERA (CICER ARIETINUM L.) Z HCADISKA ICH ALERGENICITY
PROTEIN CHARACTERISTIC OF AMARANTHUS L. AND CICER ARIETINUM
L. FROM THE POINT OF VIEW THEIR ALLERGECITY

Eva PALENCAROVA — Veronika OSLOVICOVA — Zdenka GALOVA

Coeliac disease is a disorder of the small intestine characterized by villous atrophy, due to an intolerance to dietary
gluten in genetically, susceptible individuals, which responds to gluten withdrawal. The study deals with the selection of
suitable varieties of pseudocereals from the point of view of non-gluten diet. Content of proteins, fractionation of proteins
and electrophoretic separation of storage proteins by the method ISTA SDS-PAGE in the seeds of 26 genotypes
Amaranthus L. and 16 genotypes Cicer arietinum L. were determined. The globulins are the dominant storage protein
fraction in analysed varieties of pseudocereals, which introduce them among nutritive valued protein sources in people
and animal nutrition. Results showed, that analysed genotypes of amaranth and chickpea are characterised by low
content of allergic proteins  (1-4%), so they are suitable for gluten —free diet in coeliac disease.

Key words: Amaranthus L., Cicer Arietinum L., coeliac disease, SDS — PAGE

Uvod

Rastlinné bielkoviny predstavuju doélezity zdroj bielkovin vo vyzive l'udi a zvierat. Bielkoviny zrna st
utilizované v podobe bielkovinového komplexu, priCom cytoplazmatické bielkoviny (albuminy a globuliny)
vykazujli enzymaticka aktivitu, kym prolaminy a gluteniny su typické zasobné bielkoviny, dolezité
z hladiska technologickej kvality zrna (GALOVA et al., 2005). Celiakélne ochorenie je spdsobené zvysenou
citlivostou niektorych jedincov l'udskej populacie na pritomnost celiakalne aktivnych, prolaminovych
bielkovin. Celiakia je metabolické ochorenie, pri ktorom dochadza k poskodeniu Struktiry malej intestinalnej
sliznice tenkého ¢reva (BAYER, KUTILEK et al., 2002). Tato disfunkcia vedica k malabsorbcii je pri¢inne
spajana so zavadzanim potravy obsahujicej prolaminy obilného zrna ako st gliadiny pSenice, sekaliny raze,
hordeiny ja¢mena, pripadne aveniny ovsa. Po diagnostikovani ochorenia je bezlepkova diéta s vylucenim
potravin obsahujucich glutén jedinym spdsobom ako zabranit' d’alSiemu poskodzovaniu Erevnej sliznice
(BAYER, KUTILEK, et al., 2002).

Material a metody

V préci sme analyzovali sibor 26 genotypov laskavca a 16 genotypov cicera, ktoré bol ziskané z Génove;j
banky semennych druhov SR SCPV VURV v Piestanoch. V celozrmnom Srote vzoriek bol stanoveny
celkovy dusik podl'a Kjeldahla, percentualne zastupenie bielkovin (%Nx5,7 pre amarant, %Nx 6,0 pre cicer)
a frakéna skladba bielkovin (ICC metdda). Zasobné bielkoviny boli extrahované a separované Standardnou
referenénou metdodou podl'a metodiky ISTA SDS-PAGE (WRIGLEY, 1992). Denzitometrické zaznamy
elektroforetickych profilov jednotlivych genotypov boli vyhodnotené pomocou systému GelWorks 1D pre
Windows.

Vysledky a diskusia

Celiakalne ochorenie (celiakdlna sprue, gluténova enteropatia, gluténsenzitivna enteropatia deti,
idiopaticka sprue dospelych) je spdsobené zvysenou citlivostou niektorych jedincov l'udskej populacie na
pritomnost’ tzv. celiakalne aktivnych resp. alergicidnych prolaminovych bielkovin. NajtoxickejSou frakciou
sa ukazala frakcia alfa-gliadinov o relativne nizkej molekulovej hmotnosti okolo 30 kDa (PARNELL,
CICLITIRA, 1999). Vo vseobecnosti je mozné predpokladat’, Ze nizky podiel prolaminovych bielkovin na
urovni 4-8%, Co je charakteristické pre bielkovinovy komplex viacerych pseudocerealii, vyhovuje potrebam
bezlepkovej diéty. Pseudocerealie pre vysoky obsah plnohodnotnych bielkovin, tukov a mineralnych latok
nachadzaji Coraz vicsie vyuzitie v racionalnej vyzive. Do tejto skupiny cerealii mozno zaradit’ pohanku,
mrlik, cirok, laskavec a d’alSie. Laskavec pre svoju vysoku nutriéni hodnotu semien a listov je povazovany
za jednu z najvyzivnejSich rastlin na svete. V porovnani s obilninami ma ovel'a vyssi obsah bielkovin (18 %)
a vyvazenu skladbu aminokyselin. Za jeho nepriaznivll vlastnost mozno povazovat’ vysoky obsah tukov,
ktory sa pohybuje v rozmedzi 7-8 % v sudine semena (MUCHOVA et al., 2000). Obdobne cicer z hl'adiska
nutriénych a organoleptickych vlastnosti patri medzi najkvalitnejSie strukoviny vhodné pre vyzivu ludi.
Kvalita jeho semien je dand vysokym obsahom cukrov, bielkovin ,vlakniny a nenasytenych mastnych
kyselin. Je bohatym zdrojom vapnika, zeleza a vitaminu B;s. Semena obsahuji 15-30% bielkovin. Bolo
dokazané (PETR et al., 2003), Ze ako laskavec, tak ani cicer nesposobuju celiakdlne ochorenie a mézu byt
vyuzité pre pripravu potravin vhodnych pri bezlepkovej diéte.

Zo ziskanych vysledkov vyplyva, ze priemerny obsah bielkovin v semenach analyzovanych genotypov
amaranta bol 11,3 %, kym v semenach cicera 12,4 %, ¢o ich zarad’uje k nizko bielkovinovym plodinam.
Obsah bielkovin vyssi ako 12 % sme zaznamenali v genotypoch laskavca Fakel, 17 GUA, Koniz a K 436. V
semenach cicera bol obsah bielkovin vyssi napr. PK 52291 (14,3%), AVG 480 (13,5%) a BC 004 233
(13,5%). Obsah cytoplazmatickych bielkovin (albuminov a globulinov), ktoré sa vyznacuji najvysSou
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nutri¢nou kvalitou v semenach laskavca variroval od 46,2% do 60,0%, kym v ciceri 65,8% do 81,1%.
Z uvedeného vyplyva, ze z vyzivného hl'adiska dosahuje cicer vysSie parametre v porovnani s laskavcom, ¢o
jevsilades GALOVOU et al. (2005), s Kolektivom autorov (2006) a d’al$imi.

Podiel prolaminovych bielkovin, zodpovednych za vyvolanie celiakdlneho ochorenia, sa v semenach
laskavca pohyboval od 2,0% do 3,99 %, glutelinov od 20,0% do 33,2% a nerozpustného zvysku od 13,9 do
19,4 %. Percentualne zastupenie prolaminov v ciceri bolo nizsie ako v amarante, a to 1,4-2,7 %. Zastipenie
glutelinovej frakcie bolo od 9,5% do 15,5 % a nerozpustného zvysku 7,6% - 15,8%. Medzi genotypy
s najniz§im percentudlnym zastipenim prolaminov patrili z kolekcie laskavca Lider, A-70, RRC 1386
azgenotypov cicera genotypy Slovak, 87192 aPK 51814. Denzitometrickym vyhodnotenim
elektroforeogramov zasobnych bielkovin sa potvrdilo, ze zastupenie prolaminov je v genotypoch laskavca
ako aj cicera nizke, ¢o je v sulade s vysledkami MUCHOVE] et al. (2003), s Kolektivom autorov (2006)
a d’al$imi.

Zaver

Analyzované genotypy laskavca a cicera sa vyznacuju vyznamnou nutricnou hodnotou a je ich mozné
odporucit’ pre rozsirenie potravinového spektra chorych na celiakiu, nakol’ko obsah lepkovych bielkovin
v ich semenach, vyvolavajicich alergické reakcie, bol pod limitovanou hranicou (200 mg.kg™).
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Obr. 1: Elektroforetické spektrum zasobnych bielkovin amaranta Obr. 2 Denzitometricky zaznam genotypu A47
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DIVERZITA MIKROSKOPICKYCH HUB OBILNIN A TRAV NA SLOVENSKU
FUNGAL DIVERSITY OF CEREALS AND GRASSES IN SLOVAKIA

Martin PASTIRCAK

The present paper deals with about 12 graminicolous pyrenomycetes preliminary found on plant materials of cereals and
grass in Slovakia. Abundant dark-pigmented ascomata were observed on plant residues, overwintered inflorescences and
senescent leaves or stems plant tissue. Nine genera of parasitic pyrenomycetes (Cochliobolus, Didymella,
Gaeumannomyces, Gibberella, Monographella, Mycosphaerella, Phaeosphaeria, Pleospora, Pyrenophora) and three
genera saprophytic graminicolous pyrenomycetes (Chaetomium, Gelasinospora, Sordaria) were identified from
examined samples. About 14 genera of microscopic fungi, mainly fungi from genus Alternaria, Fusarium, Cladosporium,
Epicoccum and Septoria were determined on winter wheat plants.

Key words: Triticum aestivum L., Dactylis glomerata L., mycoflora, seedborne fungi

Uvod

PSenica letna forma ozimna (Triticum aestivum L.) patri medzi zakladné plodiny pestované na Slovensku.
PSenica je pocas ontogenézy atakovana abiotickymi a biotickymi faktormi. Priblizne 72 % organizmov, ktoré
atakuju semeno pSenice patri k mikroskopickym hubam (RICHARDSON, 1996). Klas a zrno pSenice
kolonizuju dve skupiny mikroskopickych hub: saprofytické a patogénne (rod Fusarium, Septoria). Huby
rodu Fusarium spdsobuji hnilobu klasov Fusarium head blight (FHB), jedno z najvaznejSich ochoreni
pSenice letnej formy ozimnej. Okrem izolacie zklasov a zra pSenice mbézeme F. graminearum
(PASTIRCAK, 2004) identifikovat’ aj zo semena divorasticich trav napr. reznadky lalo¢natej. Teleomorfné
Stadium Gibberella zeae (Schweinitz) Petch zohrava vyznamnt Glohu pri primarnej infekcii na zadiatku
vegetacného obdobia. SUMMERELL et al. (2003) komplexne spractivaju problematiku identifikicie a
symptomatologie ochoreni, ktoré spdsobuju huby rodu Fusarium. Huby rodu Septoria spdsobuja
ekonomicky vyznamné ochorenia klasov a zrna pSenice, ale aj divorastacich trav vratane reznacky lalo¢nate;j.
Na obilninach boli zaznamenané tri druhy tohto rodu: Septoria tritici, Stagonospora nodorum (Berk.) E.
Castell. & Germano a Stagonospora avenae (A.B. Frank) Bissett. Okrem druhu Septoria tritici ide o
patogény, ktoré spdsobuju skvrnitosti na listoch a plevach klasov pSenice. Ich teleomorfné Stadia patria do
rodov Mycosphaerella a Phaeosphaeria (CUNFER & UENG, 1999). Septoria nodorum spdsobuje
najcastejSie Skvrny na listoch a plevach pSenice a patri medzi ekonomicky zavazné ochorenia, ktoré su
prenasané semenom. Pohlavné Stadium pretrvava na pozberovych zvyskoch a travovitych hostiteloch a v
jarnom obdobi sa podiel'a na primarnej infekcii listov (SHAH & BERGSTROM, 2000; ARSENIUK et al.,
1998). Zrno pSenice a reznacky moze byt kolonizované mnohymi druhmi mikroskopickych hub, medzi
najcastejSie patria huby rodov Alternaria, Cladosporium, Helminthosporium, Fusarium, Septoria,
Stagonospora, Penicillium, Pythium, Rhizopus alebo Mucor (DAWOOD, 1982). TANCINOVA et al., (2001)
Studovali druhové spektrum mikroskopickych hib na zrnach pSenice v obdobi zberu a pocas uskladnenia.
Podl'a viacerych autorov existuje viac ako 70 druhov semenom prenosnych hub. V sGcasnosti existuji
komplexné mykologické stadie (CHAMPION, 1997; MALONE & MUSKETT, 1997) v ktorych je
systematicky zdokumentované spektrum semenom prenosnych hub. Cielom tohto prispevku je zhodnotit’
druhové zloZenie mikroskopickych vlaknitych hib kolonizujucich vegetativne a generativne Casti pSenice
letnej a reznacky lalo¢nate;.

Material a metody

Na stadium sme pouzili rastlinny material ziskany z produkénych ploch psenice letnej formy ozimnej
(Triticum aestivum L.) a reznaCky laloénatej (Dactylis glomerata L.) v roku 2006 na 11 lokalitich
situovanych v réznych Castiach Slovenska. Izolaty mikroskopickych hib sme kultivovali a determinovali v
podmienkach in vitro (kultivaciou na umelych zivnych pddach SNA, PDA) a in situ (na odumretom
rastlinnom materiali) s vyuzitim Standardnej svetelnej mikroskopie (JENAMED?2, Carl Zeiss Jena) na
zaklade makroskopickych a mikroskopickych charakteristik s pouzitim manualov v sucasnosti pouzivanych
pre identifikaciu mikroskopickych hub (rod Fusarium: GERLACH & NIRENBERG, 1982; NELSON et al.
1983; ostatné rody: MALONE & MUSKETT, 1997; CHAMPION, 1997).

Vysledky a diskusia

Stadium mykofléry psenice letnej a reznacky lalo¢natej zohrava vyznamna ulohu v poznani druhovej
diverzity parazitickych hub v poI'nohospodarskom agroekosystéme. Spolocny hostitel'sky okruh niektorych
vyznamnych patogénov zohrava negativnu ulohu v epidemioldgii a ovplyviiuje zdravotny stav porastu po
kvalitativnej a kvantitativnej stranke. Celkova druhova skladba parazitickych hub kontaminovaného zrna sa
v konecnom doésledku premietne aj do zivotaschopnosti a kvality primarneho zdroja vstupujiiceho do
potravinarskeho priemyslu. Na sukveti pSenice a reznacky lalocnatej sme identifikovali priblizne 20 druhov
mikroskopickych hub. Medzi najcastejsie druhy patrili huby rodu Stagonospora (syn. Septoria) s tym, ze sme
zaznamenali vyskyt troch druhov: Septoria tritici, Stagonospora nodorum a Stagonospora avenae. Najvyssi
vyskyt sme zaznamenali pri hubach Stagonospora nodorum a Stagonospora avenae. Okrem anamorfného
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stadia sme na klase zaznamenali vyskyt vSetkych troch teleomorfnych stadii uvedenej skupiny parazitickych
hab patriacich do rodov Mycosphaerella (M. gramminicola) a Phaeosphaeria (P. nodorum, P. avenae).
Druhym najéastej$im rodom, s ktorym sme sa stretli pri mikroskopickej analyze boli huby rodu Fusarium.
NajcastejSie sme izolovali a determinovali druhy F. graminearum, F. poae, F. avenaceum a F culmorum.
Okrem anamorfného $tidia sme na vi¢Sine sledovanych lokalitich zaznamenali pritomnost’ huby Gibberella
zeae. Komplex parazitickych vreckatych hiib bol doplneny zaznamenanim vyskytu hiib Pyrenophora tritici-
repentis a Cochliobolus sativus, spdésobujucich skvrnitost’ listov ako pSenice, tak aj reznacky. Vyskyt
sledovanych vreckatych hub bol zaznamenany bud iba na jednom hostitel'ovi, alebo na viacerych
hostiteloch. Ziskané tidaje o rozSireni a hostiteI'skom okruhu boli doplnené Studovanim variability
reprodukénych organov. Zaznamenané vreckaté Stadia sledovanych parazitickych hub prezivaji na
odumretych rastlinnych zvyskoch zimné obdobie a na zaciatku vegetacného obdobia predstavujii primarny
zdroj infekcie.

Zaver

Z rastlinného materialu sledovanych druhov obilnin atrav sme izolovali 12 parazitickych rodov
vreckatych hub. Celkovo sme identifikovali huby zrodu Gibberella (1 druh), Monographella (1),
Mycosphaerella (1), Phaeosphaeria (4), Gaeumannomyces (1), Cochliobolus (1), Pyrenophora (2),
Pleospora (1), Sordaria (1), Chaetomium (1) a Gelasinospora (1). Druhové spektrum mikroskopickych hib
na zrne pozostavalo prevazne z hub imperfektnych a s nizkym podielom vreckatych hub. Symptomy
napadnutia zrna mikroskopickymi hubami sa prejavuji najmd zmenou tvaru a zafarbenia zrna. V
podmienkach in vitro sme zo zrna pSenice a reznacky izolovali 19 rodov mikroskopickych hub z toho
najcastejSie sme izolovali huby Alternaria ssp., Penicillium ssp., Rhizopus ssp., Fusarium ssp., Epicoccum
purpurascens, Aspergillus ssp., Drechslera ssp., Bipolaris sorokiana, Stemphylium ssp.
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VLAKNITE HUBY KOLONIZUJUCE MAK SIATY (PAPAVER SOMNIFERUM
L.) POCAS ONTOGENEZY
FILAMENTOUS FUNGI ASSOCIATED WITH OPIUM POPPY PLANTS DURING
ONTHOGENESIS

Martin PASTIRCAK

The mycoflora of opium poppy (Papaver somniferum L.) plants was determined by using method of surface-treatment of
roots, stems and seeds and two culture media. 14 genera of microscopic fungi, mainly fungi from genus Peronospora,
Erysiphe, Alternaria, Fusarium, Cladosporium, Epicoccum, Helminthosporium, Stemphylium and Rhizoctonia were
determined on opium poppy plants (including seeds).

Key words: opium poppy, mycoflora, seedborne fungi, Helminthosporium

Uvod

Na uzemi Slovenska predstavuje mak siaty (Papaver somniferum L.) popri repke a slne€nici vyznamnu
olejnatt plodinu, pestovanu najmé pre potravinarsky a farmaceuticky priemysel. V sicasnej dobe sa kladie
doraz na intenzivnejSie odrody maku, ktoré maji poskytovat’ podstatne vyssie Grody kvalitného semena
a maju mat’ vysSiu odolnost’ proti chorobam a niektorym skodcom. Komplexnejsie o hubovych ochoreniach
maku siateho pojednava E. Baudys v druhej &asti ,,Zemédélska fytopatologie® (BAUDYS, 1958), kde medzi
najdolezitejSie patogénny patria: Peronospora arborescens (Berkeley) de Bary, Pleospora calvescens (Fries)
Tulasne (konidiové stadium Helminthosporium papaveris (Hennig)), Entyloma fuscum Schroter, Alternaria
brassicae var. somniferi Briard et Hariot a Erysiphe communis (Wallr.) Link. Dalsie hubové ochorenia
sposobuju mucnatka Erysiphe communis (Wallr.) Link. alebo Erysiphe polygoni (Ascomycetes, Erysiphales)
(KOTHARI, VERMA, 1972) a hniloba rastlin nazyvana ,,collar rot“ (TRIVEDI et al., 2005). Hubové
ochorenie ,,collar rot* je sposobované hubou Rhizoctonia solani Kiihn a prejavuje sa v §tadiu rastlin s 10-12
listami. Vyska mortality pri citlivych genotypoch moze dosiahnut’ urovein vyssiu ako 50%. Odumieranie
mladych klicnych rastlin ,,damping-off* sa moéze vyskytovat v pripade nepriaznivych klimatickych
podmienkach. Padanie kli¢nych rastlin méze byt spdsobované $ir§im spektrom parazitickych hub napr. rodu
Pythium (Pythium dissotocum) (BAJPAI et al., 1999) alebo hubou Helicobasidium purpureum. SPITZER
(2001) poukazuje na hubové patogény maku v roku 2001 v Ceskej republike. Okrem huby Peronospora
arborescens a Helminthosporium papaveris upozoriuje aj na hubovych patogénov Sclerotinia sclerotiorum a
Botrytis cinerea. Okrem uz spominanych hubovych patogénov BOKOR & HUDEC (2002) poukazuju na
hubové ochorenie nazyvane ,,cerii®, ktoré je spésobované hubou Pleospora herbarum (konidiové Stadium
Stemphylium botryosum). Ochorenie sa prejavuje na makoviciach alebo stonkach tvorbou tmavého, olivovo-
¢ierneho povlaku. Mykoflérou semena maku v spojitosti so §tidiom pritomnosti roztocov pri uskladnovani
semena sa zaobera HUBERT et al. (2003). LEICHTFRIED et al. (2004) sa zamerali na identifikaciu
bakterialnej a hubovej mykoflory, ktora sa uplatiiuje v procese degradacie lipidov maku siateho. Zrno maku
moze byt kolonizované mnohymi druhmi mikroskopickych hub, medzi najCastejSie patria huby rodov
Alternaria, Cladosporium, Helminthosporium, Fusarium, Penicillium, Pythium, Rhizopus alebo Mucor.
Cielom tohto prispevku je zhodnotit’ druhové zlozenie mikroskopickych vlaknitych hub kolonizujucich
vegetativne a generativne Casti (vratane semena) maku siateho.

Material a metody

Na studium sme pouzili rastlinny material ziskany z produkénych ploch maku siateho v roku 2006 na 11
lokalitach situovanych v réznych castiach Slovenska. Izolaty mikroskopickych hub sme kultivovali a
determinovali v podmienkach in vitro (kultivaciou na umelych zivnych pddach SNA, PDA) a in situ (na
odumretom rastlinnom materidli) s vyuzitim Standardnej svetelnej mikroskopie (JENAMED2, Carl Zeiss
Jena) na zédklade makroskopickych a mikroskopickych charakteristik s pouzitim manualov v stucasnosti
pouzivanych pre identifikdciu mikroskopickych hub (rod Fusarium: GERLACH & NIRENBERG, 1982;
NELSON et al., 1983; ostatné rody: MALONE & MUSKETT, 1997; CHAMPION, 1997). Sledované rody
sme fotograficky dokumentovali (Olympus CAMEDIA C-4000 ZOOM).

Vysledky a diskusia

Ochorenie maku sa prejavuje Sirokym spektrom symptomatickych prejavov, od odumierania klic¢iacich
rastlin cez hnednutie listov, stoniek a toboliek, na steblach a listovych posvach sa objavuju Skvrnité 1ézie
rozneho tvaru. Priamo v pol'nych podmienkach sme sledovali vyskyt a rozsah napadnutia rastlin patogénom
Peronospora arborescens a micnatkou rodu Erysiphe. Jednotlivé druhy hib sme charakterizovali stupiiom
individualneho vyvinu. Tieto dva druhy hub sme zaznamenali na vsetkych sledovanych lokalitach. Huba
Peronospora arborescens patri k agresivnym obligadtnym parazitom, ktory napdda najmé listy mladych
rastlin, neskor infikuje aj dospelych jedincov a podiel’a sa na odumierani listov, esovitom stoceni stonky pod
tobolkou a infekciou samotnej tobolky. Symptomy ochorenia plne koreSponduju s nasimi pozorovaniami zo
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sledovanych lokalit. Symptomy napadnutia mucnatkou sa prejavuji pokrytim listov a stoniek bielym
povlakom. Symptoémy ochorenia spdsobené mucnatkou plne koreSponduju s nasimi pozorovaniami zo
sledovanych lokalit.

Z listov sme izolovali hubu Helminthosporium papaveris spdsobujicu helmintosporiovu skvrnitost’ listov.
Vyskyt tejto huby sme potvrdili vo vzorkach zo vsetkych Studovanych lokalit. Z listov a korefiov sme
izolovali hubu Rhizoctonia solani, a na vSetkych Studovanych lokalitich sme zaznamenali vyskyt huby
Botrytis cinerea. Okrem fakultativnych parazitov sme z listov maku siateho izolovali saprofytické, pripadne
nahodne parazitické huby z rodov Alternaria, Ulocladium, Stemphylium, Epicoccum, Penicillium,
Mycosphaerella, Sordaria, Pleospora, Melanospora, Rhizopus a Mucor.

Mykologickou analyzou semena maku siateho sme potvrdili prenos huby Helminthosporium papaveris
z tobolky na semeno, ¢im predstavuje tato huba riziko pre klicne rastliny (FARR et al, 2000; O'NEILL et al.,
2000). Semeno maku siateho je najCastejSie kolonizované hubami rodu Alternaria ahubou
Helminthosporium papaveri. Okrem uvedenych druhov sme zo semena maku siateho izolovali huby rodu
Fusarium (Fusarium poae, F. equiseti), Penicillium, Aspergillum, Arthobotrys, Botrytis, Epicoccum a
Stemphylium.

Zaver

V predlozenom prispevku sme zhodnotili vyskyt zastupenia mikroskopickych hub na vegetativnych
a generativnych Castiach (vratane semena) maku siateho. Zistili sme Siroké druhové spektrum, ktoré
pozostavalo zo 14 rodov mikroskopickych hub. Najvyssi podiel sme zaznamenali u hib rodu Peronospora,
Alternaria, Fusarium, Cladosporium, Epicoccum, Helminthosporium, Stemphylium, Erysiphe a Rhizoctonia.
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GENETIC VARIABILITY OF WILD HOPS (HUMULUS LUPULUS L.) IN
CAUCASUS REGION
GENETICKA VARIABILITA PLANYCH CHMELU (HUMULUS LUPULUS L.)
NA KAVKAZE

Josef PATZAK — Vladimir NESVADBA — Alena HENYCHOVA

Hop (Humulus lupulus L.) is a dioecious perennial climbing plant and only female plants are cultivated for commercial
use, mainly in brewing industry and to a smaller extent for pharmaceutical purposes. Female inflorescences, referred to
as cones, contain hop bitter resins, essential oils, polyphenols and tannins. The origin of the genus is considered to be
China (Neve 1991). Wild hops are distributed throughout the Northern Hemisphere, and have been classified into a
number of taxonomic varieties based on their morphology. Historically, hop improvement has been based on European
landraces because they provide the flavour qualities preferred by brewers. Wild germplasm provides new genetic
resources for breeding to overcome the limited genetic variation present in modern hop breeding programmes. One of
the interesting wild hop regions is Caucasus. It is supposed that this region is a half way of cultivated hop from Asia to
Europe. In our experiments, we studied the genetic variability of wild hops from this region.

Key words: hop, Humulus lupulus L.,wild hop,Caucasus region, hop resins, germplasm

Materials and methods

In 2005 and 2006, we realized successful expeditions for wild hops in Caucasus region. Wild hops were
collected from nine localities: 1 — Vladikavkaz, 2 — river Terek, 3 — Zmenskaja, 4 — Sunza, 5 — Gizel, 6 —
Komsomolskoje, 7 — Ursdon, 8 — Craj and 9 — Kabardino-Balkar Republic. Samples were transferred as
rootstock or dry cones. Dry cones were used for chemical analyses of hop resins. Hop resins were determined
according to EBC 7.7. method by HPLC on SHIMADZU LC 10A (Shimadzu, Japan). Wild hop rootstocks
were multipropagated in glasshouse and transferred to field condition. DNAs were isolated from young
leaves according to PATZAK (2001). For molecular analyses, we used nine SSR (HADONOU et al., 2004;
JAKSE et al., 2002) and three STS (PATZAK et al., 2007) loci. PCR reactions were performed in TGradient
thermocycler (Biometra, FRG). The genetic diversity analysis was evaluated by cluster analysis, which was
revealed by NTSYS-pc v. 2.11V for WINDOWS (Exeter Software, USA).

Results

Chemical taxonomy is commercially used for evaluation of cultivated hops and control of variety purity
and identification. In spite of fact that natural conditions significantly influence the content of hop resins, the
contents of cohumulone and colupulone are stable and belong to reliable genetic determined features. We
analysed ten different samples of wild hops from Caucasus region and results are shown in Table 1. We
found that some samples (2,5,6,7,9) were very similar to old European varieties. In the other hand, samples
with higher content of cohumulone and colupulone (3,4) evidence for origin from another germplasm like
American. The molecular DNA technology is a useful method for the study of genetic diversity, individual
genotyping, population structure and phylogeny. Therefore, we used it for these purposes. In our experiment,
we tested nine Caucasus wild genotypes in comparison to Czech, European and American wild hops (totally
150 genotypes). We found that Caucasus wild hops were clustered to European hop germplasm, which is
evidently separated from wild American germplasm and H. japonicus. Caucasus wild hops were divided to
two groups by submerged group of cultivated hops with mixed Euro-American germplasm. From this
analysis is evident that Caucasus wild hops include wide genetic diversity with Euro-Asian germplasm and
can be promising sources for hop breeding programmes.
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Table 1: Analyses of hop resins of samples from different localities

No. Locality alfa acids beta acids ratio cohumulone | colupulone
[% of DW] [% of DW] alfa/beta [% of alfa] [% of beta]
1 Zmenskaja 5,73 3,65 1,57 20,3 42,1
2 [Ursdon 3,15 3,97 0,79 23,7 51,5
3 river Terek 2,82 2,54 1,11 31,7 39.8
4 Gizel 3,71 3,33 1,11 34,1 54,5
5 Komsomolskoje 3,23 3,81 0,85 19,1 41,5
6 Zmenskaja 3,02 3,14 0,96 25,2 48,7
7 Vladikavkaz 3,59 4,08 0,88 22,4 45,6
8 river Terek 4,45 2,47 1,80 19,4 41,5
9 Vladikavkaz 2,83 3,86 0,73 20,8 42,1
10  [Zmenskaja 3,46 2,78 1,24 22,8 41,8
Saaz 3,0-6,0 4,5-8,0 0,6 -0,9 23-26 39-43
Sladek 4,0-8,0 3,5-8,0 0,7-1,3 25-31 45-51
Premiant 7,0-11,0 3,5-6,0 1,7-2.3 18 - 23 39 -44
Agnus 11,0 - 15,0 5,0-8,0 1,9-2,6 29 - 38 51-59
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VPLYV GENOTYPU NA KALOGENEZU STONKOVYCH A LISTOVYCH
EXPLANTATOV CHMELU OBYCAJNEHO (HUMULUS LUPULUS L.)
THE EFFECT OF GENOTYPE ON CALLOGENESIS OF INTERNODAL AND
LEAF EXPLANTS OF HOP (HUMULUS LUPULUS L.)

Ivana PSENAKOVA' — Barbora VIDOVA'"" — Juraj FARAGO'”

In this study, the effect of mineral formulation of the tissue culture medium and the plant genotype on the callus
formation ability of two types of explants of hop (Humulus lupulus L.) incubated in two culture conditions was evaluated.
Our results showed, that both the explant types (internodal segments and leaf-blade segments), cultured either in
continuous dark or 16 h photoperiod readily produced calli on all the three media, MS, B5 and SH, supplemented with 2
mg.It BAP and 2 mg.I" 2,4-D or NAA. MS and B5 media proved to be better for culture of internodal segments, whereas
SH medium for leaf-derived explants. Explants on media with BAP+NAA, produced generally faster growing calli
comparing with media supplemented with BAP+2,4-D. Comparison of callus forming ability of 10 different genotypes of
hops showed little differences in the frequences of callus formation. Significant differences between genotypes were only
observed in the intensity of callus formation and callus growth rate.

Key words: hops, culture medium, genotype, callus formation, explant type

Uvod

Rastlinné pletivové a bunkové kultiry predstavujii pre rastlinnych fyziolégov a biochemikov idealny modelovy
systém pre $tidium biosyntetickych procesov v rastlinach a shizia tiez ako potencialny obnovitel'ny zdroj pre produkciu
fytomedicinsky vyznamné zlaceniny, vone, aréomy afarbiva (COLLIN, 2001; HUAN akol.,, 2004;
RAMACHANDRA RAO, RAVISHANKAR, 2002; VANISREE a kol., 2004). Zo vzrastajuceho komeréného
vyznamu sekundarnych metabolitov produkovanych rastlinami vyplyva velky zaujem o $tidium biosyntézy tychto
zluCenin  a predovSetkym o moznosti produkcie bioaktivnych metabolitov metdodami rastlinnych bunkovych
aorganovych kultir. Chmel’ oby¢ajny (Humulus lupulus L.) je tradi¢na pivovarnicka plodina, ktord vSak obsahuje
zmedicinskeho hl'adiska vel'mi zaujimavé flavonoidné zluceniny, u ktorych bola zistena Siroka $kala biologickych
ucinkov, napr. antioxida¢né, antiproliferativne, antikancerogénne, estrogénne, antimikrobialne a antivirusové (BAGGI
a kol., 2000; BUCKWOLD a kol.; 2004, LIU akol., 2007; STEVENS akol., 2002; STEVENS, PAGE,
2004). Vramci dlhodobého zameru vyvinit’” vhodnt a efektivau in vitro techniku na $tidium biosyntézy a tvorbu
bioaktivnych flavonoidov pri chmeli bolo cielom tejto prace zistit’ vplyv druhu zivného média a pouzitého genotypu na
tvorbu kalusového pletiva z dvoch druhov explantatov pri 10 genotypoch chmel'u obycajného.

Material a metédy

Vychodiskovym zdrojom explantatov pre experimenty boli vin vitro podmienkach uchovavané
vyhonkové kultiry bezvirusového meristémového chmelu oby¢ajného (H. lupulus L.) genotypov K-31/3/7,
K-70/4/2, K-71/4/1, K-72/6/13, K-114/24/1, Aromat/4/6, Zlatan/1/2, Sitem/15/4, Lucan/4/3 a Premiant/3.
Z vyhonkov pestovanych na zivnom médiu MSW Ph 6-10 tyzdinov boli odoberané dva druhy explantatov:
stonkové (internodalne) segmenty (StS) velkosti 6£2 mm a segmenty listovych cepeli (LS) velkosti 10-20
mm’. Explantaty boli kultivované v dvoch réznych kultivaénych podmienkach, a to bud’ v nepretrzitej tme
pri teplote 27£1°C, alebo v podmienkach fotoperidody 16 h svetlo/8 h tma pri teplotach 25°C (svetlo)/20°C
(tma). V pokusoch sme sa zamerali na vplyv zlozenia zdkladnych zivnych médii MS (MURASHIGE
a SKOOG, 1962), BS (GAMBORG a kol., 1968) a SH (SCHENK, HILDEBRANDT, 1972) a genotypu na
schopnost’ tvorby kalusového pletiva na listovych a stonkovych segmentoch chmelu obycajného
kultivovanych v in vitro kultare. Zivné média pre indukciu kalogenézy boli obohatené o2 mgl”' 6-
benzylaminopurinu (BAP) a bud’ 2 mg.I" kyseliny 2,4-dichlérfenoxyoctovej (2,4-D) alebo 2 mg.I"" kyseliny
naftyloctovej (NAA). Po 14 a 28 dioch kultivacie explantatov boli vyhodnocované nasledujice parametre:
percento kontaminacii, percento nekrdz, percento explantatov tvoriacich kalus, intenzita tvorby kalusu
(vizualne na zaklade stupnice: Ziadna=0, slaba=1, priemerna=3 a intenzivna=5), priemerna intenzita tvorby
kalusu (Ix=(ngx0+n;x1+n,x3+n;x5)/(ny+n;+ny+n3), pricom ny, ny, ny, N3 st pocty explantatov tvoriacich kalus
na zaklade horeuvedenej stupnice), tvorba korenov (vizualne na zaklade stupnice: Ziadna=0, slaba=1,
priemerna=3 a intenzivna=5), priemerna intenzita tvorby korenov
(Ir=(ngx0+n;x1+n,x3+n;x5)/(ny+n;+ny+n3), priCom ny, ny, Ny, n3 st pocty explantatov tvoriacich kalus na
zéklade horeuvedenej stupnice) a index rastu kalusov (Ig=(Ix@awyIkaw), pri€om Ixow), Ik@w) st priemerné
intenzity tvorby kalusu (index kalogenézy).

Vysledky a diskusia

Vplyv roznych mineralnych zloziek troch druhov zivnych médii (MS, SH a B5) na frekvenciu a intenzitu
kalogenézy stonkovych a listovych explantatov chmelu obycajného v podmienkach kontinudlnej tmy
alebo 16 h fotoperiody (16 h svetlo/8 h tma) bol testovany pri genotype K-70/4/2. Najvhodnejsimi médiami
na indukciu kalogenézy, Co sa tyka sledovanych parametrov u oboch typov explantatov v oboch kultivacnych
podmienkach, boli média MS a SH doplnené rastovymi regulatormi BAP a NAA; B5 médium doplnené 2,4-
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D a BAP podporovalo kalogenézu predovsetkym stonkovych segmentov v oboch kultivaénych podmienkach,
pre listové segmenty bolo médium BS vhodnejsie s pridavkom auxinu NAA (Tab. 1). Z pouzitych
explantatov bola vSeobecne vysSia frekvencia a intenzita tvorby kalusov zaznamenana pri stonkovych
segmentoch (StS), iba na médiach SH vykazovali lepSie parametre (najméd Cerstvé hmotnosti) kalusy
odvodené z listovych segmentov (LS). Tvorbu kalusového pletiva na explantatoch sme pozorovali v oboch
kultivacnych podmienkach, t.j. v nepretrzitej tme aj vo fotoperiode 16 h svetlo/8 h tma. Narast biomasy bol
zavisly od zdroja zlozenia zivného média, pouzitého explantatu, ako aj od kultivaénych podmienok. Vyssie
cerstvé hmotnosti kalusov po 4 tyzdnoch kultivacie sme zaznamenali pri pouZiti formulacii MS a B5 v tme aj
fotoperiode spravidla pri explantatoch StS, zatial' ¢o pri pouziti média SH mali vysSiu Cerstva hmotnost’
kalusy indukované na médiu SH (Tab. 1). Cytologicka analyza ukazovala podobné Struktirovanie buniek
v indukovanych kalusoch oboch genotypov na vsetkych testovanych médiach a kultivovanych v oboch
kultivaénych podmienkach. Rozdiely medzi genotypmi, kultivaénymi podmienkami, ¢i pouzitymi rastovymi
regulatormi spocivali predovSetkym vo velkosti buniek (vysledky neuvedené).

Tabulka 1: Vplyv zloZenia anorganickych soli Zivhych médii na kalogenézu a rizogenézu z dvoch druhov
explantatov chmel’u oby¢ajného genotypu K-70/4/2 pestovaného in vitro v réznych kultivaénych podmienkach 28
dni

. Koncentracia . . Priemernd
Kultivac- 5. i Frekvencia Frekvencia Cerstva
Explan- . Zivné rastovych . Index . . Index ,
tat ne pod- médium regulatorov® (mg.1™") kalogenézy kalogenézy rizogenczy rizogenézy hmotnost
mienky (%) (%) kalusu
(mg)
BAP 2,4-D | NAA
MS’ 2 2 0 75 2,75 0 0 70
MS 2 0 2 100 4,94 28 0,28 144
tma! B5* 2 2 0 100 4,61 0 0 118
BS5 2 0 2 25 1,19 0 0 152
& o SH’ 2 2 0 70 3,30 0 0 47
5 g SH 2 0 2 100 5,00 23 0,23 79
Z § MS 2 2 0 75 331 0 0 166
@ MS 2 0 2 100 5,00 16 0,16 109
P BS5 2 2 0 100 4,93 0 0 107
BS5 2 0 2 100 5,00 37 0,37 124
SH 2 2 0 100 4,75 0 0 79
SH 2 0 2 71 3,36 0 0 68
MS 2 2 0 100 4,23 0 0 36
MS 2 0 2 100 4,33 33 0,33 125
tma BS5 2 2 0 69 2,46 0 0 82
BS5 2 0 2 25 1,19 0 0 91
& SH 2 2 0 100 4,29 0 0 86
ERA SH 2 0 2 70 315 0 0 303
z & MS 2 2 0 41 1,74 0 0 111
i MS 2 0 2 100 3,43 31 0,44 157
P BS5 2 2 0 75 3,37 3 0,03 59
BS5 2 0 2 100 4,53 10 0,10 111
SH 2 2 0 100 4,57 0 0 104
SH 2 0 2 100 4,80 0 0 101

Legenda: ! explantaty kultivované v nepretrzitej tme; * explantaty kultivované v podmienkach fotoperiody 16 h svetlo/8 h tma; * Zivné
médium podla formuldcie Murashige a Skooga (1962); * Zivné médium podla formulacie Gamborga a kol., (1968); * Zivné médium
podla formulécie Schenka a Hildebrandta (1972); ® BAP = 6-benzylaminopurin; 2,4-D = kyselina 2,4-dichlérfenoxyoctova; NAA =
kyselina a-naftyloctova

V d’alSom experimente sme zistovali vplyv genotypovych rozdielov v schopnosti pouzitych stonkovych
a listovych segmentov chmel'u oby¢ajného tvorit’ kalusové pletivo v podmienkach tmy a 16 h fotoperiody.
Pri pouziti stonkovych segmentov sme nezaznamenali velké rozdiely vo frekvenciach kalogenézy
jednotlivych genotypov na kultivaénych médiach doplnenych BAP a 2,4-D alebo NAA. Pri troch odrodach,
K-114/24/1, Sitem/15/4 a Lucan/4/3, sme vSak pozorovali zavislost' kalogenézy od pouzitych rastovych
regulatorov, ¢o modze byt spésobené rozdielnou citlivostou explantdtov genotypov na exogénne pridavané
auxiny, tzn. vySSou senzitivitou genotypu K-114/24/1 na 2,4-D a genotypov Sifem/15/4 a Lucan/4/3 na
NAA. Jednotlivé genotypy sa Casto liili len v intenzite kalogenézy (Obr. 1).

Ina situacia bola pri listovych segmentoch, kde okrem toho, Ze tvorili kalus pomalsie a v niz$ej frekvencii
ako explantaty stonkovych segmentov, boli zaznamenané odrodové rozdiely ako vo frekvencii kalogenézy,
tak aj v indexoch kalogenézy. Po 4 tyzdnoch kultivacie sa frekvencie kalogenézy vyrovnali, pricom vSak
odrodové rozdiely zostavali zachované v intenzite kalogenézy. V tychto experimentoch nebol zaznamenany
vyznamny rozdiel medzi frekvenciami a indexmi kalogenézy Studovanych odréd a explantatov na zivnych
médiach obohatenych o0 2,4-D alebo NAA, okrem uz spomenutych genotypov K-114/24/1, Sitem/15/4 a
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Lucan/4/3, tzn. médium obsahujiice auxin NAA je rovnako vhodné na indukciu kalogenézy pri chmeli
obyc¢ajnom ako média obsahujtce 2,4-D.

Index kalogenézy

Obr.
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1: Porovnanie indexov kalogenézy dvoch druhov explantatov chmel’u oby¢ajného kultivovanych na médiu MS doplnenom
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VLIV NAPADENI FUSARIOZOU KLASU (FHB) NA VYNOSOVE A
KVALITATIVNiI PARAMETRY PSENICE OZIME
EFFECTS OF FUSARIUM HEAD BLIGHT ON YIELD AND QUALITY
PARAMETERS OF WINTER WHEAT

Karla REHOROVA — Ondiej VESKRNA — Pavel HORCICKA — Tibor SEDLACEK

Fusarium head blight disease causes severe yield losses and decreases baking and food quality. Development of tolerant
varieties is the most effective protection against FHB infection and mycotoxin accumulation. Targeted fungicidal
treatment highly influence yield and mykotoxin accumulation, however estimation of the application date is doubtful.
Non-targeted fungicidal treatment is not explicit. Grading on the 2,2mm sieve cause reduction of the DON content up to
50%. Further manipulation as milling or baking has not so significant influence and major part of DON proceeds to the
bread.

Key words: Fusarium head blight, deoxynivalenol, fungicide, yield, quality

Uvod

Zavaznost FHB tkvi zejména v akumulaci mykotoxinil, a tim ve faktickém znehodnoceni produkce
pSenice. Nejrozsitenéjsimi druhy v Evropé jsou F. graminearum a F. culmorum (LOGRIECO,
BOTTALICO, 2001; MESTERHAZY, 2003). Prace se zabyvé touto problematikou v komplexnim pohledu:
redukce vynosu, akumulace DON, snizeni obsahu DON po ¢isténi a tfidéni fusariozniho zrna a po mleti a
peceni chleba. Tyto parametry jsou diskutovany jednak z pohledu nachylnych a odolnych odrid a jednak pfi
pouziti riznych fungicidnich zasahi.

Material a metody

Bylo vyseto Sest odriid ozimé pSenice s riznym stupném odolnosti k fusariéze ve tiech opakovanich a se
Ctyfmi variantami oSetfeni fungicidy (K — kontrola, bez oSeteni, bez umélé infekce, I — uméla infekce
fusariem, IF - infekce + oSetieni fungicidem, IFC — infekce + cilené oSetfeni fungicidem). U varianty IF byl
pouzit postiik fungicidem Tango Super, u varianty IFC postfik fungicidem Tango Super a cilené oSetieni
v dob¢ zacatku kveteni (24 h pted infekci fusariem) pripravkem Caramba.

V laboratofi bylo pfipraveno inokulum s koncentraci 6-7 spor na mm’. Kazd4 parcelka byla infikovana
jednim litrem inokula. Infekce probéhla v plném kveteni podle terminu kazdé testované odrudy.
Symptomatické hodnoceni bylo provedeno Ctyfikrat v tydennich intervalech od infekce.

Pokus byl sklizen maloparcelkovou sklizeci mlatickou, sklizené zrno bylo analyzovano. Stanoveni
mykotoxind v zrnu, mouce, chlebu a otrubdch bylo provedeno imunochemicky (ELISA).

3

Vysledky a diskuze
Vysledky jsou primérem ze tii rocnikil
Graf 1 - symptomatické hodnoceni (2005- 2007). Symptomatické hodnoceni bylo
9 8.4 provedeno stupnici 1-9, kde 9 = bez
i 77 ONACHYLNE symptomi, 1 = 100% napadeni. Z grafu 1 je
8 17, B ODOLNE 71 patrné, ze odolné odridy maji pfi silném
27 1 6,7 ’ infekénim tlaku vyznamné niz§i vyskyt
8 patogena nez odrady nachylnéjsi. Mezi
g 6 3 variantou infekce a variantou oSetfovanou
2 51 necilenym fungicidem neni vyznamny rozdil.
% i 3, Naproti tomu cilené oSetieni fungicidem vedlo
£ 4 k mensimu vyskytu symptomi (o 1 bod lepsi
S 3 - hodnoceni), vynosové (graf 2) se projevilo
g vyrazn€ji u nachylnych odriid, kde mélo za
72 nasledek zvySeni vynosu o 16% oproti
1 infikované variant¢. Na vynosu odolnych
KONTROLA CILENEO.  FUNGICID  INFEKCE odrid se cilen¢ oSetieni projevilo méné, jejich

vynos se zvysil o 3%. U odriad nachylnych
byla redukce vynosu nejnizsi u cileného oSetfeni (16%), nejvyssi u neosetfené infekce (32%). U odrid
odolnych byla vynosova redukce u cileného osetieni 12%, u infekce 15%. Tyto vysledky jasné poukazuji na
vyznam tolerance. Tim spiSe, Ze aktivni ochrana je problematicka.
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Graf 2 - redukce vynosu EZSZTLIENE Pouziti fungicidu musi byt provedeno
12 100% preventivné jesté pied vyskytem symptomi
100 % . a to ve spravny &as.
10 o . Graf 3 ukazuje obsah mykotoxinu
s 0 deoxynivalenolu (DON) pfi 4 zplsobech
68 % osetfeni fungicidem. Limit pro DON byl
8 el navrzen EK pro nezpracovanou psenici 1,25
- ppm a pro pec¢ivo 0,5 ppm. Odolné odriudy
41 obsahuji 0 2/3 méné¢ DON neZz nachylné.
Cilené osetieni fungicidem se zde projevuje
2 velmi pozitivn€, dochdzi ke snizeni obsahu
DON o vice nez 50%.
0 Graf 4 je primérem hodnot 3 variant
KONTROLA CILENEO. FUNGICID  INFEKCE s umélou infekci (I, IF, IFC). Opét je zde
vidét

vyznamng niz§i obsah DON u odriid odolnych. Obsah DON lze snizit vycisténim o 30-50%. 70-80% DON
prechdzi ze zrma do mouky (souhlasi s praci PoliSenské, 2005). Kvuli dobré termostabilité je vyskyt DON
v chlebu pfiblizné stejny jako v mouce.

Graf 3 - Obsah DON pfi riizném zpusobu oSetreni
Graf 4 - Vliv zpracovani na obsah DON

20,0 18,7 50,0
18,0 O NACHYLNE 16,9 ] 45.0 B odolné G|
16.0 - @ ODOLNE ] 40.0 O nachylné ||
’ il
g_ 14,0 ‘g 35,0 |
£12,0 & 30,0 |
5 3
9 10,0 27 Q 250 28 ||
< 8,0 ! s 20,0 —
8 ’ 60 3 129
s 6,0 | 4.5 o 15,0 129 |
4,0 100 70 59 —
2,0 L 50 22 —
’ 0200 0o . :
0,0 —— ‘ ) , :
. tridéné ito 2,2 hiéh di
KONTROLA CILENE O. FUNGICID INFEKCE netndene - sfio 2 mm chie zadina
Zavér

Pouziti odolné odrtdy je nejucinngjsi ochranou pred infekci klasovych fusariéz a akumulaci DON. Cilené
oSeteni fungicidy ma pfiznivy efekt na redukci vynosu i akumulaci DON, problematicky je ovsem odhad
doby aplikace, efekt necilené¢ho oSetfeni neni jednozna¢ny.Tfidénim zrna na situ 2,2mm se snizi obsah DON
az 0 50%, dalsi zpracovani uz nema vyznamny vliv a vétSina DON ptechazi do chleba.

Podékovani
Tato prace vznikla za podpory NAZV QG50076 a GACR 521/05/H013
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HODNOCENI SORTIMENTU SEVEROAMERICKYCH ASTER (ROD
SYMPHYOTRICHUM)
CLASSIFICATION OF NORTH AMERICAN ASTERS ASSORTMENT (GENUS
SYMPHYOTRICHUM)

Jana SEKANINOVA

There is a wide range of the North American aster assortment. Utilisation of Aster varieties is more and more often. With
regard to quantity of varieties the usability is very wide. All the time new cultivars appear but in some of them there is
not the esthetical similarity with the aborigine sorts at all. There is large colours table of the flowers. The plants differ in
the high and habitus. It is possible to find dwarf varieties (only few centimetres high) but also high plants (till two
metres). Aster variety can be thick- or loose-bushy. There are also other characters for variety determination. On the
basis of particular characters, typical for certain species and variety, the descriptor was established. This descriptor will
make the orientation among individual genera of Aster easier.

Key words: North American asters, assortment evaluation, descriptor

Uvod

Drtive byly astry zatazovany do jednoho rodu. V 19.stoleti severoameriéti botanici pohled na rod zménili
a rozdelili jej na nékolik samostatnych rodt. Prvnimi rozliSovacimi znaky byly morfologické (barva uboru,
pocet fad paprskovitych kvéti). Je znamo, ze XIANG (1994), XIANG and SEMPLE (1996) a SEMPLE et al.
(1996) pouzili chloroplastovou DNA k rekonstrukci fylogeneze severoamerickych aster. A pravé geneticka
analyza byla vyuzita k rozliSeni jednotlivych rodd, které diive byly zahrnuty do jednoho.

Rod Symphyotrichum je charakterizovan chromozémovym &islem 8, 7, 6, 5 a 4. Je to nejrozsahlejsi a
nejvariabilngjsi rod severoamerickych aster. Nékteré druhy pochdzi z Ameriky, jiné druhy jiz zdomacnély
v Evropé spontannim kiizenim mezi sebou. Kvétni ubory jsou sestaveny v latach, zakrovni listeny jsou vice
¢i méné kosoctvereéného tvaru s tmavou $pickou. Znacna rozmanitost existuje v habitu rostlin, ve tvaru listi,
velikosti zakrovnich listend a tvaru $picky zakrovnich listend.

Material a metody

Hodnoceni bylo provadéno na Skolnim pozemku MZLU v Lednici na Moravé v letech 2003, 2004, 2005.
Tento pozemek byl béhem téchto let nehnojeny, pouze oSetfovany jednou do roka herbicidnim postiikem
RoundUp. Geografické, pudni ani klimatické podminky nemély na jednotlivé druhy a odridy statisticky
vyznamny vliv. Porost byl na zacatku a na konci sledovani v pribéhu jednotlivych let ve stejném stavu.
Zdravotni stav se nezménil.
V prvnim roce hodnoceni byly zvoleny konkrétni znaky, které byly hodnoceny a méfeny i v dalSich letech.
Tyto znaky byly vybrany na zakladé studia klasifikatoru UPOV a kritérii hodnoceni M. OPATRNE v letech
1967 — 1973 tak, aby charakterizovaly a urCovaly dany druh a odridu a naopak, aby je odliSovaly. Na
zéklad¢ téchto znakl byl sestaven popisny deskriptor.
Mezi hodnocené druhy a odridy rodu Symphyotrichum patfi:

01 S. novae-angliae "Andenken an Alma Pé6tsche” 11 S. novi-belgii ‘Richness”

02 S. novae-angliae "Andenken an Paul Gerber’ 12 S. novi-belgii ‘Royal Velvet’
03 S. novae-angliae ‘Barrs Pink’ 13 S. ericoides "Rosa Nippon”

04 S. novae-angliae ‘Barrs Blue’ 14 S. ericoides "Pink Cloud”

05 S. novae-angliae "Harrington Pink’ 15 S. vimineum

06 S.novae-angliae "Rubinschatz” 16 S. foliaceum

07 S. novae-angliae “Abendsonne’ 17 S. ontarionis

08 S. novi-belgii “Antverpse Perel’ 18 S. dumosum "Pacific Amaranth’
09 S. novi-belgii "Marie Ballard” 19 S. laeve

10 S. novi-belgii * Schone von Dietlikon 20 S. cordifolium

Popisny deskriptor

Rostlina

Z1 Vyska, 1 nizka (< 0,5 [m]), 2 stfedni (0,51-0,7 [m]), 3 vysoka (> 0,71 [m])

72 Délka primarniho obrostu 1 kratky (< 0,2 [m]), 2 stfedni (0,21-0,3 [m]), 3 dlouhy (> 0,31 [m])
Z3 Lokalizace vétveni stonku 0 bez vétveni, 1 bazalni vétveni, 2 vétveni v dolni 1/3 stonku, 3 vétveni v 1/2
stonku, 4 vétveni v horni 1/3 stonku, 5 vétveni apikalni

Z4 Typ odnozovani 1 vybézkata, 2 fidce trsnata, 3 husté trsnata

List

Z5 Tvar 1 stielovity, 2 srd¢ity, 3 kopinaty, 4 ¢arkovity, 5 kopistovity

76 Odéni 0 bez odéni, 1 tidké, 2 husté

77 Barva 1 svétle zelena, 2 zelena, 3 tmave zelena, 4 Sedozelend, 5 zelenomodra

Z8 Okraj 1 celokrajny, 2 zubaty, 3 jemné pilovity, 4 pilovity, 5 dvakrat pilovity, 6 vyhlodavany
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Ubor

79 Pramér 1 maly (< 0,015 [m]), 2 stfedni (0,016-0,025 [m]), 3 velky (> 0,026 [m])

710 Tvar zakrovnich listenti 1 ¢arkovity, 2 kopinaty

Z11 Postaveni zakrovnich listenti 1 pfitisknuté, 2 spodni fada odstavajici, 3 v 1/2 listenu odstavajici, 4 horni
fada odstavajici, 5 odstavajici

Z12 Pocet fad zakrovnich listend 1 dvé fady (2), 2 tfi fady (3), 3 Ctyfi fady (4), 4 vice fad (5 a vice)

Kvét

Z13 Pocet kvéth v disku 1 velmi nizky (< 10), 2 nizky (11-40), 3 stfedni (41-70), 4 vysoky (71-90), 5 velmi
vysoky (> 90)

Z14 Pocet paprskovitych kvétd 1 velmi nizky (< 15), 2 nizky (16-40), 3 stfedni (41-70), 4 vysoky (71-90), 5
velmi vysoky (> 90)

Z15 Tvar paprskovitych kvétt 1 kopinaty, 2 kopinaty s ostrou Spickou, 3 kopinaty s tupou $pickou, 4
carkovity, 5 ¢arkovity s tupou $pic¢kou, 6 kopistovity

716 Délka paprskovitych kvéti 1 kratky (< 0,007 [m]), 2 stfedni (0,008-0,014 [m]), 3 dlouhy (> 0,015 [m])
717 Barva paprskovitych kvéti 0 bild, 1 bilo-rizova, 2 bilo fialova, 3 svétle modra, 4 rizovo-fialova, 5
fialovo-modréa, 6 tmavé riZzova, 7 tmavé fialova, 8 tmavé modra, 9 ruda

Biologické znaky

Z18 Sklon k rozklesani 1 nepoléha, 2 stfedné¢ poléha, 3 poléha

719 Sklon k zasychani listt v dobé kveteni 1 nezasychaji, 2 velmi malo, 3 stfedné¢, 4 mnoho, 5 velmi mnoho
720 Sklon k zasychani kvétt v dob¢€ uplného kvétu 1 nezasychaji, 2 velmi malo, 3 stfedné, 4 mnoho, 5 velmi
mnoho

Z21 Pocet kvét na 0,05 m dlouhém tseku parakladia 1 nizky (< 5), 2 stfedni (6-10), 3 vysoky (> 11)

722 Rozmisténi kvétd na parakladiu 1 na vrcholku obrostu 2 po celém obrostu, 3 v horni 1/3 obrostu, 4 v 1/2
obrostu

5 ve spodni 1/3 obrostu

723 Délka parakladia 1 kratké (< 0,05 [m]), 2 stfedni (0,08-0,14 [m]), 3 dlouhé (> 0,15 [m])

724 Druhotné vétveni parakladia

Z25 1 ano, 2 ne

726 Zakrov odéni 1 lysé, 2 pyfité, 3 vinate plstnaté

727 Kveteni 1 rané (IX.), 2 stfedni (IX.-X.), 3 pozdni (X.)

Vysledky a diskuze

Pii porovnavani hodnot ziskanych v roce 2003, 2004 a 2005 na $kolnim pozemku MZLU v Lednici na
Moravé s hodnotami ziskanymi M. OPATRNOU v Prtihonicich 1967 — 1973 a také s hodnotami uvadénymi
OBERDORFEREM (1994) a PICTONEM (1999) byly zjistény urcité rozdilnosti. Odlisnosti se projevily ve vysce
rostliny, priméru a barvé kvétniho uboru, ranosti kveteni a v trsnatosti. Barevna skala hodnocenych aster se
pohybuje od bilé (S. vimineum), pies riZzovou (S. novae-angliae "Harrington Pink”), fialovou (S. novi-belgii
"Royal Velvet”), modrou (S. novi-belgii "Marie Ballard”) az po tmavé ¢ervenou (S. novae-angliae "Andenken
an Paul Gerber").

Cilem bylo vyhodnotit sortiment aster a vybrat odridy, které by nasly své uplatnéni a pouziti v mnoha
smérech, jak v interiéru (jako fezané kvétiny), tak zejména v exteriéru pii sadovnickych upravach. Na trhu
fezanych kvétin by z hodnocenych odrid nasly své uplatnéni zejména S. ericoides, S. novi-belgii "Royal
Ruby’ pro jejich trvanlivost (5-7dni). Uplatnéni ve vysadbach zahrad a parkd maji odridy jak s velkymi
kvéty (S. novae-angliae "Abendsonne’, S. novae-angliae "Antverpse Perel’, S. novae-angliae "Marie
Ballard"), tak také s malymi kvéty (S. ericoides) podle mista a Géelu vyuziti. Vyznamnym znakem pro
uplatnéni trvalek je zejména vySka rostliny. Rod Symphyotrichum ma zastupce jednak mezi vysokymi
rostlinami S. novae-angliae "Harrington Pink’, S. novae-angliae ‘Barrs Pink’, jednak také mezi nizkymi S.
novae-angliae “Schone von Dietlikon”.

Zavér

Severoamerické astry se v poslednich letech dostavaji stale vice do podvédomi lidi. Jejich rozmanitost
v barvé kvétl, vysce rostliny, vzrustnosti, habitu, tvaru listd je velmi bohata a dobfe prakticky pouzitelna.
Lze je pomérné snadno a dobie kombinovat jak barevné, tak i tvarové s jinymi rostlinami. Zeleni dodavaji
barevny nadech zejména v podzimnim obdobi a tim se stavaji velmi zajimavymi rostlinami. Cilem prace bylo
vyhodnotit zastupce rodu Symphyotrichum na MZLU v Lednici na zakladé vytvoteného popisného
deskriptoru, ktery byl sestaven pomoci urcujicich a zaroven rozliSovacich znaki a vytvofit tak ptehled
pouziti jednotlivych druhd a odriid. Hodnoceno bylo 7 odriid druhu S. nova-.angliae (L.)NEESOM, 5 odrud S.
novi-belgii (L.)NEESOM, 3 odridy S. ericoides L. a S. vimineum, S. foliaceum, S. ontarionis, S. dumosum
"Pacific Amaranth’, S. laeve, S. cordifolium.
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KRYOKONZERVACE VRCHOLU CHMELE
CRYOPRESERVATION OF HOP TIPS

Petr SVOBODA — Milo§ FALTUS

Cryopreservation is a process of plant conservation under ultra - low temperatures of 196 °C under zero in liquid
nitrogen. In 2003 the first cryobank in Czech Republic was established in Crop Research Institute in Prague (CRP) for
plants multiplied in a vegetative way: potato, hop, garlic, apple tree, pear tree, morella cherry tree, cherry tree,
strawberry and grapes. The method for hop cryopreservation combines cold pre - treatment 4 °C, treatment of explants
with cryoprotectant C (0.7 M sucrose), following desiccation of shoot tips and ultra - rapid rate of freezing. Variety
“Harmonie” had the best regeneration.

Nowadays 32 hop varieties are in cultivation in vitro, eight of them belong to Czech ones. Fifteen hop varieties are
conserved in liquid nitrogen and after cryopreservation were obtained 11 varieties of hop.

Key words: cryopreservation, hop, Humulus lupulus L., regeneration, shoot tips

Kryokonzervace je technologie uchovani rostlin a jejich ¢asti v ultra nizkych teplotach v kapalném dusiku
pri teplote¢ — 196°C. Vyuziva se pro uchovani genofondu vegetativné mnozenych rostlin. Tato metoda
prispiva kuchovani genetické stability a zamezuje starnuti. Kryokonzervace je vyuZzivdna pro uchovani
genetickych zdroju kulturnich a planych forem, ozdraveny material, u kterého hrozi pfi mnozeni v ex vitro
podminkach znehodnoceni vlivem pusobeni biotickych a abiotickych stresi. Vychozim materidlem jsou
rostliny pfevedené do kultivace in vitro. Pro Slechtitele se pomoci kryokonzervace uchovava pyl pro kfizeni.
V roce 2003 byla zalozena prvni Kryobanka vegetativné mnoZenych rostlin v Ceské republice ve VURV
Allium, jablon, hrusen, jahodnik, visen, tfeSen a vinnou révu).

U chmele byly ovéteny metody enkapculace — dehydratace, fizeného mrznuti a ultra — rychlého mrznuti.
Jako vychozi material slozi kultury in vitro, které jsou namnoZeny na potfebny pocet a potom jsou z nich
odebrany vrcholové meristémy a provedena kryokonzervace dle vypracovaného protokolu zalozeného na
metod¢é predkultivace nodalnich segmentil, nasledné desikaci izolovanych vzrostnych vrcholi a pouziti
metody ultra — rychlého mrznuti. Nejvyssi regenerace po aplikaci kryoprotokolu bylo dosazeno u odridy
Harmonie.

V soucasné dobé je v kultivaci in vitro uchovano 32 odrtid chmele, z toho 8 ¢eskych odrid a v kapalném
dusiku je ulozeno 15 odrid a po kryoprezervaci bylo uspésné regenerovano 11 odrtid chmele.

Cilem kryobanky chmele je kryokonzervovat genetické zdroje chmele ¢eského ptivodu a nésledné vyznamné

cizi odrudy.

Podékovani:
Tato prace vznikla pfi feSeni projektu Narodni agentury pro zemédélsky vyzkum QF 3039: ZaloZeni

kryobanky pro konzervaci vegetativnich vrcholi bramboru a chmele.
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NESPECIFICKA REZISTENCIA VOCI MUCNATKE TRAVOVEJ (BLUMERIA
GRAMINIS F.SP.TRITICI) U SLOVENSKYCH ODROD PSENICE LETNEJ
NON-SPECIFIC RESISTANCE OF SLOVAK VARIETIES OF COMMON WHEAT
AGAINST WHEAT POWDERY MILDEW (BLUMERIA GRAMINIS
F.SP.TRITICI)

Miroslav SVEC — Lenka MATELOVA — Peter DEGMA

We analysed nine Slovak varieties of common wheat for non-specific resistance against powdery mildew in the
laboratory conditions.The analyse was based on estimation of index of reduction of pathogen infectious efficiency on the
terciary leaves compared to that on primary leaves. Slovak wheat variety Venistar showed high level of non-specific
resistance at the early ontogenetic stages which were at the level of the most resistant check variety Massey. Less
resistant were Armelis, Vanda, Malyska and Veldava varieties. Our results indicate, that there is not possible to estimate
if the more aggressive isolates are more suitable for differentiation of varieties than those less aggressive isolates.

Key words: wheat, non-specific resistance,powdery mildew, Slovak varieties

Uvod

Nespecifickt rezistenciu, alebo kvantitativnu rezistenciu, ktora nie je podmienena major génmi mozeme
testovat’ viacerymi spdsobmi. NajéastejSim spdsobom je sledovanie epidemiologickych parametrov
(incidencia ochorenia, AUDPC) v polnych podmienkach (PARLEVLIET,1979). V pripade potreby
vyhodnotenia vel’kého poctu genotypov, napr. testovania rozsiahleho stboru genetickych zdrojov, je vhodné
vyuzit’ testovanie v laboratornych podmienkach pomocou niektorého zrady parametrov, ako je napriklad
infek¢éna ucinnost’ patogéna na listoch hostitel'a v skorych ontogenetickych stadiach (HYDE, 1976). Nasim
cielom bolo zistit stupeil neSpecifickej rezistencie vybranych slovenskych odréd pSenice letnej
v laboratérnych podmienkach. Takato charakterizacia méze byt podkladom pre nésledné porovnavanie takto
zistenej rezistencie s polnou rezistenciou ana odhadnutie pravdepodobnosti s akou mézeme vysledky
ziskané v laboratérnych podmienkach extrapolovat’ na pol'nu rezistenciu.

Material a metody

V ramci nasich experimentov sme hodnotili neSpecificku rezistenciu deviatich odrod pSenice letnej, ktoré
boli vyslachtené na slovenskych S$lachtitel'skych staniciach. Boli to odrody: Vanda, Pavlina, Markola,
Malyska, Veldava, Axis, Arida, Armelis a Venistar. K nim sme ako nachylnt odrodu pouzili ¢insku psenicu
Ai-bianl a ako rezistentné odrody sme pouzili Komfort, Knox a Massey. Listové segmenty o dizke 12 mm
v §tadiu primarnych a terciarnych listov sme jednotlivo inokulovali sadou vysoko agresivnych a menej
agresivnych izolatov, ktoré sme predtym selektovali v naSom laboratériu na rezistentnom genotype pSenice
letnej. Vyber izolatov sme uskutoc€nili aj na zéklade virulen¢nej analyzy. Tieto izoldty museli byt’ virulentné
voci najCastejSie sa vyskytujucim génom Specifickej rezistencie v eurdpskych genotypoch psenice letne;j:
Pm2,Pm4b, pm5, Pm8, Pm9 a Pm17. Po 48 hodin trvajacej kultivacii sme z primarnych a terciarnych listov
pripravili preparaty, kde sme na vizualizaciu $truktur patogéna pouzili farbiacu procediuru s modifikovanym
postupom podl'a HYDEHO a COLHOUNA (1975). U kazdého segmentu sme vyhodnocovali minimalne 200
infekénych jednotiek, ktoré sa nachadzali v ontogenetickom Stadiu sekundarnych hyf (ESH), alebo apresorii
(APP). Ich vzajomny pomer nam poskytol idaje o infekénej ucinnosti patogéna na primarnom a terciarnom
liste. Udaje o infekénej ucinnosti na 1. a 3.liste boli podkladom pre vypocet indexu redukcie infekénej
ucinnosti patogéna. Predpokladali sme, Ze ¢im je vicsia redukcia infek¢énej ucinnosti na terciarnom liste
v porovnani k primarnemu listu, tym je analyzovana odroda rezistentnejSia.

Vysledky a diskusia

Hodnoty indexu rezistencie, na zaklade ktorého moézeme hodnotit’ stupen nesSpecifickej rezistencie
analyzovaného stiboru odrdd, st uvedené v tabul’ke 1. Z uvedenych udajov vyplyva, Ze k najvacsej redukcii
infekénej GCinnosti na tretom liste v porovnani s prvym listom doslo pri odrode Massey. Hodnota 33,5 %
znamena, ze infek¢éna ucinnost’ na terciarnom liste bola v porovnani s prvym listom zredukovana az o 66,5
%, t.j. zo 100 % na 33,5 % (predpokladali sme, ze vypocitana hodnota infek¢nej ucinnosti na 1.liste = 100
%). Odrodu Massey mozeme teda na zéklade parametra indexu redukcie infek¢nej ucinnosti povazovat’
spomedzi suboru analyzovanych odrdéd za odrodu s najvysSou neSpecifickou rezistenciou. Zo slovenskych
odrdd najnizsiu hodnotu indexu redukcie, t.j. najvyssiu neSpecificku rezistenciu vykazovala odroda Venistar.
O nieco niz8§im stupfiom nespecifickej rezistencie sa vyznacuju odrody Armelis, Vanda, Malyska a Veldava.
Podobnu troveil neSpecifickej rezistencie ako mé nachylnd odroda Ai-bianl, vykazovali aj odrody Axis,
Markola a Arida. Spomedzi analyzovanych slovenskych odrod najnizsiu nespecificku rezistenciu hodnotenti
v laboratérnych podmienkach ma odroda Pavlina. Zhlukova analyza s pouzitim metddy k-priemerov nam
cely stibor odrod rozdelila do $tyroch zhlukov. V 1.zhluku boli najrezistentnejSie odrody Massey a Venistar,
v 2.zhluku relativne rezistentné odrody Vanda, Malyska a Veldava, v 3.zhluku nachylné genotypy Armelis,
Axis, Markola a Arida a vo §tvrtom zhluku najnachylnejsie odrody Pavla, Knox a Komfort. Prekvapujice je
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zaradenie poslednych dvoch odréd do zhluku najnachylnejSich odrdd, pretoze najmi odroda Knox sa dosial
pouzivala ako $tandard pre adultivnu rezistenciu (GRIFFEY,1994). Rezistenciu, pre ktora je typicky pomaly
nastup choroby,bez epidemickych symptomov oznacujeme ako ,slow mildewing” (MINGEOT, 2002)
a prave rezistencia v odrode Knox by takouto mala byt’. Je v§ak dost’ pravdepodobné, Ze tento typ rezistencie
sa u spominanej odrody uplatiiuje az v neskorSich ontogenetickych Stadiach. Zaujimavé je aj to, Ze odroda
Massey, ktora je potomkom odrody Knox sa vyznacuje vysokou kvantitativnou rezistenciou uz v skorych
ontogenetickych Stadiach.

Tabul’ka 1: Hodnoty indexu redukcie infek¢nej ucinnosti pre jednotlivé odrody (v %). Hodnota
predstavuje priemer za vSetky izolaty

Odroda Index redukcie (%) Odroda Index redukcie (%)
Ai-bianl 62,5 Malyska 53,4

Massey 33,5 Veldava 52,7

Komfort 62,4 Axis 61,8

Knox 66,4 Arida 57,4

Vanda 50,2 Armelis 49,0

Pavlina 69,1 Venistar 40,7

Markola 59,1

Tabulka 2 nam udava preukaznost’ rozdielov medzi analyzovanymi odrodami vypocitani na zaklade
indexu rezistencie pre jednotlivé izolaty. Znej vyplyva, ze Statisticky vyznamné rozdiely medzi
analyzovanymi odrodami v redukcii infekénej G€innosti sa vyskytli predovsetkym po inokulacii izolatmi
SK-SV 4, SK-SV 11 a SK-JZ 35. Neda sa vSak jednoznaéne zaradit’ tieto izolaty bud’ medzi agresivne, alebo
menej agresivne. Najviac redukoval infekénu ucinnost’ izolat SK-SV 4, potom SK-SV 11 a najmenej izolat
SK-JZ 35.

Tabul’ka 2: Analyza rozptylu pre jednotlivé izolaty (SK)

Zdroj Medziskup. St.vol'nosti Vnutroskup. | St.volnosti F P
premenl. var. var.

SK-SV 4 7548,8 3 1738,1 9 13,0 0,0012
SK-JZ 39 1330,9 3 2840,4 9 1,4 0,3035
SK-JZ 45 1638,1 3 1775,8 9 2,7 0,1032
SK-SV 11 4482,7 3 885,3 9 15,7 0,0006
SK-JZ 6 1804,6 3 2029,2 9 2,6 0,1109
SK-JZ 35 67989 3 1374,2 9 14,8 0,0007
Sk-JZ 33 511,0 3 2874,8 9 0,5 0,6708
Zaver

Analyzou nespecifickej rezistencie vo¢i mucnatke travovej v laboratornych podmienkach zalozenej na
stanoveni indexu redukcie infek¢nej ucinnosti patogéna u deviatich slovenskych odrdd pSenice letnej sme
zistili, ze vysokym stupniom neSpecifickej rezistencie porovnatelnym s kontrolnou odrodou Massey, sa
vyznacuje predovSetkym odroda Venistar. O nieCo niz§im stupiiom neSpecifickej rezistencie sa vyznacuju
odrody Armelis, Vanda, Malyska a Veldava. Spomedzi analyzovanych slovenskych odrod najniz§iu
nespecifickll rezistenciu hodnotenu v laboratérnych podmienkach ma odroda Pavlina. Neda sa jednoznacne
Specifikovat’, ¢i na diferenciaciu neSpecifickej rezistencie si vhodnejsie agresivne, alebo menej agresivne
izolaty.
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STUDIUM VPLYVU HLAVNYCH REDOXNYCH CINITELOV NA
MORFOGENNE PROCESY IANU SIATEHO
THE EFFECT OF KEY REDOX COMPOUNDS ON FLAX MORPHOGENESIS

Tom4s TAKAC — Anna PRETOVA

The free oxygen radicals (FOR) and a complex set of their metabolizing reactions are main components of REDOX
REGULATION. Redox homeostasis is governed by the presence of large pools of antioxidants (mainly ascorbate and
glutathione), that absorb and buffer reductants and oxidants (Foyer & Noctor, 2005). Any stimulus that perturbs cellular
redox balance may serve as an inducer for the set of defense or development -related or genes (Pastori et al., 2003). The
mechanisms, how the stress modifies developmental processes are not fully understood. Our aim is to use biochemical
approaches to study this relationship. We influenced the flax morphogenesis by different redox compounds (hydrogen
peroxide and glutathione) in the presence of two different concentrations of NAA. The externally added hydrogen
peroxide and reduced glutathione significantly stimulated the root induction from flax hypocotyl explants. We found, that
the number of roots reached its maximum value after the treatment with 50 uM of external hydrogen peroxide. Higher
concentrations of hydrogen peroxide (>50 xM) substantially inhibited the root formation. Moreover, the exogenous
addition of H,0, to media significantly influenced the isozyme pattern of superoxide dismutase and peroxidases in the
explants. However, the stimulation of root induction by external addition of redox compounds was strongly dependent on
auxin level in the media. In the presence of higher NAA levels in media (Img.I"* ) even higher hydrogen peroxide
concentrations increased the number of induced roots.Our results show, that FOR and also antioxidant defence play
a crucial role in the regulation of root induction from flax hypocotyl segments. We showed, that this regulation is highly
dependent on exogenous auxin levels in media.

Keywords: redox regulation, oxidative stress, root growth, flax

Uvod

Reaktivne kyslikové radikaly (napr. superoxid, peroxid vodika) a komplex ich metabolizujicich reakcii
st hlavnymi komponentami tzv. REDOX REGULACIE. Redoxna homeostiza je riadena pritomnostou
antioxidantov (hlavne askorbatu a glutationu, ale aj antioxidaénych enzymov), ktoré absorbuju
a spracovavaju reduktanty a oxidanty (FOYER a NOCTOR, 2005). Kazdy stimul, ktory vyvolava bunkovu
redox nerovnovahu méze posobit’ ako induktor obrannych, ale aj vyvinovych génov (PASTORI et al., 2003).
Cielom prispevku je blizSie charakterizovat’ funkciu redoxnych ¢initel'ov poc¢as morfogenetickych procesov
lanu siateho. Pre tento tcel sme tvorbu koreflov z hypokotylov l'anu siateho ovplyviiovali peroxidom vodika
a redukovanym glutationom (redukény kofaktor niektorych antioxidaénych enzymov) v pritomnosti dvoch
roznych koncentracii NAA. Takto ovplyvnené explantaty sme analyzovali pomocou biochemickych metdd.

Material a metody
In vitro kultivacia:

Hypokotylové segmenty zo 6 diovych klicencov l'anu siateho boli 2 dni kultivované v tekutom MS
médiu s pridavkom 0,50 a 100 uM peroxidom vodika, a 0 a 0,2 mM redukovanym glutationom
v pritomnosti 2 réznych koncentracii NAA (0.5 mg.1'a 1 mg.1™"). Cast’ segmentov bola analyzovana
biochemicky, pricom druht ¢ast’ sme d’alej kultivovali 5 dni na bezhorménovom MS médiu pre §tadium
a kvantifikaciu morfogénnych procesov.

Biochemické analyzy:

Vzorky pre biochemické analyzy sa odoberali pred a po 2 dvoch dioch kultivacie hypokotylov na
tekutom MS médiu. Extrakt pre analyzu izozymového spektra antioxidacnych enzymov superoxiddizmutazy
(SOD) a peroxidaz sme pripravili pomocou 0.1 M Na- fosfatového pufra (pH 7.5) s obsahom 1 mM EDTA.
Extrakt sme centrifugovali 20 minut pri 15000 ot./min. teplote 4°C. Supernatant sa d’alej precistil na
ultracentrifugacnych kolénach MICROCON-10. Izozgmy SOD a peroxiddz sme separovali pomocou
nativnej polyakrylamidovej elektroforézy v 12 % polyakrylamidovych géloch a vizualizovali pomocou
Specifickych substratov.

Vysledky a diskusia

Exogénne aplikovany peroxid vodika aredukovany glutation vyznamne ovplyvnili rast korefov
z hypokotylovych segmentov lanu. Ich vplyv sa prejavil uz po 2 diloch kultivacie segmentov. Exogénne
aplikovany peroxid vodika vmédiu s0,5 mgl' NAA zvysil indukciu tvorby korefiov v porovnani
s kontrolou 1,58 nasobne, pricom v médiu s 1 mg.1" NAA 2,8 nasobne. Ukézalo sa viak, Ze pozitivny vplyv
peroxidu vodika na tvorbu korefiov je limitovany jeho koncentraciou v médiu. V médiu's 0,5 mg.I" NAA
koncentracia peroxidu vodika vyssia ako 50 pM tvorbu koreniov inhibovala. Zistili sme, ze pri vysSich
hladinach NAA v médiu je tvorba korenov stimulovana aj vys$simi koncentraciami peroxidu vodika v médiu.
Peroxid vodika moéze teda pri nizSich koncentraciach zosiliit' ¢inok exogénneho auxinu atym zvysuje
organogénnu kapacitu hypokotylovych segmentov l'anu. Inhibi¢ny vplyv vyssich koncentracii peroxidu
vodika sa prejavil aj na izozymovom zloZeni skimanych antioxida¢nych enzymov. Zistili sme, ze pri vyssich
koncentraciach peroxidu vodika doSlo k inhibicii izozymu SOD s Rm 0,2, resp. peroxidazového izozymu s
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Rm 0,22. To naznacuje doleziti tilohu antioxidacnych enzymov v redoxnej regulacii vyvinovych procesov
Panu.

Zaver

Vysledky poukazuju na doéleziti ulohu redox regulacie pocas morfogénnych procesov l'anu siateho.
Vyznamnu ulohu zohravaju nielen reaktivne kyslikové radikaly, ale aj obranné mechanizmy rastlin voci
oxida¢nému stresu. Ukazuje sa, ze vplyv tychto kl'i¢ovych komponentov redox regulacie je vSak vyznamne
zé&visly na hladine auxinov v médiu.
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MEZIDRUHOVE HYBRIDY 2n=20 A 2n=24 SVETLICE (CARTHAMUS L.)
SAFFLOWER (CARTHAMUS) 2n=20 AND 2n=24 INTERSECTIONAL HYBRIDS

Jiti UHER

Yellow and white-flowered hybrids were obtained by hybridization of orange-flowered and white-flowered varieties of
Carthamus tinctorius L. (2n=24) with a pale lilac-flowered Carthamus anatolicus Boiss. (2n=20). With the exception of
flower colour, the hybrids were more similar to C. anatolicus, showing a strong spininess and tomentose clothing, re-
gardless to mother component choice. Pollen was universally white and sterile in all hybrids, and a total abortion of
immatured achenes has recorded.

Key words: Carthamus tinctorius L., C. anatolicus Boiss., C. dentatus Vahl., crossing, morphology, heritability.

Uvod

Jak vyplyva z praci izraelskych, iranskych a americkych autorti, kiizeni vybranych taxont z riznych
sekci rodu Carthamus mize byt relativné uspésné, hybridy v8ak produkuji pyl s velice nizkou kli¢ivosti a
zpravidla zdstavaji neplodné. Diky zpétnému kiizeni takovych hybrida byly vsak jiz ziskany také klic¢ivé
nazKky a v dalSich generacich bylo zaznamenano i zvySeni vitality pylu. Kulturni svétlice (Carthamus tincto-
rius L.) se zda byt pii ktizeni s druhy jinych sekci kompatibilngjsi nez ostatni druhy typové 2n=24 sekce.
Zatimco u hybrida C. tinctorius L. s 2n=20 taxony C. tenuis Bornm. a C. glaucus M.Bieb. bylo pfi meiose
zjisténo v prumeéru 6.59 a 5.39 bivalentti pro buiiku, jen 2.50 a 2.21 bivalentl bylo zaznamenano u hybridt C.
tinctorius L. s 2n=24 druhy C. oxyacanthus M.Bieb. a C. palaestinus Eig. (Ashri & Knowles 1960). Vyssi
pocet bivalentl byl pozorovan také u hybridt C. tinctorius L. s 2n=44 C. lanatus L. a s 2n=22 C. divaricatus
Bég.& Vacc. (ESTILAIL, KNOWLES, 1976). U obou hybridi kulturni svétlice s 2n=20 taxony dochdzelo
vsak k totalni aborci nedozralych prasnikd.

Kulturni svétlice kvete v bohaté paleté zlutych, oranzovych a rumélkovych odstinti, znamy jsou i bé-
lokvété odriidy. Zluté zbarvenymi kvitky jsou charakteristické také ostatni druhy typové sekce. Sefikové
odstiny znamé u planych druht sekci Lepidopappus a Odontagnathius mohou proto ptedstavovat vitané
zpestieni sortimentu nabizeného pro okrasné ucely. Odhlédnuvse od obecné vysoké dédivosti nezadoucich
znakl (silnéd ostnitost, vyrazné prodlouzeni ontogenetického vyvinu) bylo proto pfistoupeno k pokusim s
kiizenim C. tinctorius L. s dal$imi 2n=20 druhy, jakymi jsou C. anatolicus Boiss. nebo C. dentatus Vahl.

Material a metody

S ptihlédnutim k pomalejsimu ontogenetickému vyvoji planych taxond byly nazky 2n=20 druhd C. anato-
licus Boiss. a C. dentatus Vahl. (obé z IPK Gatersleben) vysévany v osmém kalendainim tydnu do 40 mm
multiplat v chladném skleniku. Dvé z ranych odrid svétlice - bild "‘Cremewit” (Hammer, Zwijndrecht) a
oranzova 'Kinko” (JuliWa, Heidelberg) spolu s pozdnim, rumélkové kvetoucim kultivarem "Feuerschopf”
(Benary, Hann.Miinden) byly ke konci 16. tydne vysety pfimo a s nimi byly na parcelach vysazovany pied-
péstované rostliny obou 2n=20 druhii sekci Lepidopappus a Odontagnathius. Od 30. tydne kvetly oba 2n=20
taxony i obé rané odrudy svétlice a bylo pristoupeno ke sprasovani. Pozdni "Feuerschopf” byla pylem 2n=20
taxond oSetiena o dva tydny pozdéji.

Protoze svétlice, jako vétSina sloznokvétych, vykazuje pii prortstani ¢nélky trubkou srostlych prasnikt
sklony k samospraseni, pfedchazela vlastnimu spraSovani kastrace kvitkdi modifikovanou CLAASENOVOU
(1950) metodou. Vnitini listeny zakrovu byly vytrhany do hloubky umoznujici odstranéni ¢asti korunni trub-
ky, uvolnujici pfistup k sloupku ty¢inek. Dalsi postup byl proti ptivodnim metodickym instrukcim zjednodu-
Sen: v tboru byly ponechany i kvéty ke kastraci nezplsobilé a kastrované kvitky nebyly odfezavany, nybrz
po smacknuti kvétni trubky pod mistem srdstu s ty¢inkami odtrzeny s celym pra$nikovym sloupkem. Nésle-
dujiciho rana byly kastrované kvéty spraseny pylem jednoho z obou 2n=24 taxonii a Gibory byly pfevazany
mikrotenovymi sacky.

Vysledky a diskuse

Nazky sbirané z oSetfenych ubor(, at’ uz z kvéti kastrovanych nebo nedotéenych, byly vysety v dubnu
nasledujiciho roku. Kratce po vétveni stonkd byly ve vysevech vSech odrid sprasovanych pylem C. anato-
licus Boiss. rozpoznany hybridy, které nezavisle na morfologii pro kiizeni zvolenych mateénych komponent
vyvijely Siroce kopinaté, dlouze zahrocené, ostnité a fidce plstnaté zakrovni listeny s abaxialné vystupujici
nervaturou. Dominanci kopinatych brakteji nad obvejcitymi zmintuje HANELT (1961), pfedpokladajici pro
tento znak interakce s geny kontrolujicimi ostnitost, a v kiizeni 2n=24 taxont popisuji dominanci ostnitosti
ASHRI & EFRON (1960), vyvozujici kontrolu jedinym major genem o dvou allelach. Podobné i lalo¢natost
listh se zda byt kontrolovana major genem s alelou dominantni pro tento znak (ASHRI, EFRON, 1964; RA-
MACHANDRAM, GOUD, 1982), ziskané hybridy nicméné vyvijely zubaté vyfezavané listy jen v hornich
partiich stonku; listy bazalni, jakkoli jsou hluboce lalo¢naté u vSech taxont sekce Lepidopappus, zistavaly
témet celokrajné a bez odéni. Hybridy nevykazovaly ani sklony k pfetrvavani listové rizice a v prvnich tyd-
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nech po vzejiti byly od C. tinctorius L sotva rozpoznatelné. Zadné hybridy nebyly zaznamenany ve vysevech
nazek ziskanych z kiizeni s C. dentatus Vahl.

Barva kvétd u ziskanych hybridti odpovida pozorovanim indickych autoriit (NARKHEDE, DEOKAR,
1986), vyvozujicich dominanci genu pro bilé kvéty nad ostatnimi barvami s vyjimkou genu kontrolujiciho
odstiny zluté. K podobnym zavérim dospéli RANGUNATHAM & DUTT (1986), a IMRIE & KNOWLES
(1970) pozorovali dominanci zlutych kvétti u 2n=24 taxont typové sekce. U kulturni svétlice potvrdili domi-
nanci zlutych kvétd nad bilymi GADEKAR & JAMBHALE (2002). Genové kombinace odpovédné za svétle
purpurové odstiny v sekci Lepidopappus nebyly publikovany, zluté kvéty hybridi s oranzové kvetoucimi
odridami kulturni svétlice nicméné zminénym hypotézam neodporuji a u hybrida s bile kvetouci odridou
zustavaly kvéty rovnéz bilé, gradujici k rizovému zabarveni pfi zavadani. Bily pyl ziskanych hybrid odpo-
vida zavérim izraelskych autorG (ASHRI, 1974) o dominanci bilého pylu nad Zlutym a nezda se byt
v rozporu s hypotézou o monogenické kontrole tohoto znaku tftemi alelami (KHIDIR, 1970).

Predbézna sledovani vitality pylu (1.8% zbarvenych zrn v tetrazoliovém testu) byla v souladu se skutec-
nosti, Ze zadny z hybridi nepfinesl kli¢iva semena. Ojedin€le vyvijené nazky vyvijely chmyr typicky pro
druhy sekce Lepidopappus, bez vyjimky vSak abortovaly. Sterilita mezisek¢nich hybridi byva obecné zmi-
novana; s prihlédnutim k nejbliz§imu pribuzenstvu na kiizeni zacastnénych druhti nepozorovali ASHRI &
KNOWLES (1960) kli¢ivy pyl u hybridis C. tictorius L. s C. glaucus M.Bieb, zatimco ESTILAI (1977)
zaznamenal velmi nizkou kli¢ivost pylu u hybridd kulturni svétlice s C. alexandrinus Asch.

Zavér

Heritabilita znak( ziskanych hybridG neodporuje dosud postavenym hypotézam a potvrzuje zavéry re-
centnich autorti o dédi¢nosti barvy kvéti, ostnitosti a morfologie zakrovnich listend. Pro kvétinarskou praxi
bude ovSem vzdalena hybridizace sotva vyznamnégj$im ptinosem: odhlédnuvse od vysokého stupné sterility
zustava diskutabilni i okrasna hodnota hybridl. Purpurové odstiny kvéta (které ostatné ani nativni druhy pii
suSeni dlouho nepodrzuji) u hybridii zaznamenany nebyly, bez vyjimky byla ale dédéna silna ostnitost, pte-
kazejici Sirsimu uplatnéni pfinejmensim v produkci fezanych kvétt.

Vyzkum byl podporovan projekty MzeCR E - 97/01 - 3160 - 0200 a MSM 435100002 MSMT CR.

Literatura

1. ASHRI, A. (1974). Natural interspecific hybridization between cultivated safflower (Carthamus tinctorius) and the
wild Carthamus tenuis. Euphytica, 23: 385-386.

2. ASHRI, A. - EFRON Y. (1964). Inheritance studies with fertile interspecific hybrids of three Carthamus L. species.
Crop Science, 4: 510-514.

3. ASHRI, A. - KNOWLES P.F. (1960). Cytogenetics of safflower (Carthamus L.) species and their hybrids. Agron-
omy Journal, 52: 11-17.

4. CLAASEN, C.E. (1950). Natural and controlled crossing in safflower, Carthamus tinctorius L. Agronomy Journal
42:381-384.

5. DESMUKH, A.K.- RANGA-RAO, V. (1991). A new and efficient method to achieve mass hybridization of saf-
flower without emasculation: a re-appraisal of currently followed emasculation techniques. Proceedings of the 2nd
International Safflower Conference, 156-171, Hyderabad 1989.

6. ESTILAL A. (1977). Interspecific hybrids inter Carthamus tinctorius and Carthamus alexandrinus. Crop Science,
17: 800-802.

7. ESTILAI A. - KNOWLES, P.F. (1976). Cytogenetic studies of Carthamus divaricatus with eleven pairs of chromo-
somes and its relationship to other Carthamus species (Compositae). American Journal of Botany, 63: 771-782.

8. GADEKAR, D.A. - JAMBHALE, N.D. (2002). Inheritance of four qualitative characters in safflower (Carthamus
tinctorius L.). Sesame and Safflower Newsletter 17: 79-80

9. HANELT, P. (1961). Zur Kentniss von Carthamus tinctorius L. Kulturpflanze, 9: 114-115. Akademie Verlag, Ber-
lin.

10. IMRIE, B.C. —- KNOWLES, P.F. (1970). Inheritance studies in interspecific hybrids between Carthamus flavescens
and Carthamus tinctorius. Crop Science, 10: 349-352.

11. KHIDIR, M.O. (1970). A note on the inheritance of polen colour in safflower (Carthamus tinctorius L.). Canadian
Journal of Genetics and Cytology, 12: 360-361.

12. KHIDIR, M.O. — KNOWLES, P.F. (1970). Cytogenetic studies of Carthamus species (Compositae) with 32 pairs of
chromosomes. (2.) Intersectional hybridization. Canadian Journal of Genetics and Cytology, 12: 90-91.

13. NARKHEDE, B.N. — DEOKAR, A.B. (1986). Inheritance of corolla co-lour in safflower. Journal of Maharashtra
Agricultural University, 11: 278-281.

14. RANGUNATHAM, G. - K. V. L. N. DUTT. (1984). Outcrosing studies in safflower. Journal of Oilseeds Research,
3:132-134.

15. UHER, J. - KOBZA, F. (2004): A further contribution to distant Safflower hybridisation. Sesame and Safflower
Newsletter 19: 72-76.

Adresa autora:
Dr.Ing. Jiti Uher, Mendelova zemédélska a lesnicka univerzita v Bmé, ZF, 69144 Lednice na Moravé, CR

199



Nové poznatky z genetiky a S'achtenia po'nohospodarskych rastlin Zbornik zo 14. vedeckej konferencie, Piestany : VURV, 2007

CAN ORGANIC POLLUTANTS INFLUENCE QUANTITY AND QUALITY OF
YIELD OF CULTIVATED PLANTS?
MOHOU ORGANICKE POLUTANTY OVLIVNIT KVANTITU | KVALITU
VYNOSU KULTURNICH PLODIN?

Lucie VANOVA — Marie KUMMEROVA — Marek KLEMS — Helena FISEROVA —
Stépan ZEZULKA

The effect of increasing concentration (0.1, 1 and 5 mg/L) of fluoranthene (FLT) on the growth, net photosynthesis rate,
the content of abscisic acid (ABA) and FLT was investigated. The obtained results demonstrated that the concentration
0.1 mg/L FLT significantly stimulated and concentration 1 and 5 mg/L FLT significantly inhibited the growth of pea
plants. When experimental plants were exposed to FLT 5 mg/L, the net photosynthesis rate decreased. The fluoranthene
content in shoot of pea plants and the content of ABA increased with increasing FLT concentration in the environment.
Keywords: fluoranthene; photosynthesis; ABA; pea plants; in vitro

Introduction

Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) constitute an important group of micro-pollutants, which can be
found in air, soil, water, vegetation, ice and sediments. Many PAHs and their derivatives, especially
epoxides, are highly toxic, mutagenic and/or carcinogenic to microorganisms as well as to higher living
systems including humans [1]. The amount of PAHs deposited in soils is steadily increasing, because the rate
of their production by power stations, industry and traffic is higher than the rates of decomposition. Intensive
study of the uptake of organic xenobiotics by plants is thus of fundamental importance for evaluating their
role in the whole food chain (bioaccumulation, transformation, toxicity) [2]. The abilities of the plant to take
up, translocate, metabolize and accumulate PAHs are determinant factors for phytotoxicity of these
compounds, which affect several physiological and biochemical processes, taking part in the biomass
production, quantitatively and qualitatively. Plants growing in soil can accept PAHs in several ways. The rate
of uptake is affected by a number of factors (concentration and physicochemical properties of the compound,
soil type, content of organic soil mass, pH, humidity, temperature, plant species etc.) [3]. PAHs affect all
stages of growth from germination to reproduction.

PAHs as lipophilic organic substances and products of their transformation can affect structures and
functions at cellular and subcellular levels [4]. Photosynthesis is membrane-bound process and its inhibition
is often a key mechanism of the toxicity of pollutants in plants, and the modification of photosynthetic
activity is often used as a “bioindicator” of environmental contamination. Also changes in phytohormone
levels controlled by the respective hormone systems are essential steps in acclimation of the plant to a stress
[5]. The increase or decrease in concentration of a hormone is achieved by changes in the levels of gene
expression leading to synthesis of the enzymes involved in its biosynthesis, or by regulation the enzymes that
degrade or deactivate the compound. These changes, caused by environmental factors, could be also used for
the early indication of stress. At the level of growth regulators the response of plants to stress induced by
xenobiotics can be marked by means of a higher level of endogenous abscisic acid (ABA) production. A
temporary increase in the content of ABA under various stress situations or increased ABA content followed
by its accumulation in the tissues has been described, but not for organic compounds, e¢.g. PAHs.

The objective of the present study was to evaluate the effect of fluoranthene (FLT) on the physiological
processes in pea plants cultivated in vitro. Fluoranthene was selected from PAHs family as one of the most
frequent polycyclic aromatic hydrocarbons in the environment of the Czech Republic [6]. The selected
concentrations of FLT simulate low (0.1 mg/L) and high (1 and 5 mg/L) environmental loadings. After 21
days of cultivation the content of FLT in dry matter, net photosynthesis rate, content of ABA and dry mass of
pea plants were evaluated.

Material and methods

The plant material was a pea plant (Pisum sativum L. cv. Garde). Apical segments (1 cm) of shoot were
cultivated on the Murashige-Skoog (MS) cultivation medium [7] in controlled conditions (PAR 40
umol/m?/s, photoperiod 16/8, 25+1°C). MS medium was enriched with the growth regulators indole-3-acetic
acid (IAA, 0.1 mg/L) or combination of TAA and Ng-benzylaminopurine (BA, 0.1 mg/L). Fluoranthene
(Supelco, USA), was added into the MS medium in the concentration 0.1, 1 and 5 mg/L. Investigated
parameters were evaluated after 21 days of cultivation. The content of FLT in dry mass was determined by
gas chromatography-mass spectrometry technique using the Finnigan GCQ ion trap instrument (Finnigan
MAT, USA). The level of endogenous ABA was analysed by RIA method with monoclonal antibody MAC
252 [8]. Radioligand *H-ABA was used (Amersham Pharmacia Biotech, specific activity 1.9 TBq/mmol).
Radioactivity was calculated using software Securia Packard. The net photosynthesis rate was calculated
from measurements of their CO, exchange. An open-type system with infra-red gas analyser (EGM 3, PP
System, UK) was used. The results were processed with software STATISTICA 6 (StatSoft, Inc. ).
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Results and discussion

Growth and differentiation processes in plants are controlled primarily by a system of endogenous growth
regulators. Similar interactions between the effect of PAHs and growth regulation using plant hormones were
explored only partially. Estimation of the growth rate on the base of biomass increments thus represents a
measure for assessing of the effect of FLT on plants. The biomass production is a reliable external indicator
of the internal affection of plant metabolism. The changes in dry weight of callus and shoots of plants enable
to evaluate the extent of their affection in relation to the concentration of FLT and the time of exposure. The
decrease in their weight (as compared with control after 21 days of cultivation in plants treated by 1 mg/L
and especially 5 mg/L FLT) indicated a negative effect of PAH on the growth of plants. A similar growth
inhibition was demonstrated also in vivo when using other stressors [9]. Plants cultivated in a medium
without BA produced a shorter shoot and also a smaller callus from which, however, adventitious roots could
regenerate. The presence of FLT in the medium affected the rhizogenesis. Its negative effect, i.e. a reduced
formation of the root system, depended with the increasing concentration of FLT in the medium (1 and 5
mg/L).

Fluoranthene detected in the shoot was a proof of its uptake by callus from the MS medium on the one hand
and of its subsequent transport into the shoot on the other. The observed acropetal transport of PAH was
recorded also in other plant species [10]. Values of the content of FLT detected in pea biomass demonstrated
that the shoot of pea plants accumulated certain amounts of FLT. The relationship between leaf
photosynthesis rate and plant productivity is difficult to establish even through dry matter accumulation
obviously reflects the efficiency of the plant photosynthetic processes [11]. In vitro cultivated pea plants had
only small leaves and for that reason the net photosynthetic rate was measured at the level of whole shoots.
In plants treated with 0.1, 1 and 5 mg/L FLT, the net photosynthesis rate was significantly inhibited not only
under conditions of light saturation 600 umol/m?/s but also over the whole range of the irradiances tested.
With an increasing concentration of FLT in the environment and in the plant tissue, the rate of net
photosynthesis significantly decreased. Changes recorded in production of biomass in plants exposed to FLT
could be related to the changes in their endogenous levels of growth regulators. The content of ABA under
study was increasing and well correlated with the increasing environmental FLT load (1 and 5 mg/L).

Conclusion

Investigated parameters (growth, net photosynthesis rate, content of FLT and ABA) responded sensitively to
the occurrence of stressors in the environment. This demonstrated a negative effect of an important
polycyclic aromatic hydrocarbon fluoranthene on physiological processes taking place in plants. Organic
pollutants occurring in the environment and taken up by plants affected significantly also production of
growth regulators. The effect of PAHs treatment on the vegetation cover has not yet been studied at the level
of in vitro cultures. This fact indicates that it could be a precious tool for the study of toxic effects of other
contaminants.
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ZIVOTNY CYKLUS EANU SIATEHO
LIFE CYCLE OF FLAX

Zuzana ZACKOVA — Erika MALINIKOVA

Flax is the facultatively autogamous species. We observed the life cycle of flax plants and focused on differentiation of
gametophytes in hermaphroditical flowers.
Key words: flax, life cycle, gametophytes

Uvod

Vyskum a vyvoj v pol'nohospodarstve na Slovensku sa v stiCasnosti zameriava aj na pestovanie plodin,
ktoré sa ucelne vyuZivaju v priemysle. K tymto plodinam patri tiez I'an siaty (Linum usitatissimum L.).
Kultarny l'an vznikol z divorasticich foriem asi pred 5 - 6 tisic rokmi a uz odvtedy ho l'udia poznaji a
vyuzivajui kvoli vysokému obsahu oleja v semendch a pre vlakna (celuldza, lignin) v stonke. Nasim cielom
bolo sledovat’ vyvinovy cyklus 'anu siateho s dérazom na diferenciaciu gametofytov v obojpohlavnom kvete
fakultativne autogamnych rastlin.

Material a metody

Rastliny l'anu, priadne (Viking) a olejné (AC Emerson) genotypy, sme pestovali v pol'nych podmienkach
na experimentalnom policku UGBR SAV v Nitre. Semena uvedenych genotypov sme ziskali z genetickych
zdrojov Vyskumnej stanice v Mordene (Kanada) aod Agritec s. r. o. Sumperk — Temenice (Ceska
Republika). Vegetacné obdobie zaCinalo na zaéiatku aprila, resp. na zaéiatku maja. Kvitnutie I'anu sme
pozorovali v polovici juna az jila v zavislosti od klimatickych podmienok. Na analyzu vyvinu mikrospor
sme pouzivali metodu roztlakovych preparatov a semenniky sme analyzovali histologicky (BARTOSOVA et
al., 2005).

Vysledky a diskusia

LCan siaty je rastlina krehkého habitusu, s modro-fialovo, pripadne nabielo sfarbenymi kvetmi. Stonka
moze byt poliehava najmé u priadnych genotypov. Olejnaté genotypy maju spravidla nizsiu stonku, ktora sa
viac vetvi. Zaujimava z progresivneho hl'adiska je tvorba gametofytov. M6zeme povedat, Ze vhodny ¢as na
pestovanie 'anu bol pocas sezony, ked’ priemernd mesacna teplota bola v ¢ase butonizacie 15-21° C a bol
dostatok atmosferickych zrazok. Kvitnutie 'anu vzhl'adom na zvySent vlhkost’ vzduchu prebiehalo pomerne
rychlo. Pozorovanie ontogenézy pelovych zin sme zacali, ked’ v pelniciach boli pelové materské bunky
charakteristicky pospéjané (2-2,5 mm dlhé puciky, obr.1). Potom sa PMCs od seba oddelili a okolo nich bol
pozorovatelny kalézovy obal. Dalej prebichala mikrosporogenéza ana konci dita sme pozorovali
v pelniciach tetraedrické tetrady mikrospor (obr.2). Tvorba tetrad prebichala simultanne. Za jeden az dva dni
sa v nich nachadzali mikrospéry (3-3,5 mm dlhé puciky). V nasledujiicej etape dochadzalo k silnej
vakuolizacii mikrospor (obr.3) - tzv. skord, stredna a neskora jednojadrovéa mikrospora (obr.4) v zavislosti od
stupnia vakuolizacie. V pelnici 'anu sa vyvijalo priblizne 150 mikrospér. V d’alSej etape sa delilo jadro
mikrospory v procese mikrogametogenézy a vysledkom boli trojbunkové pelové zrna. Za tyzden sme
pozorovali zaciatok kvitnutia Tanu. V kvetnom puciku lanu sme sa zamerali aj na stavbu samicieho
pohlavného organu — semennika. Na histologickych rezoch, na vnutornej strane semennika sem identifikovali
semenicu (placentu), ku ktorej boli putkom pripojené vajicka. V semenniku sa nachadzalo obyc¢ajne 10
anatropnych vajicok (obr.5). Vnutri vajicka podstatnu Cast’ tvorilo pletivo nucela, v ktorom bol zalozeny
sami¢i gametofyt-zdrodo¢ny miesok (obr.6). Zarodo¢ny miesok lanu mal formu uzkeho a pretiahnutého
utvaru, rozsireného v mikropylarnej oblasti.
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Zaver

Pestovanie l'anu je dlhou tradiciou na Slovensku, iked kvalita rastlinného materialu znac¢ne zavisi od
vonkaj$ich, najmé klimatickych faktorov. Synchronnost’ vo vyvine gametofytov Shivanna (2003) uvadza az
do stadia pel'ovych materskych buniek. Vyvin mikrospor vo viacerych pelniciach jedného kvetného ptcika je
uz vSak rozne rychly. Vyvin zadrodo¢nych mieskov vo vajickach jedného semennika je pomerne synchronny.
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TVORBA VYBEROVYCH POPULACII PSENICE LETNEJ F. OZIMNEJ
PRODUCTION OF INITIAL WINTER WHEAT POPULATIONS

Alzbeta ZOFAJOVA

Results from evaluation of grain yield formation traits of 10 winter wheat population are presented. Populations from
simple pair crossing were compared to backcrossing ones. Backcrossing populations had higher number and weight
grain per spike, accompanied by higher plant height at population (Hana x TAM 200) x Hana. In separate research was
confirmed higher androgenic responzibility of backcrossing populations.

Key words: wheat, populations, productivity traits

Uvod

Produkcia dihaploidnych (DH) rastlin technikou pelnicovych kultir po spontdnnom alebo indukovanom
zdvojeni chromozomov je rychlou metédou pre ziskanie homozygotnych linii v §lachtitel'skych programoch
pSenice. Technika pelnicovych kultir je pri pSenici znama viac ako 30 rokov a v sucasnosti je efektivne
vyuzivana v mnohych krajinach pre tvorbu dihaploidnych linii pre $l'achtenie a tieZ pre genetické analyzy.
Napriek uréitym obmedzeniam, ktoré predstavuje hlavne nedostato¢nd androgénna kapacita v néhodne
selektovanych genotypoch, techniky tvorby dihaploidov su Gspesne vyuzivané v §lachtitel’skych programoch
pSenice, ¢o je dokumentované poctom registrovanych odrod vo svete (THOMAS et al., 2003).

Genotyp donorovych rastlin méa velky vplyv na responzibilitu pelnicovych kultar. V skorsich studiach
boli dokdzané vyznamné rozdiely medzi odrodami a krizeniami. Odrody s vysokou frekvenciou indukcie a
regeneracie su krizené s rekalcitrantnymi genotypmi, vytvarané F1 hybridy maju vyznamne vyssiu indukciu
a regeneraciu nez recalcitrantny rodi¢. Tieto responzibilné odrody su tiez nazyvané ako ,,mosty* (HU, 1997).
Klasicky slachtitel'sky postup umoziuje zabudovanie génov ovplyviiujicich androgénnu responzibilitu, ¢o
potvrdili tiez CHOWDHURY et al. (1991).

Cielom prace bolo spatnym krizenim vytvorit’ a porovnat’ vyberové populacie pSenice letnej f. ozimnej
pre tvorbu dihaploidov.

Material a metédy

Na SCPV — VSS Maly Sari§ a Vigl'as-Pstrusa boli krizenim vytvorené jednoduché hybridné populacie
pienice letnej f. ozimnej, ktoré v SCPV — VURV Piestany boli spitne krizené s rodi¢ovskou odrodou s
cielom kumulovat’ znaky produktivity a kvality, pripadne androgénnej responzibility (odrody Astella, Brea).
Populacie (5 z priameho krizenia, 5 zo spédtného krizenia, tab. 1) boli spolu s kontrolnymi (Astella, Ilona,
Torysa) a vybranymi rodicovskymi odrodami skuSané v Piestanoch vo vegetacii 2004/05 v pol'nom pokuse
zalozenom metodou znahodnenych blokov v troch opakovaniach (parcela 1,2 m?). V priebehu vegetacie boli
sledované fenologické pozorovania a zdravotny stav a v zrelosti boli zberané rastliny (86 az 117 rastlin na
populaciu), ktoré boli rozborované na zakladné tGrodotvorné znaky: vySka rastliny, pocet produktivnych
odnozi, pocet a hmotnost’ zfn (uvadzame prepocet na jeden klas).

Udaje boli statisticky vyhodnotené pomocou balika programov Statgrafics plus for Windows.

Vysledky a diskusia

Pri vSetkych hodnotenych znakoch medzi pokusnymi c¢lenmi boli Statisticky vyznamné rozdiely.
Priemerné hodnoty su uvedené v tab. 1.

NajvysSiu vysku rastlin mala populacia 2 (o 12,8 % vySSia v porovnani s populdciou jednoduchého
krizenia), ktorou prevySovala tiez (o 10 cm) najvys$siu kontrolu Astella. Podobne pri kombinacii 6 spitné
krizenie s odrodou Astella sposobilo zvySenie vysky rastlin (o 5,7 %). Populacie 7 a 8 sa vo vyske rastlin
nelisili. Populacie spitného krizenia 4 a 10 mali niz8iu vysku rastlin v porovnani s populaciami z
jednoduchého krizenia. Najvyssi pocet produktivnych odnoZi mala rodicovskd odroda TAM 200 (7,1) a
populécie 3 a 10 s touto odrodou. Populacie spatného krizenia 6, 8 a 10 prevysili v poéte produktivnych
odnoZi populacie vytvorené parovym krizenim o 3,2 %, 6,1 % a 15,2 %, jednotlivo. Variacné rozpitie poctu
zin na klas bolo vysoké od 33,7 (TAM 200) do 59,4 (Torysa). Ziadna z populacii nemal vy$§i pocet zin ako
kontrola Torysa. Pri odrode Torysa doslo pravdepodobne k nadhodnoteniu niektorych urodotvornych znakov
v désledku hodnotenia nizSieho poctu rastlin (52) v porovnani s poctom hodnotenych rastlin populacii. AvSak
naznacené trendy porovnania su jednoznacné. Nizky pocet zin rodicovskej odrody TAM 200 sa prejavil vo
vsetkych parovych kombindciach s touto odrodou (populacie 1, 3, 5, 9) a tiez v populacii 2 spétného kriZenia,
ktoré mali podpriemerny pocet zfn. Populacie spitného krizenia 2, 4 a 10 mali vy$si pocet zfn na klas ako
populécie jednoduchého krizenia. Podobne ako pri pocte aj pri hmotnosti zrna na klas najvyssiu hodnotu
mala odroda Torysa (2,548 g) a najnizSiu odroda TAM 200 (1,085 g), ktora v hybridnych populédciach
znizovala hodnotu tohto znaku. Odroda TAM 200 je donorom vysokého obsahu bielkovin, ¢o sme potvrdili v
naSich d’alsich vyskumoch (ZOFAJOVA, UZIK, 2007). Pri 4 z 5 populécii spitného krizenia doslo k
zvySeniu hmotnosti zrna o 4,7 % (populacia 10) az 24,8 % (populacia 1) v porovnani s populdciami
jednoduchého krizenia. Pri hmotnosti 1000 zfn nadpriemerné hodnoty mali populécie spatného krizenia 2, 4
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a 6, ktoré mali zaroven vysSie hodnoty (12,4 %, 4,4 %, 18,4 %, jednotlivo) v porovnani s ich populaciami z
jednoduchého krizenia.

V roku 2005 sme overovali tieZ androgénnu responzibilitu 2 populécii jednoduchého parového krizenia
(populacie 3, 5) a spatného krizenia (populacie 4, 6). Potvrdili sme, Ze pri populaciach spitného krizenia
doslo k zvyseniu androgénnej responzibility (ZOFAJOVA, UZIK, 2005).

Zaver
Pri populéciach vytvorenych spatnym krizenim doslo k zvySeniu najmé poctu a hmotnosti zfn na klas,
ktoré boli pri populacii (Hana x TAM 200) x Hana vo vizbe s vys$$ou vyskou rastlin.
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Tabul’ka 1: Priemerné hodnoty vybranych znakov populacii pSenice letnej f. ozimnej
Vyska Pocet Pocet ztnna | Hmotnost’ Hmotnost’
Povod rastliny prod. klas zrna na klas 1000 zfn (g)
(cm) odnozi (2)

1 - Hana x TAM 200 78,0 5,5 34,1 1,193 34,61
2 - (Hana x TAM 200) x Hana 88,0 5,3 38,4 1,489 38,91
% (100= Hana x TAM 200) 112,8 96,4 112,6 124,8 1124
3 - Brea x TAM 200 81,8 6,7 42,0 1,568 37,55
4 - (Brea x TAM 200) x Brea 76,9 6,1 50,3 1,941 39,20
% (100= Brea x TAM 200) 94,0 91,0 119,8 123,8 104,4
5 - Astella x TAM 200 75,1 6,2 43,3 1,510 34,64
6 - (Astella x TAM 200) x Astella 79,4 6,4 40,8 1,663 41,00
% (100= Astella x TAM 200) 105,7 103,2 94,2 110,1 118,4
7 - Vanda x Ormil 81,7 4,9 53,2 2,206 41,05
8 - (Vanda x Ormil) x Vanda 82,7 5,2 52,4 2,137 40,51
% (100= Vanda x Ormil) 101,2 106,1 98,5 96,8 98,7
9 - Ebi x TAM 200 82,6 59 43,6 1,479 33,43
10 - (Ebi x TAM 200) x TAM 200 78,0 6,8 46,6 1,549 32,91
% (100= Ebi x TAM 200) 94,4 115,2 106,9 104,7 98,4
TAM 200 70,4 7,1 33,7 1,085 32,39
Astella — K1 78,0 54 51,3 1,989 38,60
Ilona — K2 77,2 4,6 37,3 1,478 40,13
Torysa— K3 74,2 4,8 59,4 2,548 42,64
X 77,9 5,6 45,6 1,740 37,88
LSDg s 4,357 1,352 7,702 0,324 2,959

Adresa autora:
Ing. Alzbeta Zofajova, PhD. SCPV — Vyskumny tstav rastlinnej vyroby, Bratislavska 122, 921 01 Pieitany, zofajova@vurv.sk

205




Life Science & Analytics

www.merck.sk

Vly

Standard

Nasim zakaznikom dodavame
kvalitné a inovativhe produkty
materskej firmy s viac nez 300
roénou tradiciou - Merck KGaA
Darmstadt, Nemecko.

Sucasfou nasej Sirokej ponuky su
aj produkty a sluzby z portfélia dal-
Sich renomovanych vyrobcov a do-
davatefov, ktorych na Slovensku
dihodobo zastupujeme.

MERCK




DS

~ Molecular Biology & Genetic, Life Science, Diagnostic ~

‘Lf

dIIdII
DI I
T A

QIAGEN

# jzoldcia genomickej DNA

# jzolacia plazmidovej DNA

reagencie # Cistenie DNA
pristroje ¢ stabilizacia a izolacia RNA
- ) # enzymy na PCR, real-time, RT a klonovanie
diagnostika e

# ftransfekcia

# biotechnoldgia proteinov
# expresia proteinov
¢ purifikacia proteinov
* detekcia proteinov

#® krystalizdcia proteinov

cper.n

molecules for life

® syntéza klasickych a modifikovanych
primerov (Siroké spektrum modifikacii)

® syntéza dualne znacenych prob

% purifikacie — desalted, HPLC, PAGE

+421 2 50 221 336

+421 2 20 661 336

+421 903 471 595
bio-cons@cdicon.sk
bioconsult.giagen@gmail.com
www.bio-consult.sk

Bio-Consult Slovakia s.r.o.
Ruzova dolina 6
821 08 Bratislava 2




Fisher

LABORATORNA TECHNIKA

Pracovné ochranné prostriedky

Pomécky pre ochranu oéi - okuliare, Stity, dalsie zikladné ochranné
pomocky ako rukavice, pracovné plaste, nohavice a zakladny vyber z
hygienickych a kozmetickych prostriedkov.

Laboratérne sklo a porceldan

Bezné varné nadoby z borosilikatového skla, ako kadicky, banky, zabrusove
diely a aparatiry, odmerné sklo ako valce, odmerné banky, pipety a byrety,
fTase na vzorky, exikatory, misky, zihacie tégliky a pod.

Drobné pomdcky z plastov, gumy a kovu

Nevyhnutné stojany a klemy, kahany, pinzety, skalpely, Spachtle, lyzicky,
misky z kovu. Nadoby z plastu, ako kadicky, odmerné valce a banky,
misky, podlozky. Vyber hadic z beznych a Specialnych materidlov, spojky a
rozbocky hadic. Sortiment flia§ z PE a PP, kanistre. Pomocky na
precerpavanie kvapalin, na odoberanie vzoriek kvapalin a pevnych latok v
teréne aj v prevadzkach.

Pomécky pre filtriciu
Siroky sortiment filtraénych papierov a membranovych filtrov z beznych aj
Specidlnych materialov. Nerezové aj sklenené filtraéné zostavy.

Pristroje a pomdcky pre diavkovanie kvapalin

Davkovace a zasobné fTase, mikropipety a Spicky k nim, digitalne byrety,
mikrostriekacky, mechanicke a elektrické nastavee pre pracu so sklenenymi
pipetami.

Pristroje pre ohrev a chladenie
Susiarne, klimatické komory, inkubatory, sterilizatory, obehové termostaty,
vodné kapele, mraziace boxy, mufTové &i trubicové pece.

Pristoje pre mechanické tipravy vzoriek

Magnetické aj hriadel'ové miesadla, trepacky, dispergatory, mlynéeky, sita,
ultazvukové pristroje, odstredivky. Vyvevy membranové aj olejové, zubové
aj peristaltické cerpadla.

Meracie pristroje

Sklenen¢ aj elektronické teplomery, vihkomery, pristroje pre zdznam
teploty a vlhkosti, tlakomery, prietokomery. Technické aj analytické
elektronické vahy, zavazia. Elektrochemické pristroje pre meranie pH,
vodivosti, rozpusteného kyslika, elektrody, kombinované pristroje.
Spektrofotometre, pristroje pre vyhodnocovanie farebnosti pevnych latok.
Refraktometre, polarimetre, viskozimetre. Studentské aj vedecké
mikroskopy.

Aparatiry

Kombinované laboratorne pristroje alebo ich zostavy - titritory,
mineralizaéné aparatiry. Rotaéné odparky. Destilaéné pristroje,
ionomenicové aparatury. Elektroforcza a jej prislusenstvo.

Laboratérny ndbytok

Bezné aj Specialne zostavy nabytku s dielmi z uslachtilych, odolnych
materialov. Digestory, bezpe¢nostné skrine, vahov¢ stoly. Zostavy
kancelarskeho nabytku s naviznost'ou na design laboratorneho nabytku.
Stolicky a kresla do kancelarii aj do vyrobnych prevadzok.

Chemikalie
Vel'mi siroky sortiment beznych a Specialnych chemikalii v ¢istote p.a., v
malych baleniach. Normanaly.

FISHER Slovakia, s.r.o., Misiarska 13, 054 01 Levo¢a
Tel.: 053 - 451 10 70, 451 02 36, Fax: 053 - 469 90 08
VolIP: 069 200 2022, Skype: FisherSlovakia

e-mail: info@fisherww.sk, http://www.fisherww.sk

®xavaLier f)iirkle
MILLIPORE ESsiiil

Whatman @ [14]
Schleicher & Schuell

BRAND

BIOHIT[HAMILTeN

HIRSCHMANN®
N ABORGERATE

eppendorf

In touch with life

l'l'lEITIlTlEl‘Iq-
»BINDER

Julnobno
C Heidolph | IK A°®

BANDELIN ;
SONOREXEETE.:h

F 4] waacin crwmts asiances wirnts

=D
bi

ORGANICS

.,o;: kdttermann

Das Systemlabor aus Stahl

chrom [Fjaa s

inslruments

WO

Obchodna kanceldria Bratislava:
Tranovského 55, 841 02 Bratislava

Tel.: 02-6428 5521, 22, Fax: 02-6428 5523
e-mail: info_ba@fisherww.sk




[ Ecoli s.r.0. - dodavatel' komplexnych systémov na analyzu DNA a
4 RNA pre oblast’ vedy, vyskumu a klinickej diagnostickej praxe. V ponuke je
Siroky sortiment Specidlnych DNA polymeraz pre PCR, RT-PCR, qPCR, DNA markerov,
DNA/RNA izola¢nych kitov a inych produktov.

Pre Vase laboratorium zabezpecujeme tiez odborné prednasky z oblasti molekularne;j
biologie, poradenstvo a navrh optimalizacie VaSich experimentov. NaSim cielom st Vase

hodnotné vysledky.

Kompletny profil a aktudlne ponuky najdete na www.ecoli.sk


http://www.ecoli.sk/

Zbornik: Nové poznatky z genetiky a S'achtenia pol’'nohospodarskych rastlin.
Editor: Ing. Valéria Sudyova, CSc., Ing. Edita Gregova, PhD.
Recenzent: prof. RNDr. Zdenka Gélové, CSc., SPU Nitra
prof. Ing. Jozef Augustin, DrSc., UCM Trnava
Vydavatel: SCPV - Vyskumny Ustav rastlinnej vyroby PieStany
Typografia: Jarmila Ponistova
Néklad: 90
Rok vydania: 2007

Rukopisy nepresli odbornou ani jazykovou upravou.
Za odborny obsah zodpovedaju autori.

ISBN 978-80-88872-65-8

917880881872658




	24- Benkova-poster.doc
	25-Bojnanská-poster.doc
	26-Candrakova-poster.doc
	Materiál a metódy 
	 
	Výsledky a diskusia 

	27-Černý-poster.doc
	28-Drobná-poster.doc
	Key words: Medicago sp., population, morphological and agronomical traits, variation 
	Materiál a metóda 
	Výsledky a diskusia 
	 
	Literatúra 

	29-Dunca1-poster.doc
	30-Dunca-poster.doc
	31-Faragova1-poster.doc
	32-Faragová-poster.doc
	33-Farago-poster.doc
	34-Feketova-poster.doc
	 
	Úvod 
	Materiál a metódy 
	Izolácia a purifikácia DNA. Vzorka je homogenizovaná a DNA izolovaná a purifikovaná podľa štandardného operačného postupu: ŠOP/SMBL/02/06/A. Použité kontroly: extrakčná pozitívna kontrola (kontrola metódy), extrakčná negatívna kontrola (kontrola kontaminácie) na kontrolu izolácie a purifikácie DNA. 
	Výsledky a diskusia 
	Záver 
	Literatúra 




	35-Greganova-poster.doc
	Úvod 
	Materiál a metódy 
	Literatúra  
	10. RUSSELL, J. − FULLER, J. − YOUNG, G. et al.1997. Discriminating between barley genotypes using microsatellite markers. In Genome, vol. 40, 1997, p. 442-450. 
	Poďakovanie: Práca bola podporená projektom Vedeckej grantovej agentúry SR VEGA č. 1/3474/06 a projektom grantovej agentúry SPU č. 717/05310. 


	36-Gubis2-poster.doc
	37-Gubis-poster.doc
	38-Heldak-poster.doc
	39-Horáčková-poster.doc
	40-Kiliánová-poster.doc
	41-Klemš-poster.doc
	42-Kocourková-poster.doc
	43-Kováčová-poster.doc
	Introduction 
	Material and methods 

	44-Kovar1-poster.doc
	Materiál a metódy 
	Výsledky a diskusia 
	Adresa autorov: 


	45-Krivosudská-poster.doc
	Úvod 
	 
	 

	46-Libantová-poster.doc
	47-Martinek-poster.doc
	48-Matušinský-poster.doc
	 

	48-Mendel-poster.doc
	49-Moravčíková.doc
	DETECTION OF CHITINASE ACTIVITIES IN COLD-HARDENED AND NON-HARDENED CULTIVARS OF WINTER TRITICALE (X TRITICOSECALE WITTM.) 
	DETEKCIA CHITINÁZOVÝCH AKTIVÍT V KULTIVAROCH ZIMNÝCH ODRÔD TRITIKALE (X TRITICOSECALE WITTM.) PO PÔSOBENÍ CHLADU AKO STRESOVÉHO FAKTORA  
	Introduction 
	Material and Methods 
	Plant material 

	For the purpose of described research the hypothesis was built, that PR proteins might play a defence role during Microdochium nivale infection in triticale and that they appear during cold-hardening in the resistant cultivars at increased levels comparing to their levels in susceptible cultivars. Results obtained from chitinase gel assay show that during cold-hardening period one additional endochitinase (MW 25 kDa) hydrolysing glycolchitin (long polymer) was detected in protein samples of both resistant and also sensitive cultivars.  
	 In conclusion, the expressed chitinases showed the endochitinase activities hydrolyzing long polymers (glycolchitin) and short oligomers [4-MU-(GlcNAc)3], and some level of chitobiosidase activity [4-MU-(GlcNAc)2]. The different substrate specificity probably coincides with specific roles chitinases during plant life cycle and as well as with availability of endogenous substrates. One additional isoform of endochitinase (glycolchitin as a substrate) in resistant and sensitive (both) cold-hardened cultivars is probably linked to the appearance of cold-induced chitinase. 
	 
	Literature 



	50-Muchová-poster.doc
	Darina MUCHOVÁ1 − Edita GREGOVÁ2 − František ONDREJČÁK1 − Mária LICHVÁROVÁ1 − Miroslava HOCHMUTHOVÁ1 

	51-Navrátilová-poster.doc
	52-Nesvadba-poster.doc
	53-Nesvadba-poster.doc
	Zdeněk NESVADBA - Tomáš VYHNÁNEK - Ivana JEŽÍŠKOVÁ - Ludvík TVARŮŽEK - Ivana POLIŠENSKÁ 
	A test of a set of winter barley genotypes artificially infected in field trials by fusaria was carried out. Based on the results from field and laboratory evaluation and deoxynivalenol (DON) content, barley genotypes with different responses to FHB were selected. The genotypes were hybridized and doubled haploid (DH) lines were derived in F1 generation using the in vitro androgenesis method. Original parental components and derived DH lines were tested for fusarium infection and DON content. Based on analyses of 80 RAPD primers in a set of parental genotypes of winter barley, primer H15 was selected that provides specific product at the size of 650bp for moderately resistant winter barley genotypes. In consecutive detection, this specific product was found in 4 DH lines.  
	 
	Výsledky a diskuze  
	Literatura 

	3. NESVADBA, Z. VYHNÁNEK T., JEŽÍŠKOVÁ, I., TVARŮŽEK, L., ŠPUNAROVÁ, M., ŠPUNAR, J. 2006: Evaluation of Spring Barley Genotypes with Different Susceptibility to Fusarium Head Blight Using Molecular Markers. Plant, Soil, Environment 52, (11): 485-491. 


	54-Nevrtalova-poster.doc
	55-Oslovičová-poster.doc
	56-Palenčárová-poster.doc
	57-Pastircak-poster.doc
	DIVERZITA MIKROSKOPICKÝCH HÚB OBILNÍN A TRÁV NA SLOVENSKU 
	FUNGAL DIVERSITY OF CEREALS AND GRASSES IN SLOVAKIA 
	11. TANČINOVÁ, D. − KAČÁNIOVÁ, M. −  JAVOREKOVÁ, S. 2001: Natural occurence of fungi in feeding wheat after harvest and during storage in the agricultural farm facilities. Biologia (Bratislava) 56(3): 247-250. 

	58-Pastirčák1-poster.doc
	59-Patzak-poster.doc
	 
	Materials and methods 
	 
	Results 
	 
	References 
	Acknowledgements 

	60-Pšenáková-poster.doc
	61-Řehořová-poster.doc
	62-Sekaninová-poster.doc
	63-Svoboda-poster.doc
	64-Švec-poster.doc
	65-Takac-poster.doc
	66-Uher-poster.doc
	67-Vanova-poster.doc
	Keywords: fluoranthene; photosynthesis; ABA; pea plants; in vitro 
	Introduction 


	68-Žáčková-poster.doc
	69-Žofajová-poster.doc
	70-SPONZORI-text.doc
	71-Posledná strana.doc

