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

FLOWERING CHARACTERISTIC OF APPLES AND THEIR RELATIONSHIP
WITH METEOROLOGICAL PARAMETERS

Laszl6 LAKATOS

The trees observed are grown at Ujfehértd, Eastern Hungary in the plantation of an assortment (gene bank) with 586
apple varieties. Each of the varieties were observed as for their dates of subsequent phenophases, the beginning of
bloom, main bloom and the end of bloom over a period between 1984 and 2001. during this period the meteorological
data-base keeps the following variables: daily means of temperature (°C), daily maximum temperature (°C), daily
minimum temperature (°C), daily precipitation sums (mm), daily sums of sunny hours, daily means of the differences
between the day-time and night-time temperatures (°C), average differences between temperatures of successive daily
means (°C). Between the 90"and 147"day of the year over the 18 years of observation. The early blooming varieties start
blooming at 10-21April. The varieties of intermediate bloom start at the interval 20 April to 3 May, whereas the late
blooming group start at 2-10 May. Among the meteorological variables of the former autumnal and hibernal periods, the
hibernal maxima were the most active factor influencing the start of bloom in the subsequent spring.

Key words: apple, phenology, blooming, flowering

Introduction
Survey of the purpose and importance of monitoring plant phenological processes and its literature

Growth and development of plants is fundamentally coded in their inherited genetic constitution, but
manifestation of the expression of the particular genes depends on the complex effects of a defined
environment. The environment is subject within wide limits to periodically repeated changes, especially
through returning seasons of the successive years, moreover, the geographic conditions of a given site are
though decisive as far as the main characters of the seasons, the variable combination of the environmental
components, temperature, humidity, light intensity and atmospheric movements may cause various stresses
and adversities with hardly predictable frequencies. In addition to happening determined mainly by the local
climate, other components of the site are changing the fate of living organisms, as the soil and other biotic
and abiotic factors, especially the agro- or phytotechnical interventions of man, which may modify
substantially even the original climatic conditions e.g. by watering and nutrition.

It is almost a common-sense that the rate of growth development is largely under the influence of the
climate and the weather conditions. The seasonal life cycle of, plants are divided into distinct phases
recognized easily by their appearance (phenophases), which are closely related mainly with temperature,
consequently, the regular monitoring of phenophases associated with the changes of temperature reveal the
regularities called phenology, a characteristic of plant species (BACSO, 1966) moreover, variability of
individual genotypes within the same species. The beginning of a new phenophase is recognized by the
appearance of a new organ (e.g. flower) or loss of petals of leaves. The life of a plant during the whole year is
divided into distinct phenophases, which are not obligatory coincident with developmental phases not always
recognized by naked eye.

The life cycle of plants belonging to different species or within one species to varieties manifest their
genetically coded character also by their different specific phonological performance recognized and
described under the same conditions. Whereas the weather of another year with different environmental
conditions (e.g. temperatures) may change the phenology of the compared varieties by a different wax. The
rhythm, speed and intensity of phenophases characteristic to the varieties of a species may be changed by
manipulating the genotype, i.e. by the methods of plant breeding. The subsequent phenophases of related
varieties may coincide, overlap each other or move away (BROZIK & NYEKI, 1974).

BUBAN (1998) defined growth as the realization of genetic program on the charge of an input of energy
by the modifying contribution of correlated factors of environment, which activate the manifestation of a
series of genes according to a genetically fixed order, therefore the organization of biological functions are
changing continuously.

Phenological observations are strictly bound to the calendar, but for the purpose of comparing years, sites
and meteorological data, the rigid scale of the calendar is suppressed and weather cycles or arbitrary units are
used (five-day period, week, decade or month). Terms of phonological periods are given the preference as
thoughtful orientations, which hall-mark the actual weather data. The characterization of e.g. thermal demand
of the respective phonological phenomena is derived from those observations. Similarly, de water supply of
apple trees could not be approached with terms fixed in the calendar, because the incidents of precipitation as
the rhythm of warming up during the spring time used to be extremely variable, but the information of three
weeks before apple bloom is significant.

The length of phenophases is determined first of all by the meteorological elements: temperature,
precipitation, and radiation. Temperature and rainfall used to have optimal values, which may vary according
to varieties, however, those values are not stable because of the interactions with other meteorological factors
and e.g. with the respective soil conditions, etc. (LAKATOS, 1997). With increasing temperatures the length
of phenophases tends to shorten, whereas precipitation being coupled with a drop of temperature, may
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prolong the periods. An excessive shortening of phenophases — especially of the fruit growing process — may
diminish yield and impairs fruit quality.

In exploring relations between phenophases and meteorological phenomena, the basic concept
climatology should keep in mind, the climate is always a complex of many interacting factors. E.g. low
temperature may reduce water demand of plants, high temperature on the contrary increases it.

High importance ought to be given to phenology in timing of phytosanitary operations. This refers to the
cultivated plant as well as to the predator or to the pathogen. Most elaborate technologies are strictly bound
to special phenophases of the host plant, many diseases of fruit trees, e.g. monilia of stone fruits or apple scab
(HOLB, 2002) have to be sprayed to exactly defined phenophases as a condition of full efficiency.

Information derived from phonological observations is needed to optimize the effects of man power and
of a disposable machine pool. The exact phonological monitoring is also useful in predicting future
expectations.

The effect of meteorological elements on the life rhythm of fruit trees

The effect of individual elements may not be observed immediately on the trees of the plantation, because
the microclimate of the site may change the dynamics and length of the phenophases and productivity
(Berényi, 1958). Among the meteorological factors, the radiation is most susceptible to become dominant
under the canopy of the trees, because a modified penetration of sunshine is decisive to the timely and spatial
distribution of other elements as temperature, air-humidity, etc.

The microclimate of plantations depends beyond the meteorological regime also on a couple of factors,
which are bound to the growing site as well as to biological and phytotechnical moments. (SZASZ &
TéKEI, 1997). The spatial order of the trees, the distance and orientation between and within the rows, the
form and dimension of the crown. Those are the components of the ecological environment, which determine
the adaptability of a given genotype (KARPATI, 1960).

The life processes of fruit trees are undisturbed within set limits of temperature only. All deviations from
the optimum are both directions are deleterious to productivity as well as to fruit quality. Temperature is
satisfactory to growth and development within relatively narrow limits only. According to the law of van’t
Hoff, increasing temperature accelerates the speed of chemical reactions by a rate of two fold per an increase
of 10 °C. However, the validity of this law is restricted to a narrow interval only regarding the phenological
processes. (SZASZ & TOKEIL,1997).

Most of weather adversities in Hungarian fruit growing are due to the temperature minima during the
winter and spring, whereas heath may become deleterious as well (SZABO, 1997). The efficiency of
photosynthesis is diminished above (30-35°C) because dissimilative processes become dominant.

The initiation of a new phenophase occurs certainly on the biochemical level, and becomes visible after
some delay first on the microscopic level only. Therefore, the phenophases are sometimes difficult to be
distinguished by morphological criteria (RACSKO, 2001); as a matter of fact the phenophases remain latent.
At the time of bud development all buds seems to be leaf buds. The initiation of flower primordial ensues in
different fruit species and varieties at a set time during the summer. Its first visible sign is the change of form
in the growing meristem tip of the bud. The development of primordial of flowers and/or inflorescences is a
slow process during the eng of summer, autumn (paradormancy) and the first part of winter but keeps to be
continuous (BROZIK & NYEKI, 1975). This phenophase is called ectodormancy , which changes to the next
phase and the spring. The latter one is very susceptible to temperature changes, as the warming up accelerates
the formation of flowers up to bud burst and blooming (BUBAN, 2003).

The effect of temperature on the development of buds has been studied by SZABO (1997), and he stated
that during the period of endodormancy, buds and aerial, lignified parts of fruit trees are practically hot
damaged by low temperatures or — 20 °C (below zero) in Hungary. As endodormancy finished, any
temperature above zero °C stimulates the life processes of the trees (HOLDEFLEISS, 1930) and abolishes
gradually that frost resistance experienced during endodormancy. The regression of frost resistance in the
flower buds and flowers continues until the end of bloom and fruit set, which is the most frost susceptible
period of the fruit trees (SOLTESZ, 1997). Even -0,5 °C may prove to be deleterious to the developing
ovules (seed primordial). Low temperatures along blooming especially coupled with precipitation cause
stress in plants and renders the flowers susceptible to infection of Monilia on stone fruits. The relation of
phenophases and meteorological phenomena — especially temperature — was most explored around the bloom
of fruit trees. The blooming process has been analyzed meticulously by Ny¢ki (1980, 1981, 1990, 2002) and
divided into the following sub-periods 1. Start of bloom (1-5% of flowers opened on the tree), 2. Main bloom
(the ratio of open flowers is 50% or more), 3. The day of main bloom the ratio of open florets achieved a
maximum), 4. End of bloom (when 95-100% of flowers shed their petals).

It is the easiest to determine the start of bloom, therefore it is considered to be the most characteristic for
the respective genotype of the tree and for distinguish varieties. In the literature, there are difficulties with the
comparison of data because the authors applied different criteria as for the definition of phenophases.

The length of endodormancy (a phenophase) of apple varieties is determined by the demand of a set
number of chilling hours, i.e. until that demand is not fulfilled, the rising temperature does not trigger the
process of flower development. Mild winters may cause reversion of the customary blooming order of
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varieties in the following spring because endodormancy of some varieties still did not finish (NYEKI et al.,
2004). In case if in all varieties the endodormancy expired regularly (normal or rather long winters), the
blooming order will not be disturbed (SOLTESZ, 1992)

An important moment of the blooming process is the dynamic of blooming (OROSZ-KOVACS, 2002).

The number of open flowers on the first day, on the first three days and on the main blooming day may
comprehensively characterize the “dynamic” of bloom (Nyéki, 1980). Knowing the data of the first three
days, the whole blooming process could be estimated. Out of the three dates, the effect of the variety
dominates in the first and gradually diminishes conceding to the effect of the season. Temperatures above 10
°C registered one or two days before the start of bloom is very closely correlated with the rate of flowers
opened at the first day (r=m.78).
Excessively high temperatures during bloom shorten the length of blooming period, pollen is quickly
released but the drying out of the stigmatic fluid lowers the probability of pollen grains being caught and
fertilization ensued. The chance of the flowers being visited by pollinating bees declines at the same time
(BROZIK & NYEKI, 1975). Summing up, the chance of flowers being pollinated and ovules being fertilized
is low with high temperatures during bloom (SZABO, 1997).

The relief of the growing site also influences the manifestation of meteorological factors, i.e. the
development of plants indirectly (BACSO, 1946). Trees grown on a slope of NE exposition are slower in
displaying the sequence of phenophases than those of southern exposition (MOHACSY, 1946).

Unfavorable climatic conditions and their deleterious effect could be counteracted more or less by a series
of phytotechnological measures. E.g. the chances of frost damage threatening the flower buds and later
flowers during the phase of ectodormancy are diminished by slowing down the development of the buds.
During March and April, the delay of bloom may become as long as 10 days caused by watering the soil or
the aerial parts of the trees (SZABO, 1997).

After bloom, the fertilized flowers set fruit and the growth of fruit lets starts immediately. The growth of
the fruits is also divided to sub-periods, which are varietals properties also subject to meteorological
influence (SZALAY, 2003).

Ripening, as the last phase of fruit development is associated with changes of quality meaning
complicated biomechanical process (OKALY]T, 1954). Harvest of the fruits ought to be performed earlier than
the complete biological maturity of the fruit and its exact date is referred to as technological maturity
(SZASZ, 1988). The exact distinction of the phenophase as for the technological maturity of individual
varieties is hardly approached all over by plain phonological means. The phenological signs of maturity are
specific for most varieties (e.g. changes of the ground colour and/or covering colour of the fruit skin, the
force needed to pick the fruit, the firmness of the fruit flesh, accumulating of sugar, regression of acidity,
etc)(BROZIK & NYEKI, 1974).

Unusually hot weather accelerates ripening, the fruits may stay smaller and of lower quality, less
attractive by aspect.

Materials and methods

The beginning of bloom is, as explained above, a genetically coded character although subject to
environmental influence, i.e. the weather of the season.

The trees observed are grown at Ujfehérté in the plantation of an assortment (gene bank) of apple
varieties of the Society of Public Utility for Fruit Growing and Extension Service.

Each of the 586 varieties is represented by two trees, which have observed as for their dates of subsequent
phenophases, the start of bloom, the main bloom and the end of bloom over a period between 1984 and 2001.

For the analysis of data the varieties have been grouped according to dates of maturity, blooming period
as well as types of the seasons.

Groups of maturity dates:
- summer ripe,
- autumnal ripening,
- winter ripe varieties.

According to the dates of blooming:
- early blooming,
- intermediate blooming,
- late blooming varieties.

The different seasons according to the weather of the spring:
- rainy

- dry
- sunny
- cloudy, overcast

10
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- cool
- warm

According to the length of fruiting period (Date of maturity)
- short

- medium

- long

The classification of the seasons has been performed by statistical means. Precipitation, number of sunny
hours and mean temperature are considered during the whole blooming period. The variation has been
calculated around the respective sums (precipitation, sunny hours) or means (temperature). That was the way
to establish the six categories.

The methods of research

*  We analyzed the time series’ fluctuation by the dispersion D

*  Determined the different weather characteristics with the mentioned equation
For example:

*  Rainy f(X)> x+D
* Dry f(x)<x-D
f(x)=x+D

Where ‘D’ is the dispersion of time series and > X ’ is the pattern’s average

With this similar method we can classify
- Sunny
- Cloudy, overcast
- Cool
- Warm years
*  For the researching plant-weather relationship we use a simple, well known statistical methods
- Correlation and regression analysis

Applied procedure
*  We used the SPSS 11.0 software for the linear regression fitting and for calculation of dispersions as
well.

»  The tables made by Excel programme.

Meteorological variables examined
The developmental cycles, as the physiological processes of the trees, are influenced not only by the
actual weather but also by the meteorological happening of the past years. The former year, is also
considered in the exploration of causes manifested in varying blooming dates, especially the start of bloom.
Between 1983 and 2001 the meteorological data-base keeps the following variables:
- daily means of temperature (°C)
- daily maximum temperature (°C)
- daily minimum temperature (°C)
- daily precipitation sums (mm)
- daily sums of sunny hours
- daily means of the differences between the day-time and night-time temperatures (°C)
- average differences between temperatures of successive daily means (°C)
Those variables served to calculate means of the respective growing seasons, which in turn are the base of
computing correlation and regression coefficients characterizing the start of blooming of apple varieties.

Results

Approximately the half of the varieties examined (46%) start blooming between the 114™and 121 day,
i.e. between April 24 an May 17 and before March 31, blooming occurs very rarely.

Within the interval of 1984-2001 over 18 years, the earliest bloom started in 1990 April 3, and the latest
in 1997 May 1.

The highest frequency of starting bloom is expected between April 26 an May 3.

The frequency of starting bloom in varieties of different blooming time
As the data of examined varieties of different blooming dates over 18 years have been evaluated we may
draw the following consequences:

11
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The early blooming varieties start blooming at April 10-12. The varieties of intermediate bloom start at
the interval April 20-May 3, whereas the late blooming group start at May 2-10. The curve of distribution in
the case of early blooming varieties is skewed to the right. It means that the probability of starting bloom
increases with the time elapsed. The group of intermediate blooming time shows the distribution most
approaching normality, but there are regressions along this course. That anomaly is attributed to the
inconstancy of spring weather. The distribution curve of start of bloom in late blooming varieties is a zigzag
line. The steep peeks are characteristic. The amplitude of the distribution is the narrowest in this group.

The distribution of starting bloom according to different types of years

The distribution of starting bloom in rainy and dry type of years. In Figurel the function curves prove
that bloom started earlier by 4-5 days in dry years than in rainy ones. However, the dynamic of flowering was
slower in dry years by 1-2 days.

The number sunny hours influenced decisively the dynamic of bloom. The results show clearly the
favourable effect of sunshine in stimulating the start of bloom by 7-8 days compared with the cloudy years
(Figure 2). The amplitude of variation in the start was much less remarkable, as it was 1-2 days shorter in
sunny days than in cloudy ones.

The most remarkable differences is the distribution of starting bloom are experienced between the years
characterized as warm and cool. In warm years the start of bloom ensued 8-9 days than in cool years,
moreover the amplitude of variation was also narrower in warm years by 7-8 days (Figure 3). The cool years
produce a quasi-normal function slightly skewed to the left with numerous steep regressions. The cause of it
is the unfavourable, chilly weather. In warmer years, on the contrary, the curve is almost regularly normal
(Figure 3).

The relations of the start of bloom and the different components of the meteorological environment

On the basis of time series of the beginning of bloom we can stated that starting points of flowering are
shifted 10 days earlier during the last 18 years period (Figure 4).

Out of the meteorological variables or components the spring temperature maxima, the mean temperature
of the spring as well as the difference between the mean day-time and night-time temperatures produced a
significant correlation with the start of bloom on the level of P=1%. We have also found significant
correlation between minimum temperature and beginning of bloom (Figure 5).

If the specific length of the fruiting season of the varieties and the start of bloom are plotted against the
meteorological parameters of the past year, the following consequences have been drawn:

If the varieties, which started bloom lately were considered, there was a significant effect attributed to the
autumnal precipitation, the mean winter temperature and winter minima, the autumnal and hibernal maxima
on the start of bloom, valid at P=1% level. In the variety groups of early and intermediate blooming dates,
there was no significant effect detected of the meteorological parameters of the former year on blooming
data. All the three groups of varieties reflected to the hibernal sunshine with blooming dates, significantly.
The varieties of a longer fruiting period manifested the effects of the mean differences between day-time and
night-time hibernal temperatures, significantly.

Among the meteorological variables of the former a autumnal and hibernal periods, the hibernal maxima
were the most active factor influencing the start of bloom in the subsequent spring.

In the group of early blooming varieties, there was a significant correlation (at P=1% level) between the
mean temperature, the minima and maxima of the former spring and the mean temperatures of the summer on
the one hand and the start of bloom in the respective spring on the other hand. The start of bloom of varieties
of intermediate blooming time reflected significantly the effects of the summer precipitation, the mean
differences of daytime and night time temperatures and the spring minima. The late blooming varieties did
not reflect by their start of bloom the effects of any meteorological parameter measured in the former year.
The groups distinguished by different lengths of fruiting period started blooming as being as being
susceptible, significantly, to the summer precipitation and to the mean differences between daytime and night
time summer temperatures of the previous year.

Among the meteorological parameters the mean differences of daytime and night time summer
temperatures of the last year seemed to be effective on the start of bloom.

There is a significant correlation between average night and day temperature differences and length of
blooming period (Figure 6).

The general statements concerning the relation between the spring weather of the current wear and the
date of bloom in different groups of varieties, regarding start of bloom and length of fruiting period are the
following:

The date of starting bloom is less influenced by the spring weather of the current wear in the early
blooming group of varieties. For all the 7 meteorological variables, the influence could not be proved in the
date of starting bloom. In the early blooming group of varieties, rather the thermal conditions of spring and
summer of the previous wear were decisive. In the intermediate blooming time group of varieties, the spring
temperature and the mean differences between daytime and night time temperatures proved to be significant
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in influencing the start of bloom. Similarly, in the late blooming group of varieties, the mean differences
between daytime and night time was decisive as influencing the start of blooming.

In a mild spring, blooming starts earlier. The larger differences between daytime and night time
temperatures stimulate the start of blooming. The large amplitude of temperature changes is associated with
high daytime maxima during the spring. In the other variety groups too, the two mentioned meteorological
variables are decisive in influencing the start of bloom. In addition to that, varieties of intermediate blooming
date are significantly influenced by minimum temperatures of the spring. The surprising fact is that is early
blooming varieties any of the meteorological variables did not alter significantly the start of bloom. However,
weather conditions of the previous year proved to be decisive in determining the blooming dates.

Not only between the blooming date and meteorological parameters we have found significant correlation
but between length of vegetation period and minimum temperature of vegetation period (Figure 7).The
maturity time important phonological stages for the apple growers, there is also significant relationship
between maturity time and minimum temperature from 1% of January to maturity date (Figure 8).

Conclusions
*  Blooming time shifted to an earlier period by 2 weeks at most of Hungarian fruit cultivation areas
» Positive effects:
*  Thanks to the lengthening of vegetation season in the future we can cultivate in the Carpathian basin
those plants also which require warmer climate circumstances.

Negative effects of temperature and precipitation changes on plant production
* Increasing risk of frost occurrence
later spring, early autumn frost damage (fruits, vegetables)
- Drought-dryness damage (duration, and occurrence growing)
- Extremely high temperature-heat stress (more frequently)
- Huge amount of precipitation during a short period
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Figure 1: Distribution of the beginning of blooming time in dry and humid years (Ujfehért6 1984-
2001)
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EFFECTIVENESS OF SELECTED ANTIMITOTIC AGENTS FOR
EMBRYOGENESIS IN BRASSICA CARINATA MICROSPORE CULTURE
UCINNOST VYBRANYCH ANTIMITOTICKYCH LATEK NA EMBRYOGENEZI
V MIKROSPOROVYCH KULTURACH BRASSICA CARINATA

Eyasu ABRAHA — Miroslav KLIMA — Miroslava VYVADILOVA — Miroslav
BECHYNE

The effect of antimitotic agents colchicine, trifluralin and oryzalin on isolated microspore culture Brassica carinata was
evaluated in order to combine a positive effect of antimitotic agents on the induction of embryogenesis with the
possibility to induce chromosome doubling at early developmental stage. The highest frequency of cell division and
embryo yield was obtained when microspores were cultivated in the liquid NLN medium with 0.05 mg/I colchicine for 18
hours. Similarly, all tested concentrations of trifluralin and oryzalin significantly increased embryo yield in comparison
with control variants.

Key words: antimitotic agents; Brassica carinata; embryogenesis; microspores

Introduction

Ethiopian mustard (EMus) originated in Ethiopia, where is used both as a leaf vegetable and as an oilseed
crop. Brassica carinata B. (EMus) is an amphidiploid species with the BB genome derived from female B.
nigra and CC genome from male B. oleracea (SNOWDON et al., 1997). EMus plays a significant role in the

farming system of Ethiopian agriculture (NUGUSSIE & BECKER 2001). It has several desirable agronomic
characteristics compared to other Brassica crops - significant fungal and water stress resistence
(CHOUDARARI et al., 2000).

The microspore doubled haploid methodology is now employed in many Brassica napus and Brassica
carinata breeding programs around the world as alternative/supplement to conventional methods of
homozygous line production (KUCERA et al., 2002; FRIEDT & ZARHLOUL, 2005). This timesaving
method makes possible to develop completely homozygous genotypes from heterozygous parent in one
single generation, besides that it allows fixing recombinant gametes directly as fertile homozygous lines. It
enables rapid development of homozygous plants and efficient selection for recessive traits and could be used
as a versatile genetic manipulation tool for in vitro selection and evaluation of desirable genotypes (BARRO
et al., 2001).

Microspore or anther culture has been used to produce desirable meiotic recombinants in numerous species.
However, the utilization of these recombinants relies on inefficient genome doubling procedures to obtain
fertile doubled haploid plants.

The objective of presented experiments was to determine the effect of selected antimicrotubule agents (i.e.
colchicine, oryzalin and trifluralin) on induction of embryogenesis in microspore culture of Ethiopian
mustard with the possibility of chromosome doubling at an early developmental stage.

Materials and methods

Plant material

Three Brassica carinata genotypes provided from Czech University of Life Sciences, Institute of Tropics and
Subtropics were utilized and one high productive but high erucic Brassica carinata genotype Dodolla
received from Ethiopia’s Gene Bank have been used as donor plants to establish microspore cultures.

Microspore culture

Microspore isolation was carried out according to COVENTY et al. (1988) with some modifications. Young
flower buds with microspores in proper developmental stages were collected from main and lateral branches
of the plant. Bud size was optimized for different genotypes of Brassica carinata. Buds were surface
sterilized with 70% ethanol for one minute and with a 10% solution of sodium hypochlorite for ten minutes,
and rinsed three times (with the interval of 5 minutes) with sterile distilled water. Buds were gently
macerated with a glass rod in about 2 ml NLN liquid medium (LICHTER, 1982) supplemented with 13%
(w/v) sucrose. Microspore suspension was filtered through two pieces of sterile nylon mesh (100um and
40um), gently transferred to a centrifugation tube and the volume adjusted with fresh NLN medium to 10 ml.
It was then centrifuged at 100 g for 10 minutes, followed by supernatant removal, addition of fresh NLN
media and centrifugation for 5 minutes. After the second centrifugation the supernatant was removed and
microspores were resuspended in fresh NLN medium (microspores without antimitotic agent were directly
cultivated on the Petri dishes, then incubated in the dark). The suspension was then equally divided into 5
centrifuge tubes. The amount of suspension in each tube was adjusted with fresh NLN medium to 10 ml and
all tubes were centrifuged for 5 minutes at 100 g. The supernatant was removed and three tubes with
microspores were filled up with working solutions of particular doubling agents colchicine, trifluralin and
oryzalin. One tube with fresh NLN medium was used as a control. The concentration of doubling agents in
working solutions was as follows: 10 and 20 pmol of oryzalin, 10 pmol of trifluralin and 0.05% solution of
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colchicine. Two densities 70,000 and 124,000 microspores per 1 ml of colchicine solution were used. Each
microspore suspension was then dripped to 9cm plastic Petri dish and cultivated for 18 hrs at 30°C in the
dark. After 18 hrs treatment the suspensions were centrifuged for 10 minutes at 100 g. After supernatant
removal, the microspores were resuspended in fresh NLN medium and cultivated at the same conditions as
described above. After three weeks of cultivation, embryos were counted at torpedo and heart stage (at least 2
mm in length) and the Petri dishes were placed on the shaker (70 rpm) under light at 22°C until the embryos
turned green. Further cultivation was maintained according to basic protocol (KLIMA et al., 2004).

Well developed cotyledonary embryos were transferred to solid differentiation medium (DM) with growth
regulators and maintained at 22°C, for 16/8 photoperiod with light intensity of 300umol m2s™. After three
weeks of cultivation, the one third of embryo cotyledons were cut and embryos were transferred to solid
regeneration medium. Well established plantlets were transferred to a rooting MS medium without growth
regulators. Plantlets with roots were then transferred to the soil.

Results and discussion

According to number of embryos per 1 ml of cultivation media, genotypes Dodolla, BC 4 and BC 2 were
high embryogenic in our experiments, while genotype BC 1 produced significantly less amount of embryos
in comparison with other genotypes tested (Fig. 1). Detailed results from individual treatments shows Figure
2.

In general, the frequency of embryogenesis and embryo yield in cultures treated with 0.05% colchicine was
significantly higher than in control cultures (Fig. 3). Lower embryo frequency of untreated control in
comparison with colchicine-treated variants was also detected by ZHOU (2002) in spring rape. In agreement
with statistical analysis, other antimitotic chemicals (trifluralin and oryzalin) had neither positive nor
negative impact on embryo production. Susceptibility of individual genotypes to applied treatments is
presented in Figure 4. However, we observed that cultivation of microspores in presence of trifluralin and
oryzalin for 18hrs slowed down the embryogenesis and embryo formation at least by one week and
sometimes had a negative effect on embryo morphology, whereas NLN with colchicine accelerated
embryogenesis in comparison with control variants and never suppressed formation of embryos. These
results are in accordance with previously presented issues on the positive impact of colchicine on embryo
formation (ZAKI & DICKINSON, 1991; ZHOU, 2002), whereas positive effect of trifluralin, presented by
ZHAO & SIMMONDS (1995), was not observed.

Conclusion

Frequency of embryogenesis and embryo yield in cultures treated with individual antimitotic chemicals
(colchicine, trifluralin or oryzalin) was higher than in control cultures.

The most positive influence was shown especially with 0.05% colchicine in all tested genotypes.

It was obvious that lower concentration of oryzalin and high microspore culture density resulted in higher
frequency of embryo production. Similar observations were made by ZHAO & SIMMONDS (1995).
However, we observed that cultivation of microspores in presence of trifluralin and oryzalin for 18hrs slowed
down the embryogenesis and embryo formation at least by one week and sometimes has a negative effect on
embryo morphology, whereas NLN with colchicine enhances embryogenesis in comparison with control
variants and never suppress formation of embryos.

In general, cultivation of microspores with antimitotic agents resulted in higher yield of microspore embryos
in comparison with control variants.
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Figure 1: Microspore-derived embryo production in examined genotypes
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Figure 2: Microspore-derived embryo production in examined genotypes within individual treatments
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Figure 3: Impact of individual treatments on microspore-derived embryo
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Figure 4: Impact of individual treatments on microspore-derived embryo production within examined
genotypes
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VALIDACIA MOLEKULARNYCH METOD PRE SKUSANIE GENETICKY
MODIFIKOVANYCH ORGANIZMOV
VALIDATION OF MOLECULAR METHODS FOR TESTING OF
GENETICALLY MODIFIED ORGANISMS

Cubomir HORVATH — Miroslava FEKETOVA — Michaela HUDECOVA

The Department of Molecular Biology of the CCTIA is the NRL for GMOs testing of plant commodities, feedstuffs and
food components as referred Regulation (EC) No 1981/2006, national Act No. 184/2006 on co-existence of GM plants
and letter of appointment of the Minister of Agriculture SK of 2007. Department is accredited according to ISO/IEC
17025 as the testing laboratory for qualitative and quantitative testing of GMOs, for molecular testing and identification
of plant varieties and for molecular detection of plant pathogens. The Department uses validated methods for GMOs
testing by the CRL JRC EC and standardized procedures according to CEN and ISO standards. Within the scope of
accreditation the Department performs validation of methods (home validation by IUPAC, alternative methods validation
by ISO 16140 and full validation by ISO 5725 and IUPAC as cooperating laboratory with Community Reference
Laboratory of the JRC Ispra in CRL validation process. Within the years 2004-2007 the laboratory took part in various
proficiency tests and validation ring-trials. In 2007 the Department participated in Comparative Validation Study on
GMOs Detection on the DualChip GMO, organized by Eppendorf AG and CCTIA, in Ring-trial on validation of event
specific method for identification and quantification of event 356043 in soybean, organized by CRL JRC Ispra and in
Validation test on PCR detection of Monilinia fructicola and Phytophtora ramorum, organized by LNPV-UMAF, France.
Activities of the Community Reference Laboratory (CRL) in the area of validation of methods for GMOs detection and
quantification are defined in the Regulation (EC) 1829/2003. The scientific assessment methods for testing of GMOs are
based on information and materials submitted by the applicant, and conducted by the CRL. The CRL tests and validate
the detection method proposed by the applicant, by using the control samples and the samples provided by the applicant.
The validation process requires the participation of a number of external EU laboratories (members of ENGL) and fulfils
qualitative criteria. The validation process consists of the following steps: Reception of documents and material provided
by the applicant; Scientific evaluation of the documentation and data; Experimental testing of the samples and methods
by the CRL; Collaborative study with a network of participating laboratories; and Reporting to the Authority.

A part of this article is a short information about the validation study on GMOs detection using Eppendorf DualChip®
GMO System as the alternative method for GMOs detection.

Key words: GMO, PCR, quantitative test, real-time PCR, DNA chip, validation.

Uvod

Oddelenie molekularnej biologie UKSUP posobi v pozicii NRL na zéklade poverenia ministra
pddohospodarstva, v sulade s Nariadeniami (ES) ¢.1981/2006 a ¢. 884/2004 a zakonom ¢. 184/2006 Z.z. o
pestovani GMR v pol'nohospodarskej vyrobe a vykonava superkontrolu v oblasti kvality a bezpe¢nosti
rastlinnych komodit, krmiv, rastlinnych porastov a zavlahovych vod v oblasti skuSania GMO v rastlinnych
komoditach a krmivach (odrody kultirnych rastlin a buriny, osiva, sadiva, bioosiva, krmiva, rastlinné
produkty, ekologické produkty a merkantil), kontrolu koexistencie GM anon-GM pol'nohospodarstva,
vysledovatelnosti a cezhrani¢éného pohybu GMO, d’alej v oblasti skiiSania odrod, odrodovej pravosti a Cistoty
osiv a v oblasti molekularnej detekcia a identifikacie rastlinnych patogénov (baktérie, fytoplazmy, huby,
virusy). OMB je akreditované SNAS ako SkuSobné molekularno-biologické laboratorium (SMBL) podla
ISO/IEC 17025:2005 pre oblasti skuiSania odrodovej pravosti a homogenity RK, sktisania GMO a sktSania
rastlinnych patogénov. OMB je ¢lenom ENGL (European Network of GMO Laboratories) od roku 2004 na
zéklade zmluvy EC a UKSUP a je validovanym laboratériom DG JRC IRMM EC pre spolupracu s IRMM
(Institute for Reference Materials and Measurements) na certifikaénych Stadidch CRM v oblasti kvantifikécie
DNA. OMB je EPPO direktoratom poverené tuCastou v programe zabezpeCenia systému kvality
diagnostickych laboratérii, so zameranim na Standardizaciu postupov validacie diagnostickych protokolov
(na zaklade EPPO Database on Diagnostic Expertise). Posobi tiez v oblasti plodinového bioterorizmu,
novych diagnostickych technoldgii a opatreni biologickej bezpe¢nosti, ako kontaktny bod EC v SR.

OMB plni koordina¢né, metodické, skoliace a poradenské tilohy vyplyvajiuce z pozicie NRL vo vztahu
k tuzemskym laboratoridm, umoznuje odborné staze za ucelom harmonizacie diagnostickych metdd a v
pripade potreby organizuje porovnavacie testy. Poskytuje odborni a vedeckii pomoc najmé v pripadoch
sporu o vysledok laboratérneho vySetrenia inych laboratorii.

OMB ako NRL spolupracuje s referencnym laboratériom spolocenstva (CRL) v oblasti svojej
kompetencie, je garantom novych laboratornych metdd a metodickych postupov a podiel’a sa na validacii
skuSobnych metdéd. Narodnym organom poskytuje informacie a vedeckt a technicki pomoc pri zavadzani
koordinovanych planov kontrol a zi¢astiiuje sa na odbornych rokovaniach k danej problematike na narodnej
a medzinarodnej urovni.

V ramci rozsahu akrediticiec OMB vykonava validaciu skasobnych metdd (home-validation) podla
IUPAC, validaciu alternativnych metdd podl'a ISO 16140 a uplna validaciu podla ISO 5725 a IUPAC ako
spolupracujuce laboratérium Community Reference Laboratory JRC Ispra v CRL valida¢nom procese pre
oblast GMO. V obdobi 2004-2007 sa OMB zucastnilo viacerych proficiencnych testov a validacnych
kruhovych testoch. V roku 2007 sa OMB zucastnilo porovnavacej a validacnej Stidie GMO detekcie s
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pouzitim DualChip GMO, organizovaného Eppendorf AG a UKSUP, v kruhovom validaénom teste event
Specifickej metody pre identifikaciu a kvantifikaciu eventu 356043 v sdji, organizovanom CRL JRC Ispra a
vo valida¢nom teste PCR detekcie hub Monilinia fructicola a Phytophtora ramorum, organizovanom LNPV-
UMAPF, Francuzsko.

Stcastou tohoto ¢lanku je struénd informacia o vysledkoch porovnavacej a validaénej stidie GMO
detekcie s pouzitim Eppendorf DualChip® GMO metddy, ako alternativnej metody na detekciu GMO.

Material a metody

OMB pouziva na vykon akreditovanych skisok standardné sktisobné metody, ktoré su validované, alebo
st povazované za validované. Metody pre detekciu a kvantifikdciu GMO st validované a §tandardizované
v ramci CRL, ISO a CEN v sulade s medzinarodnymi protokolmi ISO, CEN a IUPAC, pripadne CODEX.
SMBL ako skuSobné laboratorium typu 2 mdze pouzivat aj modifikacie uvedenych metéd. Modifikacie sa
tykaju pouzitych typov extrakénych metdd, primerov, amplifikacnych a separaénych podmienok, ako aj
pouzitych chemikalii a pristrojovej techniky, ktoré sa vSak v stcasnosti uz dostali na Standardni Groven
areprezentuju analytické systémy odporicané CRL JRC EC astandardmi ISO a CEN. Modifikacie
Standardnych metdd a alternativne metody je potrebné validovat'.

Ciastoéna validacia metéd PCR a real-time PCR pre detekciu GMO (in-house validation) sa uskuto¢iiuje
v stlade s [UPAC Technical Report (2), minimalnymi poziadavkami ENGL na analytické metédy pre GMO
testy (1), ISO/IEC 17025:2005 a stvisiacimi predpismi. Validacia alternativnych metdd sa uskutociiuje podla
EN ISO 16140:2003 a suvisiacich predpisov.

Pri modifikacii DNA extrakénych metdd musia byt dosiahnuté porovnatelné, alebo lepsie parametre
extrahovanej DNA, ako pri Standardnych a validovanych extrakénych metddach. Pri validacii sa posudzuje
najmé koncentracia izolovanej DNA, fragmentacia izolovanej DNA, Cistota DNA a absencia inhibitorov,
amplifikovatel'nost’ ciel'ovej sekvencie DNA - detekény limit a dynamicky rozsah.

Koncentracia a fragmentacia extrahovanej gDNA sa vstlade s EN ISO 21571 meria separaciou DNA
v gélovej elektroforéze so subeznou analyzou DNA Standardu so znamou koncentraciou a/alebo znamym
poctom kopii gDNA a spektrofotometricky.

Kwvalita extrakcie a purifikacie DNA sa meria pomerom UV absorbancie vzorky napr. pri 260 a 280 nm
a pouzitim spikovych kontrol pozitivneho DNA §tandardu pri PCR reakcii.

Pri modifikacii PCR met6d sa pri validacii posudzuje najmé selektivita metody, detekény limit LOD,
limit kvantifikdicie LOQ pri kvantitativnych metdédach, dynamicky rozsah a linearita (v aktualnych
pripadoch), opakovatel'nost’ metddy a neistota vysledkov (RSDr).

PCR amplifikovatelnost’ cielovej sekvencie DNA, detekény limit a dynamicky rozsah metddy sa
stanovuju s pouzitim linearneho riedenia DNA extrahovanej z prislusného Standardu CRM v aktualnom
rozsahu, napr. 0, 10, 20, 50, 100 a 200 ng DNA v PCR reakcii, resp. PCR amplifikaciou ekvivalentého poétu
kopii gDNA. Specificita amplifikovaného fragmentu sa kontroluje velkostou fragmentu a jeho §tiepenim
$pecifickymi endonukledzami.

Ked’ze sa selektivita PCR metdd posudzuje v ramci validacie Standardnych metdd, u modifikovanych
metdod ma vyznam posudzovat’ ju iba v pripade modifikacie pouzitych primerov a/alebo prob. V takomto
pripade sa selektivita hodnoti pre aktualny sortiment GMO eventov pri dostato¢nom rozsahu koncentracii
analytu (napr. 0,1-5% rozsah GMO). Specificita vysledku kvalitativnej PCR metody sa kontroluje velkostou
amplifikovaného fragmentu a jeho S$tiepenim Specifickymi endonukledzami, pripadne aj sekvenovanim
fragmentu.

Pozadovany detekény limit GMO na Grovni < 0,1% sa kontroluje pouzitim prislusného 0,1% GMO CRM
a jeho detekciou v 50 ng DNA v PCR reakcii, pripadne PCR amplifikaciou 20, resp. menej kopii gDNA.
PoZzadovany detekény limit kvantifikacie GMO na urovni < 0,1% sa kontroluje pouzitim prislusného 0,1%
GMO CRM a jeho detekciou v 50 ng DNA/PCR reakciu, pripadne aj subeznou PCR amplifikaciou 20, resp.
menej kopii gDNA v reakcii.

Dynamicky rozsah a linearitu modifikovanej kvantitativnej PCR metédy mozno v aktualnych pripadoch
(napr. pri modifikacii primerov a/alebo prob) posudit’ pocas real-time PCR analytického behu s pouzitim
kalibracnych Standardov CRM pre kvantitativny obsah GMO. Poziadavkou a kritériom je, aby korelacny
koeficient R? §tandardnej krivky, ziskany regresnou analyzou, bol v pozadovanom rozsahu rovny alebo vacsi
ako 0,98 (R*>0,98).

Stanovenie relativnej Standardnej odchylky opakovatel'nosti vysledkov testov je vyznamnym parametrom
charakterizujucim neistotu merani. RSDr sa vyrata z vysledkov testov ziskanych v tom istom laboratériu, tou
istou metédou na tom istom analyzovanom materiali a tym istym operatorom v kratkom asovom intervale.
Poziadavkou je, aby bola RSDr < 25% v celom dynamickom rozsahu metddy.

Valida¢ny proces CRL. Povinnosti a tlohy referencného laboratdria spolo¢enstva CRL (Community
Reference Laboratory) v oblasti validacie metéd pre detekciu a kvantifikdciu GMO st definované v
Nariadeni (ES) ¢. 1829/2003. Vedecké posudenie metdd pre testy GMO je zalozené na informaciach a
materialoch predlozenych prihlasovatelom GMO a uskutocnené v CRL. CRL testuje a validuje detekéné
metody navrhnuté prihlasovatelom s pouzitim kontrolnych vzoriek dodanych prihlasovatelom. Validacny
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proces si vyzaduje ucast’ externych laboratérii v ramci siete ENGL. Validaény proces pozostava z
nasledovnych krokov:

1. Prijatie a registracia vzoriek a suvisiacej dokumentacie. Po prijati kompletnej dokumentacie stvisiacej s
notifikaciou je prihlaska povazovana za platni a zacina plynat’ 6-mesacna doba na uskutocnenie validacného
procesu.

2. Vedecké zhodnotenie zahfiia analyzu dokumentacie stivisiacej s metddou a datami dodanymi so vzorkami.
Analyza verifikuje ¢ metoda a vzorky spifiaji poziadavky implementovanych smernic a umoZiuji
uskutocnit’ experimentdlne testovanie. Ak prihlasovatelova metdoda uz bola niekedy validovana,
dokumentacia je posudend ¢i validacnd Studia bola uskutocnena podla prislusnych medzinarodnych
Standardov. To prispeje k rozhodnutiu, ¢i je multilaboratdrny test potrebny.

3. Experimentalny test metddy uskutocnuje CRL na pretestovanie metody a dodanych vzoriek, preskusa sa
experimentalny dizajn pre kolaborativnu $tidiu a overi sa adekvatnost’ materialov. Verifikuje sa ¢i metoda
spiia akceptaéné kritéria definované ENGL a &i st dodané vzorky vhodné a v dostatoénom mnoZstve pre
testy a kolaborativnu $tidiu. Experimentalny test (in-house validation) je uskuto¢neny v CRL iba ak bola
metoda predtym uz validovana.

4. Kolaborativna §tidia zahffia detailny postup na organizaciu, uskutoCnenie a analyzu metddy v
multilaboratornej Stadii. Experimentalna praca je kontrahovana s Eurdpskymi laboratoriami, ktoré maju
dostatoéné skiisenosti v oblasti a spiiaju kvalitativne kritéria.

5. CRL vydava viacero typov sprav: Oficialnu spravu — vysledky st vyhodnotené a sumarizované pre
oficidlne pouzitie v autorizacnej procedure; Sumarnu spravu — kratky sumar vysledkov hodnotenia; Vedecku
spravu — metoda a vysledky testov a validacie metddy su spracované do vedeckej spravy. Tato je predlozena
oficidlnym ¢lenom ENGL po uspe$nom valida¢nom procese; Internt spravu — s detailnym popisom aktivit
CRL, tykajucich sa konkrétnej notifikacie.

Material:

Testované vzorky: pozitivna kontrola CaMV v linearnom riedeni, CRM pre RR Soya, Bt176, MON863,
NK603 a GT73 v koncentraciach 0,1 az 5% a negativne kontroly.

Pristroje a chemikalie: Silverquant scanner Eppendorf, Silverquant SW and data analysis, real-time
termocykler ABI7900HT, termocykler Eppendorf Gradient, termomixer, biohazard kabinet, elektroforetické
aparatiry s PS Consort, stolné centrifugy, temperované trepacky, transilluminator UV, spektrofotometer UV-
VIS Unicam, digitalny fotoaparat Olympus, mraznicky, sterilizatory, homogenizatory a bezné laboratdrne
vybavenie.

Pouzité chemikalie: DualChip GMO kit Eppendorf, CRM IRMM, Fluka, extrakéné a analyticé systémy od
Gibco, Life Technologies a GeneScan.

Metéody:

Porovnavacia $tidia DNA-microarray metody, ako alternativnej metody, a Standardnej PCR metddy na

detekciu RR sdje, GM eventov kukurice Bt176, MON863, NK603, repky GT73 a CaMV (Cauliflower
mosaic virus), bola realizovana podl'a EN ISO 16140 protokolu.
PCR detekcia GM eventov a CaMV bola uskutocnend podla akreditovanych Standardnych operacnych
protokolov skusobného laboratoria OMB, ktoré koreSponduju s EN ISO 21571 a EN ISO 21569. Konvenéna
PCR metoda pre CaMV detekciu vychadza z GeneScan protokolu pre CaMV. Stbezné testy LOD a linearity
konvencnej PCR metody dali detekény limit lepsi ako 10 DNA gendémovych kopii CaMV/PCR reakciu, pri
testovani v rozsahu 3 az 500 DNA kopii v linearnom riedeni. DualChip® GMO Eppendorf DNA-microarray
systém, tj. multiplexna PCR, DNA hybridizacia na Cipoch, silverquant farbenie DNA hybridizovanej na
¢ipoch, skenovanie Cipov a SW analyza vysledkov, bol pouzity podl'a DualChip® GMO protokolu.

Vysledky a diskusia

Cielom porovnavacej §tadie bolo porovnat DNA-microarray metdodu ako alternativnu metodu so
Standardnou kvalitativnou PCR metddou na detekciu RR soje, GM eventov kukurice Bt176, RR Soya,
MONS863 a NK603 a CaMV a vyhodnotit' Eppendorf DualChip® GMO protokol ako alternativhu metodu
v §tatistickej $tadii ako kvalitativnych metod. Pri §tadii bolo pouzitych 16 DNA ¢ipov v troch opakovaniach
v spikovom rezime s CaMV a 16 vzorieck DNA extraktov GM eventov RR Soya, Bt176, MON863, NK603
a GT73.

Pri statistickej analyze boli hodnotené pozitivna a negativna odchylka, relativna detekéna uroven,
relativna citlivost), relativna Specificita a konfidencny interval.

Vysledky ziskané v porovnavacej $tudii oboch vysSieuvedenych metdd pre PCR a DNA-microarray
detekciu GM eventov s prirodzenou a umelou CaMV kontaminaciou DNA extraktov demonstroval, ze obe
metddy st porovnatelne presné, citlivé a Specifické. Neboli zistené faloSne pozitivne/negativne vysledky.
Avsak vzhladom limitovanému poctu vzoriek a testov (vzhladom k vysokej cene microarray Cipov) bol
dosiahnuty konfiden¢ny interval relativne nizky (80-90%). Relativna presnost’ Eppendorf DualChip® GMO
metody, udadvana vyrobcom, je 95%.
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Zaver

Porovnavacia $tudia demonstrovala, ze alternativna DNA microarray Eppendorf DualChip® GMO
metoda na detekciu GMO dava podobné, resp. (vramci konfidencie) zhodné vysledky ako referencna
Standardna kvalitativna PCR metdda, preto moze byt po doplitujicich validacnych Stidiach pouzitd na
rutinnu detekciu a identifikaciu GMO.
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ZLEPSENA METODA PRODUKCE DIHAPLOIDNICH LINIi REPKY OZIME
AN IMPROVED METHOD FOR PRODUCTION OF DOUBLED HAPLOID LINES
OF WINTER OILSEED RAPE

Miroslav KLIMA — Miroslava VYVADILOVA — Vratislav KUCERA

Microspores of three winter rape F1 hybrids were cultivated in the presence of antimitotic chemicals colchicine,
trifluralin and oryzalin to evaluate their effect on frequency of embryo formation, embryo development, plant
regeneration and diploidization rate. Ploidy level evaluation of 1709 flowering microspore derived regenerants
demonstrated that in vitro treatment with all antimitotic chemicals increased significantly the rate of doubled haploid
(DH) plants. Mean rate of DH plants after application of trifluralin was 85.7 %, colchicine 74.1 % and 66.5 % after
application of oryzalin, while the rate of spontaneous diploidization was only 42.3 %. The application of colchicine to in
vivo regenerants did not increase the mean rate of DH plants (55.6 %). Although there were no significant differences in
diploidization efficiency between in vitro applications of particular antimitotic agents, trifluralin showed to be the most
suitable because of its positive effect on embryo development and conversion. In addition, the diploidization rate was
sufficient and stable in all genotypes tested. According to our results, application of trifluralin to microspore culture
could be an effective chromosome doubling tool for efficient production of doubled haploid lines from breeding materials
of winter oilseed rape.

Key words: antimitotic agents; Brassica napus; diploidization; microspore culture

Uvod

Metoda mikrosporovych kultur je v soucasné dobé dilezitym prvkem v procesech zameétenych na
efektivni produkci vykonnych odrid a tvorbu komponent pro hybridni $lechténi ozimé fepky. Pomoci tohoto
postupu lze ziskat regeneraci z mikrosporovych embryi v in vitro podminkach zcela homozygotni genotypy
prakticky béhem jednoho roku a docilit takové kombinace znakti, které jsou tradicnimi Slechtitelskymi
postupy obtizné dosazitelné, jako je napt. autoinkompatibilita (AI) a 00 kvalita semen (KUCERA et al. 2002;
KOPRNA et al., 2005). Uplatnéni mikrosporovych kultur je ale mnohem $§ir$i. Vyuzivaji se pro selekce a
mutace in vitro, genetické analyzy a transformace, Casné selekce specifickych znaki, stabilizace
mezidruhovych hybridi apod. Dihaploidni rostliny se po pievedeni do in vivo pfemnozi v technické izolaci,
testuji v polnich podminkach a perspektivni vykonné materialy se nasledné zatazuji do Statnich odridovych
zkousek, pripadné slouzi jako vychozi material pro dalsi $lechténi.

I kdyz je dihaploidni systém v soucasnosti jiz pouzitelny k rutinni produkci DH linii u vétSiny genotypt
ozimé fepky, stale existuji vyrazné rozdily v embryogenni schopnosti a regeneraci celistvych rostlin mezi
jednotlivymi testovanymi genotypy (SMYKALOVA et al., 2006). Jednim z aspektd, branicich efektivnimu
vyuziti mikrosporovych regenerantd, je relativn¢ maly podil spontdnnich dihaploidi. Aplikace latek
zdvojujicich chromozomovou sadku je proto nezbytnid. Klasickou metodou je oSetfeni haploidnich
regenerantll roztokem kolchicinu. Timto postupem se zvysi podil dihaploidi az na hodnoty kolem 60 % ve
srovnani se spontanni dihaploidizaci, kterd dosahuje pouze 30-40 % (VYVADILOVA et al., 1993). Nové&jsim
postupem je pfidavek kolchicinu ptfimo do mikrosporovych kultur, kterym se zvysi podil dihaploidt az na 80
— 95 % (WEBER et al., 2005). Pfinosem této metody ve srovnani s klasickym postupem je navic vyrazné
nizsi spotfeba finanéné nakladného kolchicinu a eliminace vyskytu chimerickych rostlin.

Jako perspektivni pro diploidizaci in vitro se ukazuji dal$i chemické latky na bazi herbicida
s antimitotickym u¢inkem — trifluralin a oryzalin (ZHAO & SIMMONDS, 1995; HANSEN & ANDERSEN,
1996), které ve srovnani s kolchicinem jsou méné toxické, levnéjsi a efektivné ptisobi i ve vyrazné nizsich
koncentracich.

Cilem experimentll bylo porovnat vliv in vivo aplikace kolchicinu a in vitro aplikace kolchicinu,
trifluralinu a oryzalinu na frekvenci embryogeneze, vyvoj embryi a diploidizaci u vybranych genotypti ozimé
fepky.

Material a metody
Donorové rostliny

Pro odbéry mikrospor byl pouzit jeden F1 kiizenec §lechtitelskych materialti - OP-41/1 (OP-BN-07 x SG-
C 23), pavodem z Vyzkumného ustavu olejnin Opava a dvé F1 hybridni kombinace odrid - SL-2/04 (Lisek x
Stela), SL-3/04 (Stela x Mohican), piivodem ze §lechtitelské stanice Slapy u Tabora. Donorové rostliny byly
po celou dobu odbérti péstovany v klimatizovanych komorach s fotoperiodou 16/8 h (den/noc), intenzitou
osvétleni 84 pmol/m?/s, teplotou 22/20°C a pravidelné pihnojovany viceslozkovym hnojivem VEGAFLOR
v tydennich intervalech.

ZaloZeni mikrosporovych kultur

Poupata odpovidajici délky, v poctu 40-50 poupat od jednoho genotypu a opakovani, s mikrosporami ve
sttedné az pozdné jednojaderném stadiu byla odebirana z terminalnich a axilarnich vétvi. Po vytazeni
poskozenych poupat pod binokularni lupou byla neporusena poupata prenesena do laminarniho flowboxu a
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povrchove sterilizovana 70% ethanolem po dobu 1 minuty a poté 10 minut v 10% roztoku komer¢niho
bélidla SAVO. Nasledovalo dikladné oplachnuti poupat ve sterilni destilované vodé ve tiech pétiminutovych
cyklech. Extrakce mikrospor byla provedena opatrnym rozdrcenim poupat sklenénou ty¢inkou o sténu
kadinky ve 3 ml tekutého NLN média (LICHTER, 1982), ptefiltrovanim pies dvojity nylonovy filtr (primeér
ok filtru 100pum a 40pm) a nasledné purifikovana tiifazovou centrifugaci (10-5-5 minut) pfi 100 g, spojenou
s odsatim supernatantu a doplnénim cerstvého NLN média. Nasledovala kultivace mikrospor v plastovych
Petriho miskach v NLN médiu s jednotlivymi diploidiza¢nimi agens — kolchicinem (0,05 %), trifluralinem
(10 umol) a oryzalinem (1 pmol). Cast mikrospor (kontrola) byla kultivovana v ¢istém NLN médiu. Hustota
byla ve vSech variantach upravena na 100 000 mikrospor/ml. Po 18-ti hodinové inkubaci v termostatu ve tmé
pti teploté¢ 30 °C byla provedena jednofazovéd purifikace mikrospor centrifugaci (5 minut), odstranén
supernatant a doplnéno Cerstvé NLN médium. Dalsi kultivace v termostatu probihala za vySe uvedenych
podminek. Po objeveni proembryi, viditelnych pouhym okem (cca za 9-12 dni od zaloZeni kultury), byly
kultury premistény na tfepacku (60 RPM) do kultivaéni mistnosti s osvétlenim 300pumol/m?/s, fotoperiodou
den/noc 16/8h a teplotou 25/22 °C. Po 30 dnech od zalozeni kultury byla vSechna zelena kotyledonarni
embrya o minimalni délce 2 mm spocéitdna a piepasdzovana na tuhé diferenciacni (DM) médium. Dalsi
kultivace probihala podle standardni metodiky (KLIMA, 2004) pii teploté 20/18 °C. Po 8-14 dnech byla
embrya sejmuta z DM média, 2/3 z obou kotyledonti odfiznuty a embrya pfenesena na tuhé regeneracni (RM)
médium. Regenerované celistvé rostliny byly pfepasazovany na MS médium bez rastovych regulatort.
Rostliny s vyvinutym kofenovym systémem byly vyjmuty z kultiva¢nich nadob a pod tekouci vodou opatrné
odstranény zbytky agaru zkofenového systému. Cast kontrolnich (neovlivnénych) rostlin  byla
kolchicinovana postupem publikovanym VYVADILOVOU et al. (1993). Regeneranty byly poté presazeny
do provlhéeného pudniho substratu a dale udrzovany v podminkach shodnych s péstovanim donorovych
rostlin. Po dosazeni stadia 4-6 pravych listi byly zakofenéné rostliny jarovizovany po dobu 8 tydni
v jarovizaéni komote (fotoperioda den/noc 8/16 hod., svételna intenzita 84 pmol/m?/s a teplota 4-6 °C).

Jarovizované regeneranty byly pfesazeny do kontejneri 19 x 19 cm a premistény do skleniku
s prisvétlovanim a teplotou den/noc 224+3/15+3 °C. Na pocatku kveteni byly vyfazovany haploidni
regeneranty (se zakrn€lymi prasniky) a rostliny s nefunkénimi prasniky. Predpokladané dihaploidni
regeneranty byly zaizolovany a samospraseny v kvétu. Jako dihaploidni byly poté zapocitany pouze rostliny
s dostatecnou nasadou semen v Sesulich.

Vysledky a diskuse

Pritomnost sledovanych antimitotickych latek v mikrosporovych kulturach neméla ani inhibi¢ni ani
stimulaéni vliv na embryogenezi a dal§i vyvoj embryi u testovanych genotypt; poéty kotyledonarnich embryi
se u jednotlivych variant statisticky vyznamné neliSily od neovlivnéné kontroly (graf 1). Taktéz rozdily
v morfologii embryi nebyly vyznamné; embrya ze vSech variant i kontrol méla pfedpoklady pro piimou
regeneraci v celistvé rostliny.

Hodnoceni celkem 1709 kvetoucich regenerantii ukazalo, Ze in vitro aplikace vSech testovanych latek
zvysila statisticky vyznamné podil dihaploidnich rostlin ve srovnani s neoSetfenou kontrolou (graf 2).
Pramérny podil DH rostlin ze vSech t¥i genotypt po in vitro osetfeni trifluralinem byl 85,7 %, kolchicinem
74,1 % a oryzalinem 66,5 %, zatimco u neoSetfené kontroly byl podil dihaploidi (spontannich) pouze 42,3 %
(tab. 1). Dodate¢nou aplikaci kolchicinu na celistvé rostliny vin vivo podminkach nebylo dosaZeno
vyznamného zvySeni podilu DH rostlin oproti kontrole, v priméru dosahl jen 55,6 %. Podil abnormalnich
regenerantt (s nefunkénimi prasniky, neschopnych samoopyleni) byl v priiméru vyssi u variant ovlivnénych
oryzalinem. Nizky byl naopak u variant s kolchicinem a u kontrol.

Prestoze nebyly zjiStény statisticky vyznamné rozdily v uéinnosti jednotlivych agens na podil
dihaploidnich regenerantli, jako nejvhodnéjsi se ukazal trifluralin, vzhledem ktomu, Ze oSetfeni
mikrosporovych kultur touto latkou vyzaduje nizsi koncentrace, je méné toxicky nez kolchicin a ve srovnani
s oryzalinem vede k niz§imu procentu abnormalnich rostlin. Procento diploidizace pfi pouziti trifluralinu
bylo vysoké a stabilni u vSech testovanych genotypti. Vysledky odpovidaji poznatkiim, které ziskali ZHAO
& SIMMONDS (1995) aplikaci trifluralinu do mikrosporovych kultur u odriidy jarni fepky Topas a u
Brassica oleracea RUDOLF et al. (1999).

Zavér

Dosavadni vysledky nasvédcuji tomu, Ze ucinné latky nékterych herbicidl, blokujici formovani
mikrotubularniho vieténka béhem mitotického d€leni se mohou stat plnohodnotnou, méné toxickou a levnou
nahradou doposud bézné pouzivaného kolchicinu a zajistit tak u¢innéjsi diploidizaci potencialné u Sirokého
spektra Slechtitelského materialu ozimé fepky a vyhledové i u dalSich zastupct rodu Brassica. Tim se upevni
role dihaploidniho systému jako efektivniho postupu, pomoci néhoz lze dosahnout srovnatelnych vysledku s
tradi¢nimi $lechtitelskymi postupy, navic s vyhodou urychleni a zkraceni celého procesu §lechténi novych
odriid s pozadovanymi parametry vynosu a kvality.
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Tabulka 1: Procento DH rostlin odvozenych po jednotlivych oSetienich

Genotyp | Opakovani | Pocet Kontrola | Kolchicin | Kolchicin | Oryzalin | Trifluralin
C testov. neosetf. | in vivo in vitro in vitro in vitro
rostlin [%] [%] [%] [%] [%]
1 193 19.05 53.33 56.25 32.69 90.70
SL-2/04 2 187 36.59 43.90 88.89 43.75 93.48
3 154 40.00 22.58 60.00 54.90 81.82
Celkem 534 | Priimér 31.88 39.94 68.38 43.78 88.67
1 174 61.76 66.67 77.78 72.73 89.29
SL-3/04 2 166 50.00 70.83 70.45 91.67 80.00
3 220 54.84 75.76 81.63 93.67 71.43
Celkem 560 | Pramér 55.53 71.09 76.62 86.02 80.24
1 177 36.36 61.11 86.96 75.76 87.50
OP-41/1 2 136 34.48 47.83 68.00 70.00 93.10
3 302 47.17 58.02 76.92 63.64 83.61
Celkem 615 | Priimér 39.34 55.65 77.29 69.80 88.07
Celkem
Celkem 1709 | Primér 42.25 55.56 74.10 66.53 85.66
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Graf 1: Primérny pocet kotyledonarnich embryi u jednotlivych variant
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Graf 2: Efektivnost jednotlivych diploidizacnich agens a vyskyt abnormalnich rostlin
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VYUZITIE MOLEKULOVYCH MARKEROV PRI INTROGRESII ZNAKOV
Z DIVORASTUCICH DRUHOV SOLANUM DO KULTURNYCH FORIEM
LULKA ZEMIAKOVEHO (SOLANUM TUBEROSUM, L.)

THE USE OF MOLECULAR MARKERS AT INTROGRESSION OF TRAITS
FROM WILD SOLANUM SPECIES INTO CULTIVATED POTATO
(SOLANUM TUBEROSUM, L.)

Jan HELDAK — Milan BEZO — Andrea GALLIKOVA

Introgression from wild Solanum species is used in potato breeding for the improvement of qualitative and quantitative
traits. Molecular markers were employed for early selection of genotypes with desirable introgressed traits. Using the
marker GP122;,5 the extreme resistance to PVY was proven to be introgressed from Solanum stoloniferum. None of
tested genotypes possessed the extreme resistance to PVY derived from Solanum tuberosum subsp. andigena. Genotypes
with extreme resistance to PVX derived from Solanum tuberosum subsp. andigena, Solanum acaule a Solanum vernei
were reliably detected by molecular marker M221. The results suggest that the Rx for the extreme resistance to PVX
could originate from one source, which was transferred into Solanum tuberosum subsp. andigena, Solanum acaule
a Solanum vernei from, or one of primary sources could be any of mentioned wild species. Resistance to wart in
tetraploid genotypes was detected by marker NL25. None of markers tested correlated with resistance to nematodes.
Keywords: potato, molecular markers, introgression, resistance

Uvod

LCulok zemiakovy, ako vegetativne mnozena polnohospodarska plodina podlicha vplyvu patogénov
a Skodcov s nasledkami na kvalitu aznizovanie Urody. Rastiice naroky spotrebitel'ov, spracovatel'ského
priemyslu a limitované moznosti v sGcasnosti uchovavaného genofondu viedli k opdtovnému navratu
vyuzivania divorastucich foriem a vyhl'adavaniu zdrojov s novymi formami rezistencie a kvalitativne lepSim
senzorickym vlastnostami hliz l'ul’ka zemiakového. Klasické $lachtitel'ské postupy zahfiiajii introgresiu
pozadovanych znakov (rezistencia proti patogénom a Skodcom, kvalitativne parametre hliz, Grodotvorné
prvky) z divorastucich a neadaptovanych genetickych zdrojov do novych odrdéd opakovanym spitnym
krizenim s r6znymi genotypmi Solanum tuberosum subsp. tuberosum anaslednt fenotypovu selekciu na
pozadovany znak (ROSS, 1986).

V poslednych dvoch dekadach sa zacali nové poznatky z molekularnej bioldgie intenzivnejSie vyuzivat' v
procese Slachtenia l'ulka zemiakového. Rezistencia proti viacerym patogénom a $kodcom, ktoré boli
introdukované z divorastcich druhov do kultirnych foriem boli lokalizované na molekulovych mapach a
charakterizované pomocou molekulovych markerov (GEBHARDT, VALKONEN, 2001).

V semenarstve I'ul’ka zemiakového patri medzi najskodlivejSich patogénov virus Y zemiaka (PVY). Gény
— Solanum tuberosum subsp. andigena, Solanum stoloniferum a Solanum chacoense. Gén Ry, bol
lokalizovany na chromozéme XI a nasledne bol vyvinuty diagnosticky PCR marker (KASAI et al., 2000).
Gén Ry, bol na zaklade analyzy F, generacie krizenia rezistentnych a nachylnych materidlov lokalizovany
na chromozome XII (FLIS et al., 2005) a testované markery nie vzdy korelovali s fenotypovymi prejavmi.
Gén Ry.. bol lokalizovany na chromozéme IX a SirSie uplatnenie naSiel v japonskych Slachtitel'skych
programoch (SATO et al., 2006). V slachteni na rezistenciu proti virusu X zemiaka (PVX) sa vyuzivali
najmé $tyri divorastiice druhy: Solanum acaule, Solanum sucrense, Solanum vernei a Solanum tuberosum
subsp. andigena. Gén extrémnej rezistencie proti PVX pochadzajaci zo Solanum acaule — Rx,, bol
introdukovany najmi do nemeckych odrod. Americké, holandské a pol'ské odrody s extrémnou rezistenciou
proti PVX disponuji génom Rx,qe, pochddzajicim zo Solanum tuberosum subsp. andigena (SWIEZYNSKI,
1994).

Hadatko zemiakové (Glodobera rostochiensis) patri medzi karanténne Cinitele v miernom zemepisnom
pasme a takmer vSetky europske Sl'achtitel'ské programy vyzaduju, aby nové odrody boli rezistentné proti
tomuto Skodcovi. Rezistencia proti had’atku zemiakovému bola introdukovana zo Solanum tuberosum subsp.
andigena, Solanum vernei a Solanum spegazzinii (ROSS, 1986). Dominantny gén Grol pre rezistenciu proti
vSetkym znamym patotypom Glodobera rostochiensis najpravdepodobnejSie pochadza zo Solanum
spegazzinii abol lokalizovany na chromozome VII. Pomocou markera Grol-4 bolo mozné detekovat
rezistentné genotypy v potomstve z troch rezistentnych rodi¢ovskych genotypov (GEBHARDT et al., 2006).
Zo Solanum tuberosum subsp. andigena CPCI1673 pochadza gén H1, ktory je tiez zdrojom rezistencie proti
Glodobera rostochiensis, patotypu Rol (PINEDA et al., 1993).

Rakovina zemiaka (Synchytrium endobioticum) bola popisana v nasich zemepisnych Sirkach uz v 19.
storoci. Pre svoj devastujuci G¢inok na hluzy I'ul’ka zemiakového, rezistencia proti rakovine zemiaka sa stala
nevyhnutnou podmienkou pre uznanie novej odrody. Gény rezistencie proti rakovine zemiaka boli zistené v
Solanum tuberosum subsp. tuberosum, Solanum tuberosum subsp. andigena, Solanum acaule, Solanum
sparsipilum a Solanum spegazzinii. V siCasnosti je dostatok genetickych zdrojov rezistencie proti rakovine
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v kultarnych formach. Testy rezistencie proti tomuto patogénovi s komplikované pomerne rozsiahle
mnozstvo patotypov, preto sa hl’adaji markery, ktoré by proces hodnotenia zefektivnili a skratili.

Na rozdiel od tetraploidnych foriem kultirnych odrdd I'ul’ka zemiakového, vacsina divorastiicich druhov
potencialne vyuzitenych v slachteni 'ul’ka zemiakového, st diploidy. Na prekonanie bariér vyplyvajiacich
z roznych trovni ploidie sa vyuzivaju dihaploidy indukované divorasticim druhom Solanum phureja.
Druhou, vel'mi dolezitou a Slachtitel'sky vyuzitelnou vlastnostou Solanum phureja je vysoko hodnotena
chut' avona, ktoré¢ sa stavaju kliCovymi parametrami v $lachteni l'ul’ka zemiakového. Klony Solanum
phureja boli z hladiska senzorickych vlastnosti lepSie hodnotené ako odrody Solanum tuberosum subsp.
tuberosum. DNA zo Solanum phureja sa stabilne inkorporuje do chromozému dihaploidov ako koncové
alebo medzigénové segmenty. Hladaji atestuji sa markery pre ich efektivne vyuzitie (CLULOW,
RUOSSELLE-BOURGEOIS, 1997).

Ciel'om prace bolo zhodnotenie efektivnosti detekcie rezistencie pochadzajicej z réznych divorasticich
druhov, potencialu pre ich d’alSie vyuzitie v §lachtitel'skom procese a moznosti vyuzitia mikrosatelitnych
markerov pre identifikdciu medzigénovych segmentov DNA pochadzajucich zo Solanum phureja
v dihaploidnych klonoch.

Material a metody
Rastlinny material

Tetraploidné genotypy lulka zemiakového s rezistenciou proti PVX,PVY, hadatku zemiakovému,
patotypu Rol, nachylné genotypy k uvedenym patogénom a Skodcom a vybrané dihaploidné genotypy
ziskané z génovej banky VSUZ - Vyskumného a §lachtiteI'ského tistavu zemiakarskeho, a.s., Velka Lomnica
sa rozmnozili v podmienkach in vitro. Listy rastlin, kultivovanych 5 tyzdiov v podmienkach in vitro, sa
pouzili na analyzy.

Detekcia rezistencie proti PVY, PVX, hadatku zemiakovému, patotypu Rol a rakovine zemiaka pomocou
molekulovych markerov.

Z jednotlivych genotypov l'ulka zemiakového sa vyizolovala DNA apouzila na detekciu odrod
s extrémnou rezistenciou proti PVY a PVX. V PCR reakciach sa pouzili markery GP122;5 (FLIS et al.,
2005) pre Ryy, aM221 (KANYUKA et al., 1999) pre Rx. Rezistentné a nachylné genotypy k had’atku
zemiakovému boli analyzované pomocou markerov CP113 (NIEWOHNER et al., 1995) a Grol-4
(GEBHARDT et al., 2006) a k rakovine zemiaka pomocou markera N125 (GEBHARDT et al., 2006).
Detekcia inergénovych uisekov DNA pochddzajucich zo Solanum phureja.

Pre analyzu dihaploidnych klonov sa pouzili markery STINHWI, ST13ST (CLULOW, RUOSSELLE-
BOURGEOIS, 1997).

Amplifikacia prebiehala v 25 ul reakénej zmesi obsahujicej 30 ng genomickej DNA, 2,5 mM MgCl,, 0,3
mM z oboch prajmerov, 0,625 U Taq DNA polymerazy a alikvotné mnozstvo reakéného pufru a vody.
Reakéné podmienky boli nasledovné: 1 x (94°C, 3 minuty), 40 x (94°C 30 s; annealingova teplota podla
pouzitého prajmera 60 s; 72°C 2 minuaty) and 1 x (72°C 5 minuat). PCR produkty sa analyzovali v 1,5%
agarozovom géli s pouzitim 1 x TBE pufru a farbili ethidium bromidom. Malé PCR produkty sa delili
v nativnych PAGE géloch a farbili striebrom.

Vysledky a diskusia

Pre detekciu extrémnej rezistencie proti PVY bolo navrhnutych a overovanych niekol’ko markerov. Gén
rezistencie pochadzajici zo Solanum tuberosum subsp. andigena bol spolahlivo detekovany pomocou
markera RYSC3 (KASALI et al., 2000). V naSom subore 70 genotypov sa nezistil ani jeden, ktory by mal
extrémnu rezistenciu proti PVY pochadzajicu zo Solanum tuberosum subsp. andigena. Pritomnost’ génu
Ry, v odrodach White Lady, San, Fanal, Forelle, Boda, Bobr a Bettina bola uz pomocou molekulovych
markerov potvrdend (HELDAK et al., 2006). Z 22 odréd vyslachtenych na Slovensku mala extrémnu
rezistenciu proti PVY pochadzajicu zo Solanum stoloniferum len jedna odroda - Alva. Pomocou rovnakych
markerov bola extrémna rezistencia proti PVY pochadzajica zo Solanum stoloniferum zistena aj v d’alSich 24
genotypoch, ktoré¢ pochadzali z vyskumnych projektov zameranych na ziskavanie genetickych materidlov
s extrémnou rezistenciou proti PVY.

Rovnaké spektrum genotypov sa analyzovalo s pouzitim markera M221 pre detekciu Rx. Vysledky PCR
analyz potvrdili pritomnost’ markera M221 vo vSetkych genotypoch s extrémnou rezistenciou proti PVX.
Odrody Atlantic, Jemseg a Saco, ktorych extrémna rezistencia pochddza zo Solanum tuberosum subsp.
andigena, odrody Saphir a Roeslau, ktorych rezistencia pochadza zo Solanum acaule a odrody Darwina,
Produzent a Santé, ktorych rezistencia pochadza zo Solanum vernei (SWIEZYNSKI, 1994) boli spol'ahlivo
detekované rovnakym markerom. Tym istym markerom sa zaroven spolahlivo identifikovali genotypy
s extrémnou rezistenciou proti PVX, o ktorych nie st k dispozicii informacie o pdvode ich extrémnej
rezistencie proti PVX. Teda vSetky genotypy, bez ohladu, z ktorého divorastiiceho druhu pochadzaju, maju
gén extrémnej rezistencie asociovany s markerom M221. Marker M221 zaroven predstavuje takil Cast’
genému I'ul’ka zemiakového, ktora sa prenasa do potomstva spolu s Rx. Vysledky naznacuju, Ze gén Rx pre
extrémnu rezistenciu proti PVX mohol pochadzat’ z jedného zdroja, z ktorého sa hybridizaciou preniesol do
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Solanum tuberosum subsp. andigena, Solanum acaule a Solanum vernei, pripadne jednym z primarnych
zdrojov extrémne;j rezistencie proti PVX mohol byt aj niektory z uvedenych divorasticich druhov.

Zo 70 genotypov analyzovanych obomi markermi pre extrémnu rezistenciu proti PVY aj PVX len 9
genotypov malo extrémnu rezistenciu proti obom virusom potvrdenti aj pomocou molekulovych markerov.
Genotypy s extrémnou rezistenciou proti obom vyznamnym virusom — PVY aPVX - sa do potomstva
prenasaju nezavisle (HELDAK et al., 2006) a maju vyssi potencial pre d’alsie §Pachtitel'ské vyuzitie.

Gény pre extrémnu rezistenciu proti virusom zabezpecuju efektivnu ochranu proti vsetkym kmetiom
virusov a preto sa v Slachteni I'ul’ka uprednostiiujii pred hypersenzitivnou reakciou N génov, ktorda byva
obycajne kmenovo Specifickd. Gén Ry, zabezpe€uje ochranu proti vSetkym kmeniom PVY vratene kmeiia
sposobujuceho nekrotickii kriizkovitost hiz Pulka zemiakového PVYN™ (LeROMANCER, NEDELLEC,
1997). Gén extrémne;j rezistencie proti PVX je efektivny proti vSetkym izoldtom PVX s vynimkou kmenove;j
skupiny 4, o ktorej je zname, ze prekonava Rx (QUERCI et al., 2005), ale takéto kmene sa doteraz mimo
Juznej Ameriky vyskytli len dvakrat (ROSS, 1986).

Pomocou prajmerov pre marker CP113 bolo analyzovanych 10 rezistentnych genotypov (Accent, Bettina,
Cicero, Cinja, Impala, Viola, Dali, Solara, Victoria, Santé) proti Glodobera rostochiensis, patotypu Rol a 10
nachylnych genotypov (Desirée, Fambo, Provento, Lipta, Eta, Lipa, Lomnica, Vivaldi, Monalisa, Provento).
Nebol zisteny polymorfizmus, ktory by koreloval s rezistenciou proti Glodobera rostochiensis, patotypu Rol.
SKUPINOVA et al. (2002) zistila pomocou markera CP113 velmi dobri koreldciu medzi markerom
a genotypmi s H/ alelou v protiklade k vysledkom NIEWOHNERA at al. (1995), kde marker pre detekciu
alely HI bol efektivny len v 4 odrodach zo 136 testovanych. Aj ked” marker Grol-4 bol pouzitelny pre
selekciu rezistentnych genotypov v diploidnych populacidch, v nasich tetraploidnych genotypoch sa
rezistentné materialy doteraz identifikovat’ nepodarilo.

Marker NL25, ktoré je asociovany s génom rezistencie Senl, bol pritomny vo vSetkych testovanych
genotypoch s rezistenciou proti rakovine zemiakovej, patotypu DI. Aj pri hodnoteni rezistencie proti
rakovine zemiaka budil pomery zrejme zlozitejSie, pretoze marker NL25 bol pritomny aj v odrode Livera,
ktory je v slovenskom katalogu hodnotena bonitaénym stupiiom 7. Toto zistenie mdze suvisiet' aj s
moznostou, ze v testoch rezistencie proti rakovine zemiaka bola pouzitd zmes viacerych patotypov, voci
ktorym odroda Livera nebola rezistentna.

Banka genetickych zdrojov VSUZ - Vyskumnom a §lachtitel'skom Gistave zemiakarskom bola v priebehu
poslednych 20 rokov postupne dopliiovanad cennymi materidlmi z novos§lachtenia a z rieSenia vyskumnych
uloh zameranych na rezistenciu proti patogénom. VacSina materidlov s rezistenciou proti patogénom
a Skodcom bola pred vlozenim do génovej banky testovand len na jedného patogéna, pripadne Skodcu.
Molekulové markery umoznili presnej$iu charakterizaciu genetickych zdrojov z hl'adiska pritomnosti
jednotlivych aliel pre rezistenciu proti PVY a PVX. Pre detekciu rezistencie proti hadatku zemiakovému
pomocou molekulovych markerov bude potrebné overit’ aj iné typy markerov, nakol’ko doteraz overované
markery neboli vhodné pre $lachtitel'ské vyuzitie. Marker Senl ma diagnosticky potencial pre selekciu
genotypov s rezistenciou proti rakovine zemiaka, patotypu DI aje vyuzitelny v s§lachteni lulka
zemiakového.

Indukcia dihaploidov a ich spol’ahliva detekcia st zakladnym predpokladom pre pouzitie v sl'achteni, pri
genetickych analyzach, mapovani genomu a §tadiach expresie génov (CLULOW, RUOSSELLE-
BOURGEOIS, 1997). V nasej praci boli pouzité dihaploidy a tetraploidy pre zistenie pritomnosti DNA
z diploidného induktora. Vysledkom amplifikacie DNA boli produkty o velkosti 176 a 158 bp delené
v PAGE géloch. Oba PCR produkty, ktoré boli pritomné v Solanum phureja, boli pritomné aj v d’alSich troch
dihaploidoch (DH2, DH8, DH16). Len jeden produkt bol pritomny v d’alSich piatich dihaploidoch. Produkt
o velkosti 176 bp bol pritomny aj v tetraploidnej odrode Livera, ktord bola vysl'achtend z krizenia dihaploida
Li 74417/102, odvodeného zo Solanum phureja akrizenca LH 168. V ziadnej z d’alich tetraploidnych
odrdd, ktoré boli analyzované pomocou markera STINHWI nebol pritomny ani jeden z PCR produktov,
charakteristickych pre Solanum phureja. Druhy marker ST13ST nebol zisteny v ziadnom z dihaploidov, ale
ani v Solanum phureja, ¢o moze suvisiet’ s rozdielnym pévodom Solanum phureja. Kazdopadne, introgresia
DNA zo Solanum phureja do gendmu dihaploidov je viac rozSirena ako sa predpokladalo (CLULOW,
RUOSSELLE-BOURGEOIS, 1997) anase vysledky preukazali, Ze DNA z induktora je mozné markerom
STINHWI preukazat’ aj v tetraploidnom potomstve.

Zaver

Introgresia novych génov z divorasticich foriem do kultrnych genotypov l'ul’ka zemiakového bude mat
nad’alej velmi vyznamné postavenie v §lachteni novych odrdd, najmi z hl'adiska obsahovych latok, ktoré
maju vyznamné postavenie vo vyzive a ochrane zdravia obyvatel'stva. Nemenej dolezité buda znaky, ktoré
suvisia s pestovanim v zmenenych agroekologickych podmienkach ako je rezistencia proti patogénom,
Skodcom a stresovym podmienkam pestovania. V nadvdznosti na tieto Slachtitel'ské ciele buda mat
vyznamnejSie postavenie molekulové markery, ktoré zefektivnia proces selekcie genotypov so ziaducimi
vlastnostami. Markery GP122;;5, M221 a Senl boli overené na 9 populaciach krizenia vysledky potvrdili, ze
sa mézu v priamej selekcii v novoslachteni I'ul’ka zemiakového aplikovat. Druhd cast’, hlavne polygénne
zalozenych znakov, si bude vyzadovat' esSte vela usilia nielen pre ziskanie spolahlivych selekénych
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markerov, ktoré budu jednoznacne identifikovat’ pozadovany znak, ale bude potrebné aj objasnit’ interakcie
polygénne zaloZenych znakov so zmenami prostredia.

Tato praca bola podporovana Agentirou na podporu vedy a vyvoja prostrednictvom finan¢nej podpory
¢.APVT-99-027104"
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METODY IZOLACE PYLOVYCH ZRN CUCUMIS SPP. (C. SATIVUS, C. MELO)
VYUZITELNE PRI IN VITRO OPYLOVANI
METHODS OF ISOLATION OF CUCUMIS SPP. POLLEN GRAINS (C. SATIVUS,
C. MELO) AND THEIR UTILIZATION IN IN VITRO POLLINATION

Dagmar SKALOVA — Bozena NAVRATILOVA — Ale§ LEBEDA

Aim of this study is optimalization methods of isolation Cucumis spp. pollen grains. These isolated pollen grains can be
utilized for in vitro pollination within the genus Cucumis. This type of pollination is useful for interspecific hybridization
to transfer some specific genes for various resistances from wild Cucumis spp. genotype to cucumber genotype.
Successful interspecific hybridization will be used in cucumber breeding. The main influence to pollen grains has type of
isolation, type of isolation (washing) solution, type of cultivation media and others. For these experiments were used two
accessions of Cucumis spp. — C. sativus and C. melo. Three types of isolations, three types of isolation (washing)
solutions and two types of cultivation media for pollen grains of these two accessions were tested. There were observed
percentages of pollen grains viability, of occurred pollen tubes and arisen embryos (embryo-rescue cultures). Various
methods of isolation were compared and their utilization for successful in vitro pollination was evaluated.

Key words: Cucumis spp., isolations of pollen grains, in vitro pollination, interspecific hybridization, cultivation media,
embryo-rescue

Uvod

In vitro opylovani je souéasti souboru metod explantatovych kultur. Tato biotechnologickd metoda je
vyuzitelnd pii prekonani fady prezygotickych i postzygotickych bariér vznikajicich pfi interspecifické
hybridizaci vzijemné se nekiizitelnych druhti (napf. rozdilny podet chromozémii; ONDREJ a kol., 2002).
Okurka seta (Cucumis sativus) z ¢eledi Cucurbitaceae je jednou z hospodatsky nejvyznamnéjsich rostlin, ale
jako vétsina kulturnich plodin je i ona napadana mnoha $kidci a chorobami. Geny pro rezistenci vii¢i nim se
velmi Casto nachazeji v genofondu planych druhti rodu Cucumis (LEBEDA a kol., 2007). Interspecificka
hybridizace mtize u tohoto rodu vyfesit problematiku rezistence a obohaceni genové diverzity (pfenesenim
vhodnych genii z genofondu planych druhii do genofondu okurky seté; SKALOVA a kol., 2007). Izolovana
zrala vajicka a pylova zrna jsou kultivovana na médiich podporujicich rist pylovych lacek. Po in vitro
opylovani mtize dojit k oplozeni a vznikla embrya jsou poté pfenesena na média podporujici embryogenezi a
samotnou organogenezi (metoda embryo-rescue; embryokultury). Cilem tohoto pokusu bylo porovnat rizné
metody izolace pylovych zrn a jejich nasledné vyuziti pro in vitro opylovani (vnitrodruhové i mezidruhové).

Material a metody
Rostlinny material

Pro in vitro opylovani byly pouzity rostliny Cucumis sativus (Stela F1, 09H390744) a C. melo
(09H400596). Byla odebirana poupata sami¢ich kvéta C. sativus a sam¢ich kvéta C. sativus a C. melo. Tato
poupata byla povrchové desinfikovana (1min v 70% EtOH; 10 min v 2,5% chloraminu; 3x promyti ve sterilni
vod¢) a kultivovana na % MS-médiu (MURASHIGE a SKOOG, 1962) po dobu 3 dnii (termostat, 25 °C).

Izolace pylovych zrn, in vitro opylovani

Pro izolaci pylovych zrn byly pouzity tfi promyvaci roztoky (NLN, YST a VB; Tab. 1) a tii metody
izolace pomoci centrifugace (metoda a, b, c; Tab. 1). Purifikovana pylova zrna byla rozmisténa na a okolo
zralych vaji¢ek (Obr. 2a). Jejich kultivace a nasledné in vitro opylovani probihalo na dvou kultivaénich
médiich: YS (ONDREJ a kol., 2002) a CP (CASTANO a DE PROFT, 2000) (termostat, 25 °C).
Bezprostiedné po izolaci pylovych zrn byla hodnocena jejich zivotnost a poéet pylovych lacek (hodnoceni
probihalo na médiu YS pomoci fluorescen¢niho mikroskopu Olympus “BX60” s filtrem BW a fluorescein
diacetatu; Tab. 2; Obr. 2b, c).

Embryokultury

Po tfech dnech kultivace vaji¢ek a pylovych zrn na médiich YS a CP byl hodnocen vyvoj vajicek,
ptipadné vznik embryi (Tab. 2). Vyvijejici se vajicka a vznikla embrya byla pfenesena na média podporujici
embryogenezi (SKALOVA a kol., 2006) a byla umisténa do kultivaéni mistnosti (22°C / 18°C ; 16 h den/ 8 h
noc - perioda; 32 — 36 pmol - m?2-s™).

Vysledky a diskuse

V experimentech tykajicich se in vitro opylovani u rodu Cucumis byly testovany tfi metody izolaci
pylovych zrn pomoci centrifugace (metoda a, b, ¢); tfi promyvaci roztoky (NLN, YST, VB) a dv¢ kultivacni
média pro izolovana vajicka a pylova zrna (YS a CP). Vysledky jsou sumarizovany v Tab. 2 a Obr. 1. Po in
vitro opylovani dochazelo k vyvoji vajicek (vaji¢ka se zvétSovala, zelenala) nebo ke vzniku embrya, jehoz
vyvoj se zastavil vrané fazi (Obr. 2f). Jako nejvyssi stupen regenerace byl zaznamenan vznik kalusu
z embryi (Obr. 2d, e). Nase experimenty pokracuji, zatim nebyly ziskdny rostliny.
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Z porovnani Zivotnosti pylovych zrn po vSech variantidch jejich izolace (metody a, b, c; promyvaci
roztoky NLN, YST, VB) vyplyva, ze pro C. sativus byl nejvhodnéjsi promyvaci roztok VB a metoda izolace
»C (79 %). Tyto vysledky jsou srovnatelné s vysledky jiz publikovanymi (CASTANO a DE PROFT, 2000).
Promyvaci roztok NLN a metoda ,,a* byla nejvhodné&jsi pro C. melo (68 %).

U obou druhti se ukazalo, Ze vhodnou metodou izolace pylovych zrn pro nasledny rust pylovych lacek je
metoda ,,a“. Nejvyssiho primérného poctu pylovych lacek bylo dosazeno u promyvaciho roztoku YST
v piipadé C. sativus (2,9%) a u roztoku NLN u C. melo (12,4%).

Nejvyssi procento regenerace oplozenych vajicek (tj. rust vaji¢ka; vznik embrya, kalusu) bylo u C. sativus
pozorovano v ptipadé pylovych zrn izolovanych v roztoku NLN, metodou ,,b*, kultivovanych na médiu YS
(65%). Nejlepsi regenerace u C. melo bylo dosazeno v piipadé pylovych zrn izolovanych v roztoku VB,
metodou ,,b*, kultivovanych na médiu CP (66%).

Pylova zra C. sativus prokazovala obecné vys§i pramérnou Zzivotnost (72%) nez pylova zrna C. melo
(61%). Na druhou stranu, pylova zra C. melo vykazovala vétsi primérnou aktivitu v ristu pylovych lacek
(7,1%), nez pylova zrna C. sativus (0,8%). Pocet regeneraci (rust vajicek; vznik embryi, kalusi) byl vyssi
v piipadé¢ mezidruhového in vitro opylovani C. sativus x C. melo (44%). U vnitrodruhového in vitro
opylovani C. sativus byl pocet regeneraci nizsi (29%).

Zvolené metody izolace pylovych zrn pomoci centrifugace byly uspé$né. Metoda ,,a“ (drceni prasnikil a
trojnasobna centrifugace) byla vhodna pro ziskani nejvyssiho poctu zivotnych pylovych zrn a nasledné i
vys§iho procenta rustu pylovych 1aéek. Jednoduché slozeni promyvaciho roztoku YST a kultiva¢niho média
YS mélo pozitivni vliv na kultivaci pylovych zrn (u YST vysoké procento zivotnosti, u YS poté vyssi
procento rastu pylovych lacek). Pozitivni vliv na Zivotnost pylovych zrn mély ale i dal§i promyvaci roztoky
(NLN i VB). Kultiva¢ni médium CP, které obsahovalo caseinhydrolyzat, poskytovalo vhodné podminky pro
vznik embryi a nasledné i tvorbu kalusti. Tvorba kalusu byla nejvy$§im ziskanym stupném regenerace po in
vitro opylovani (velikost kalusu max. 1mm). Ke stejnym vysledktim dospél i ONDREJ a kol., 2002.

Na zdokonaleni metodiky se bude nadale pracovat (vyuziti polyploidizace pomoci kolchicinu, jako
v ptipadé in vivo opylovani u rodu Cucumis, SKALOVA a kol., 2006).

Zavér

Vybrané metody izolace pylovych zrn pomoci centrifugace se vyrazné neli$i. Velky vliv na in vitro
opylovani ma predevsim kvalita pylovych zrn (jejich zralost, mnozstvi a stav kvéti, stav donorovych rostlin).
Vysoka procenta zivotnosti pylovych zrn se vyskytuji u izolaci ve v§ech promyvacich roztocich metodami
A a,,c*. Metoda ,,b* byla pro ziskani Zivotnych pylovych zrn nejméné vhodna. Kultivaéni médium YS i
promyvaci roztok YST maji pozitivni vliv na rust pylovych laéek. Vyssi procento vzniklych embryi se na
druhou stranu objevuje na kultivaénim médiu CP u pylovych zrn izolovanych metodou ,,b*“. NejvyS$im
dosazenym stupném regenerace byl vznik kalusu (primérna velikost 1mm). Zdokonaleni této metodiky muize
vyrazng piispét k pokrokiim ve §lechtitelstvi tykvovitych rostlin.
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Tabulka 1: Promyvaci roztoky a metody izolace pylovych zrn pro in vitro opylovani

Izolac¢ni . NITN . YS,T . V}?
roztoky modifikovany NLN roztok modifikovany YST roztok modifikovany VB roztok
(LICHTER, 1981) (ONDRETI a kol., 2002) (VIZINTIN a BOHANEC,

2004)

’,a“ ”b“ ,’C“
rozdrceni prasnikd sklenénou  rozdrceni prasnikti sklenénou  rozdrceni prasnikti v prom.
Izola¢ni ty¢inkou v prom. roztocich; ty¢inkou v prom. roztocich; roztocich sterilni Ziletkou;

metody 3x filtrace a centrifugace pfi centrifugace pti 500 rpm (5 centrifugace shodna s
900 rpm (10-5-5 min) min), filtrace a centrifugace metodou ,,b*
pfi 1000 rpm (3 min)

Tabulka 2: Porovnani Zivotnosti, prumérného poctu pylovych la¢ek a poctu regeneraci u in vitro
opylovani Cucumis spp.

Izolovana Pocet izg{ovanych Ijrﬁmérné Prﬁm§m§ ’pvoéet Pocet re'generaci po in vitro
pylové zma VaJIC.ek zwo’tnost pylovycp lacek u opyleni u Cucumis spp. **
Cucumis spp. C. sativus pylovy_ch zrn pylovy_ch zrn
Q Cucumis spp. Cucumis spp. Y S-médium CP-médium
(%0)* (Yo)*
45E S6E
. 1080 72 (£16) 0,8 118V 92V
C. sativus > 311 (29%)
S0E SSE
900 61 (x11) 7,1 124 ZV 164 ZV
C. melo Y 393 (44%)

*hodnoceno na YS-médiu; bezprostredné po izolaci pylovych zrn

**hodnoceno po 3 dnech kultivace @ s & na médiich YS a CP, poté piesazeno na média podporujici
embryogenezi; E — vznik embrya (1mm; v nékterych pfip. vyskyt kalusu), V — vyvoj vajicka (do Imm; rust,

zelenani)

110 4 O Metoda"a" 110 1 ® Metoda *a"
100 B Metoda'd” 100 B Metoda b
£ 90 OMetoda'c” S 9 O Metoda "c"
E 80 T E 80
5 70 = £ 701
2 60+ — % 607 T ‘J—l:_‘ 1
2 504 - % 50 I
g 40 | g 40 1
g 30 L % 30 I
2 201 — & 207 1

10 + — 101
0+ L 0
YST VB NLN YST VB
Promyvaci roztoky Promyv aci i roztoky

Obr. la Obr. 1b
Obr: 1a-b Primérna Zivotnost pylovych zrn po izolaci u C. sativus (1a) a C. melo (1b)

Obr. 2¢
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Obr. 2d Obr. 2e Obr. 2f

Obr. 2a-f Rozmisténi izolovanych pylovych zrn na a okolo vajicek (2a); rostouci pylova lacka (2b);
Zivotna pylova zrna (2¢); vznik kalusu po in vitro opylovani (2d,e); vznik embrya po in vitro opylovani

29
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VLIV PREDKULTIVACE NA KRYOKONZERVACI CHMELE
INFLUENCE OF PRETREATMENT ON HOP CRYOPRESERVATION

Petr SVOBODA ' — Milo§ FALTUS 2

In our experiments we compared different pretreatment on hop (Humulus lupulus, L.) cryopreservation. We evaluated
impact of 0.75 M sucrose and 60 % polyethylene glycol together with low temperature treatment on survival and
regeneration of hop plant after cryopreservation. We found out that pretreatment by both osmotic components had
significant effect on an improvement of survival and plant regeneration. The highest plant regeneration was obtained for
the method using nodal cuttings pretreatment with 0.75 M sucrose and low temperature treatment (2 °C) and following
shoot tip loading with 0.7 M sucrose for overnight and air desiccation of shoot tips above silicagel (3 hours). This
method is used routinely for cryopreservation of hop germplasm at the Research Institute of Crop Production in Prague
in collaboration with the Hop Research Institute, Co., Ltd. in Zatec.

Key words: hop, Humulus lupulus L., pretreatment, cryopreservation, in vitro cultivation

Uvod

Kryokonzervace je technologie uchovani rostlin a jejich ¢asti v ultra — nizkych teplotach v kapalném
dusiku pfi teploté — 196 °C. Vyuziva se pro uchovani genofondu vegetativiné mnozenych rostlin. Tato metoda
prispiva k uchovani genetické stability a zamezuje starnuti skladovaného materialu. Kryokonzervace je
vyuzivana pro uchovani genetickych zdroji kulturnich a planych forem, ozdraveného materialu, u kterého
hrozi pfi mnozeni v ex vitro podminkach znehodnoceni vlivem piisobeni biotickych a abiotickych strest.
Vychozim materidlem jsou rostliny pfevedené do in vitro kultur. Pro Slechtitele se pomoci kryokonzervace
uchovava pyl pro kiizeni.

V roce 2003 byla zaloZena prvni Kryobanka vegetativné mnoZenych rostlin v Ceské republice ve VURV
Allium, jablon, hrusen, jahodnik, viSen, tfesen a vinnou révu). Od roku 2003 je v ramci projektu Kryobanky
feSen spoleény projekt Narodni agentury pro zemédélsky vyzkum QF 3039: ZaloZeni kryobanky pro
konzervaci vegetativnich vrcholil bramboru a chmele.

Zakladnim predpokladem tspésné kryoprezervace je splnéni podminky, Zze nesmi dojit k intracelularni
pevné faze — amorfni hmoty s vylouc¢enim tvorby ledovych krystalti. V piipadé, ze nedochazi ke krystalizaci,
nachazeji se vzorky obsahujici vodu (veskeré rostlinné vzorky) pii teploté pod — 130 °C ve skelném stavu.
Skelny stav je charakterizovan prakticky uplnym zastavenim veSkerych metabolickych procest, véetné
procesu starnuti nebo jinych procesu, které by zptsobily poskozeni takto uchovavaného materialu.

Cestou k dosaZzeni skelného stavu je sniZzeni obsahu vody ve vzorcich a dostatecné rychly zpusob
zamrazeni vzorki do tekutého dusiku. Pfi vyvoji kryoprezervani metody chmele jsme se zaméfili na
piirozené zpusoby otuZovani rostlin pomoci osmotického pfizptsobeni a nizké teploty pro dehydrataci
vzorkl pred kryoprezervaci. Porovnavali jsme vliv riznych zplsobd predkultivace rostlin s cilem zvysit
uspésnost jejich kryoprezervace.

Material a metodika
Byl zkouman vliv 0,75 M sacharosy a 60 % polyethylen glykolu s molekulovou hmotnosti 3350 pfi
ptredkultivaci rostlin chmele in vitro pfi soucasném otuzovani rostlin nizkou teplotou.

Kultivace vychozich rostlin in vitro

Osvalduv klon ¢islo 72, meriklon 4631 ziskany v rdmci ozdravovaciho procesu ¢eského chmele Svoboda
(2) byl pouzit jako experimentalni material pro porovnani kryoprezervacnich metod chmele. Vychozi rostliny
byly kultivovany v Erlenmeyerovych bankach (100ml, 20 ml media) na modifikovaném kultivaénim mediu
podle Murashige a Skoog (1) bez kaseinu a myoinositolu a se snizenym obsahem dusiku (25 % ptvodniho
obsahu NH4;NO; a 50 % ptivodniho obsahu KNO; ve srovnani s mediem podle MURASHIGE a SKOOG,
1962), 20 g I'' glukosy a 7 g 1" agaru (MS" medium) pii 22 + 1 °C, 80 umol m™ s, fotoperiodou 16/8 h,
subkultivacni interval byl 8 tydnt. Z téchto rostlin byly odebrany nodalni ¢asti, které¢ byly pasazovany na
MS" medium a kultivovany ve stejnych podminkach jako vychozi rostliny a béhem kultivace doslo k
prorustani axilarnich pupenti na nodéalnich segmentech.

Predkultivace rostlin

Po 12 dnech kultivace byla jedna ¢ast rostlin, oznacena jako varianta A ponechana v kontrolnich
kultivacnich podminkach pfi 22 + 1°C. Druha ¢ast rostlin byla pfenesena do kultivace s nizkou teplotou (2 £
1 °C) k otuZovani. U ¢asti téchto rostlin byla po 7 dnech kultivace provedena aplikace 10 ml 60 % roztoku
polyethylen glykolu 3350 (varianta B) nebo 10 ml 0,75 M roztoku sacharosy (varianta C).
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Syceni a desikace apikalnich vrcholu

Po dalsich 7 dnech kultivace byly rostlin izolovany vegetacni vrcholy a syceny na filtranim papife
nasyceném roztokem 0,7 M sacharosy. Po jednom dni syceni sacharosou byly apikalni vrcholy pfeneseny na
hlinikové plisky a dehydratovany 3 hodiny nad vysusenym silikagelem v uzavienych nadobach.

Kryoprezervace a regenerace

Apikalni vrcholy na hlinikovych pliscich byly zmrazeny pfimym ponofenim plisku do tekutého dusiku.
Odtavani apikalnich vrcholl na hlinikovych pliscich bylo provedeno piimym ponofenim pliskid s vrcholy do
vodni 1azné o teploté 40 °C. Nasledna regenerace rostlin probihala na MS™ mediu s 40 g I'' glukosy a 0,2 mg
1" kyseliny giberelové (GA), 0,1 mg I kyseliny indolyl méselné (IBA) a 0,2 mg I"' 6 — benzylaminopurinu
(BAP).

Vysledky a diskuse

Predkultivace s aplikaci osmotik a nizké teploty vyznamné zvysilo Zivotnost i regeneraci rostlin po
kryoprezervaci (tab. 1. U varianty bez predkultivace rostlin, kdy byly izolované vrcholy pfimo syceny
pomoci 0,7 M sacharosy s jejich naslednou dedikaci nad silikagelem, dosahovala Zivotnost rostlin po
kryoprezervaci pouze 10 % a nepodarilo se zregenerovat zadnou rostlinu po kryoprezervaci.

Vlivem osmotického pfizplisobeni a nizké teploty doslo ke zvySeni Zivotnosti o pfiblizné 40 — 55 %.
Regenerace rostlin se vlivem osmotického stresu zvysila pfiblizn€ o 30 — 40 %.

Nejvyssi preziti rostlin (67%) po kryoprezervaci bylo dosazeno u varianty B s pouzitim polyethylen
glykolu 3350 pro osmotické ptizpusobeni rostlin. Pti pouziti sacharosy byla dosaZena prumérna zivotnost
rostlin 53%. Zivotnost rostlin téchto dvou variant predkultivace nebyla vzajemné statisticky vyznamné
odli$na na hladin¢ vyznamnosti 0,05. Ob¢ varianty byly statisticky vyznamné odlisné od kontrolni varianty,
coz znamena, ze pouzité zpasoby ptedkultivace mély vyznamny vliv na zvySeni Zivotnosti rostlin po
kryoprezervaci.

Nejvyssi regenerace rostlin (37%) po kryoprezervaci byla zjisténa u varianty s pouzitim sacharosy pro
3350 pro predkultivaci rostlin (28%). Ob¢ varianty piedkultivace nebyly vzajemné statisticky vyznamné
odlisné, ale byl prokazan statisticky vyznamny vliv obou zptsobil ptfedkultivace na zvySeni regenerace
rostlin po kryoprezervaci.

Plsobeni nizké teploty spolecné s aplikaci osmotika mélo vliv na omezeni dlouzivého ristu axilarnich
vyhonku, které byly vice kompaktni a jejich pletivo bylo pevnéjsi nez u kontrolnich rostlin. Doslo tak
k vyraznému zvyseni efektivnosti vlastni kryoprezervace vrcholi chmele. Nebyl zjistén vyznamny rozdil
v zivotnosti ani regeneraci rostlin mezi testovanymi variantami pouzitych osmotik. Varianta C s
predkultivaci nodalnich segmentti pii nizké teploté (2 °C) s aplikaci 0,75 M sacharosy pro osmotické
pfizpusobeni rostlin s naslednym sycenim izolovanych vrcholii na 0,7 M sacharose a s jejich naslednou
desikaci nad silikagelem se jevila jako nejvhodnéjsi postup pro kryoprezervaci. V tomto piipadé byla
dosazena nejvyssi maximalni regenerace rostlin po kryoprezervaci (az 44%) a soucasné byla jednodussi a
presngjsi aplikace roztoku 0,75 M sacharosy nez 60 % roztoku polyethylen glykolu, pficemz sacharéza je na
rozdil od polyethylen glykolu, sou¢asti metabolismu rostlin a je povazovana za ptirozeny kryoprotektant.
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Tabulka 1: Vliv riznych zpusobii predkultivace na procento pieZiti a regenerace rostlin chmele po
kryoprezervaci

Podminky predkultivace rostlin Uspé&snost kryoprezervace
Varianta
Teplota Osmotické Syceni izolovanych 0/ siort o .
kultivace prizptsobeni rostlin vrcholl 7o preziti /o regenerace
A 22+ 1°C ne 0,7 M sacharosa 10° 0°
B 2+1°C 60% PEG 3350 0,7 M sacharosa 67" 28?
C 2+1°C 0,75 M sacharosa 0,7 M sacharosa 53% 37°

* a, b oznaduji statisticky vyznamny rozdil mezi variantami na hlading vyznamnosti 0,05)

Zavér

Byly ovéteny dva zpiisoby predkultivace rostlin chmele s vyuzitim 0,75 M sacharosy a 60 % polyethylen
glykolu. Oba zptsoby piedkultivace rostlin mély statisticky vyznamny vliv na zvySeni zivotnosti a
regenerace rostlin chmele po kryoprezervaci. Nejvyssi regenerace rostlin po kryoprezervaci byla dosazena pfi
pouziti 0,75 M sacharosy spolu s nizkou teplotou pro predkultivaci nodalnich segmentti a naslednym sycenim
izolovanych vzrostnych vrcholti na 0,7 M sacharose a jejich desikaci nad silikagelem. Tento postup je rutinné
pouzivan pii kryoprezervaci genovych zdroji chmele ve Vyzkumném tstavu rostlinné vyroby v Praze
Ruzyni ve spolupraci s Chmelafskym institutem s.r.o. v Zatci.

Podékovani: Presentovani vysledky byly dosazeny pfi feseni projektu NAZV QF 3039 za finan¢ni podpory
Mze CR.
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SLECHTENi CHMELE (HUMULUS LUPULUS L.) PRO BIOMEDICIALNI A
FARMACEUTICKE UCELY
BREEDING OF HOP (HUMULUS LUPULUS L.) FOR BIOMEDICAL AND
PHARMACEUTICAL PURPOSES

Vladimir NESVADBA — Karel KROFTA

We harvested and analyzed with the help of liquid chromatography totally 543 samples taken from our breeding material
and collection of hop genetic resources. The range of xanthohumol contents varied from to 0,14 % (Ukraine variety
Sumer) to 0,88 % (Czech variety Agnus)). Desmethylxanthohumol (DMX) contents move since 0,02 % (four hop
varieties: regional variety “Roudnicky”, German variety Hersbruck and English varieties Kent and College Cluster) to
0,23 % (new breeding material no. 4902). Linear regressions of xanthohumol as well as DMX contents with alpha acids
contents were determined. Correlation coefficients move since 0,61 to 0,86 and so they show important tightness of
dependence. That means genotypes with high contents of hop resins show higher contents of xanthohumol and DMX.

Key words: hop, Humulus lupulus L., xanthohumol, desmethylxanthohumol, genetic resources, new breeding material,
hop resins.

Uvod

Slechténi chmele bylo vzdy vyhradné zaméfeno pro pivovarské iely. Chmelové odriidy musi vykazovat
priznivy vliv na kvalitu piva a pfedevSim na charakter hotkosti piva (NESVADBA, KROFTA, 2007).
V poslednich letech bylo Slechténi chmele zaméfeno na odolnost k houbovym chorobam a to predevsim
k peronospote chmelové a k padli chmelovému (NESVADBA et al., 2006). Tyto choroby zptisobuji ve svéte
znaéné ztraty na produkci chmele a vyrazné zvysuji naklady na chemickou ochranu proti témto chorobam.

V soucasné dobé¢ je vyrazny zajem farmaceutického primyslu o latky obsazené v chmelovych hlavkach.
Jedna se predevSsim o prenylované flavonoidy, protoze u nich byly objeveny vyznamné antioxidacni,
bylo prokdzano aktiva¢ni pusobeni na chinonreduktdzu. Zminény enzym chrani bunky proti toxickym
xenobiotikim tim, Ze redukuje chinony na hydrochinony, které se v téle savcl snadnéji odbouravaji
(MIRANDA et al., 2000). U isoxanthohumolu a 8-prenylnaringeninu byly zjistény inhibi¢ni uCinky na
cytochrom P450 enzymy, které aktivuji ptisobeni riznych karcinogenti. TOBE et. al. (1997) zjistili, Ze kostni
resorpce je vyznamn¢ inhibovana nékterymi latkami ze chmele, pfedev§im xanthohumolem a humulonem.
Uvedené slouceniny jsou v soucasné dobé povazovany za perspektivni terapeutické latky proti osteoporoze.
Antioxidacni vlastnosti prenylovanych flavonoidi byly objeveny pfi inhibici oxidace ,low density*
lipoproteind, kterd snizuje riziko vzniku kardiovaskularnich chorob. Cytotoxicky vliv xanthohumolu,
dehydroxanthohumolu a isoxanthohumolu na lidské rakovinné buikky né€kolika organti byl prokézan
v koncentracich 0,1 az 100 uM. Testovani pozitivnich vlastnosti xanthohumolu a dalSich piibuznych latek stale
pokratuje v ,,in vitro® i ,,in vivo* podminkach. S ohledem na uvedené skuteCnosti lze ogekavat, Ze mnozstvi
chmele, které se vyuziva mimo pivovarsky pramysl, bude mit do budoucna rostouci trend.

Od roku 2006 se Chmelaisky institut s.r.o. Zatec zaméfil na Slechténi chmele pro biomedicialni a
farmaceutické Gcéely. Cilem projektu je ziskat nové genotypy chmele s vysokym obsahem xanthohumolu a
desmethylxanthohumolu (dale DMX)

Material a metody

Vysledky obsahu sledovanych latek byly ziskany z Slechtitelského materidlu a polni kolekce
genetickych zdroji chmele. Xanthohumol byl ze chmele a upravenych chmelovych vyrobkt extrahovéan
smési diethyléter-methanol. Ziskany extrakt se délil na chromatografické koloné NUCLEOSIL RP Cyg, 5 pm,
250 x 4,6 mm. Xanthohumol eluovany z kolony byl spektrometricky detekovan pfi vinové délce 370 nm.
Vlastni pracovni postup byl stejny jako pii pripravé vzorku pro analyzu hotkych kyselin metodou HPLC,
EBC 7.7 (1997). Chroma-tografické stanoveni xantho-humolu a o- a B-hotkych kyselin bylo provadéno
simultanné tak, ze analyticky signal byl sniman pfi dvou vlnovych délkach 314 a 370 nm. Pfi prvni vlnové
délce se detekovaly a-hotké a PB-hotké kyseliny, pii druhé xanthohumol, jehoz absorpéni spektrum
s typickym maximem pfi 370 nm, je na obr. 1. Kvantifikace xanthohumolu byla provedena externi kalibraci
na analyticky Cisty standard o Cistoté 99,5 %, ktery byl ziskan darem z Oregon State University USA
(KROFTA, 2002). Kalibra¢ni roztok xanthohumolu byl pfipraven rozpusténim 4 mg latky ve 100 ml
methanolu o HPLC Cdistoté. Ze zdznamu simultanni analyzy hotkych kyselin a xanthohumolu je patrné, ze
flavonoid se eluuje priblizné v Sesté minuté analyzy, hotké kyseliny se vyd€luji postupné od desaté do
dvacaté minuty. Absorbance xanthohumolu pfi vinové délce 370 nm je v porovnani s absorbanci pfi 314 nm
pfiblizné trojndsobna. Obsah xanthohumolu ve vzorku se zpravidla stanovuje s piesnosti na dvé desetinna
mista. RozSifend nejistota méteni, tj. 95 % interval spolehlivosti stfedni hodnoty, byla pro xanthohumol
stanovena =+ 3,5 % relativnich. Statistické zpracovani experimentalnich dat bylo provedeno pomoci
programu QC.Expert 2.5 (TriloByte s.r.0., Pardubice).
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Vysledky a diskuze

V roce 2006 byly odebrany vzorky z celé polni kolekce genetickych zdroji, kde je 308 polozek a z ¢asti
rozpracovaného Slechtitelského materialu bylo sklizeno a nasledn¢ odebrano 235 vzorkti chmele. Celkem
18 bylo sklizeno 543 vzorkti chmele.
1o Po  sklizni  byly zahajeny
chemické analyzy téchto vzorkt.
Rozpéti obsahu xanthohumolu
12 bylo stanoveno od 0,140 %
1 (ukrajinskd odriida Sumer 0,880
%) do (Ceskd odrida Agnus).
Obsah DMX je niz§i nez obsah
xanthohumolu a to od 0,02 (4

absorbance [AU]

o4 odridy — krajova Roudnicky,
02 némecka Hersbruck a anglické

Kent a College Cluster) do 0,23
= (n3l. 4902). Cilem projektu je

ziskat  genotypy s obsahem

vinova délka [nm]

xanthohumolu 1,2 az 1,5 %,
bohuzel v analyzovaném souboru
dat nebyl nalezen zadny genotyp
dosahujici tento parametr. Druhy cil projektu je ziskat genotypy s obsahem DMX 0,25 az 0,30 %, bohuzel
ani tuto hranici neptekonal zadny genotyp, pouze 4 novoslechténi (4902, 4729, 5008 a 4909) vykazuji obsah
nad 0,20 %. Prvni vysledky poukazuji, Ze analyzovany Slechtitelsky materidl nedosahuje pozadované
minimalni hranice 1,2 % obsahu xanthohumolu. Pro §lechténi chmele je dtlezité, Ze nejvys$Si obsahy
xanthohumolu vykazuji pfedevs§im novoslechténi z Ceské republiky nez testované zahrani¢ni odrudy. Lze
konstatovat, ze tyto materialy budou dobrym zakladem pro kfiZzeni v ramci tohoto vyzkumného projektu.
Naopak vysledky obsahu DMX slechtitelského materialu poukazuji, ze nékolik novoslechténi se k hranici
0,25 % pfiblizuje. Lze konstatovat, ze dosazeni pozadované hranice obsahu xanthohumolu bude nutné
realizovat vyssi pocet kiiZzeni, abychom otestovali rodi¢ovské komponenty, které budou vykazovat obecnou
kombinaéni schopnost a nasledné je vyuzit pro vybér sestaveni kombinaci pro ziskani jedinct se specifikou
kombinaéni schopnosti. Dle vysledkti obsahu DMX je zfejmé, Ze se mozna naleznou poZadované genotypy
(tj.s obsahem DMX nad 0,25 %), piesto postup Slechténi bude shodny se §lechténim na obsah xanthohumolu.

Slechténi chmele na obsah xanthohumolu a DMX dosud v Ceské republice a dle informaci ani v zahraniéi
nebylo dosud cilené feSeno. Jedna se o Uplné novy Slechtitelsky znak. Samoziejmé, ze zakladem Slechténi
bude vybér rodi¢ovskych komponentll s vysokym obsahem xanthohumolu a DMX. Z uvedeného souboru
ziskanych dat byly zjistény na zaklad¢ statistického hodnoceni dal§i nové poznatky. Pomoci linearni regrese
se stanovil trend zavislosti obsahu jak xanthohumolu, tak DMX na obsah slozek chmelovych pryskyfic. Dale
korelaci byla stanovena tésnost zavislosti.

Z grafu 1 je patrné, Ze se zvySujicim obsahem alfa hotkych kyselin se zvysuje obsah xanthohumolu.
Tento trend potvrzuje 1 vysoky

Obrazek 1: Absorpéni spektrum methanolového roztoku
xanthohumolu

Frbaturct Regresni kfivka - Sheet korela¢ni koeficient (r = 0,86).
0.90+ . Stonasobek koeficientu
0 &0- determinace (r*) uvadi, ze z 74,44

% je vySe obsahu xanthohumolu

070 z4visld na vysokém obsahu alfa
060 hotkych kyselin. Tento poznatek
ma velky vyznam pro $lechténi na

0.0 obsah  xanthohumolu, protoze
040 Slechtitelské pracoviévté ve
Chmelaiském institutu Zatec ma

0.304 zku§enosti se Slechténim na vysoky
0.20- obsah alfa hotkych kyselin (nova
aha odrida Agnus byla registrovana

010 T T ' T T ' T 1= vroce 2001). Obsah beta hotkych
d 2 4 & & 10 12 14 16 kyselin ma téz vliv na obsah

xanthohumolu. Opét  genotypy
chmele s vys$Sim obsahem beta
hotkych kyselin vykazuji vyssi
obsah xanthohumolu. Tato
zévislost neni tak silna (r = 0,61) jako u obsahu alfa hotkych kyselin. Dalsim dileZitym odridovym znakem
je podil kohumulonu a kolupulonu. Bohuzel korelace k podilu kohumulonu neni vyznamna (r = 0,32), pouze
podil kolupulonu vykazuje vyssi korelaci (r = 0,55).

Graf 1: Linearni regrese obsah xanthohumolu/obsah alfa horkych
kvselin
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Z grafu 2 je patrné, Ze se zvySujicim obsahem alfa hotkych kyselin se zvySuje obsah DMX. Tento trend
o — potvrzuje korelacni koeficient r =
0.30 Regresni krivka - Sheet 0,73.  Stonasobek koeficientu

determinace (r*) uvadi, 7e z 53,33
% je vySe obsahu DMX zavisla na
vysokém obsahu alfa hotkych
kyselin. Tato korelace je nizsi nez
u obsahu xanthohumolu, tzn., ze
Slechténi na obsah DMX nebude
zcela shodné s Slechténim na
obsah xanthohumolu — S§lechténi
na vysoky obsah alfa hotkych
kyselin. Obsah beta hotkych
kyselin ma vliv na obsah DMX
vy$$i nez na obsah xanthohumolu,
protoze vykazuje vysSi tésnost
zavislosti (r = 0,71). Je
pravdépodobné, ze obsah DMX
Graf 2: Linearni regrese obsah DMX/obsah alfa hoikych kyselin bude shodn¢ zavisly na obsahu

alfa 1 beta hotkych kyselin

(vykazuji témét shodny korelacni koeficient), tzn., Ze novoslechténi s vysokym obsahem alfa hoikych
kyselin musi téz vykazovat vysoky obsah beta hotkych kyselin. Tato teorie se bude ovéfovat pti vys$sim
poctu ziskanych dat a v ramci nékolika ro¢nikd. Pokud se tato teorie potvrdi, tak by Slechténi chmele na

wewr

0.204

0104

0.00

obsahu DMX  nevykazuje

Frbatie zavislost na  vysi  podilu
0.90 - kohumulonu (r = 0,13) nebo
0804 kolupulonu (r = 0,25).

. Dale byla stanovena
.70 pozitivni  linearni  regrese
00 obsahu xanthohumolu a DMX

] (graf 3). Korelacni koeficient
0.50- vykazuje vyssi tésnost

zavislosti (r = 0,77) a tim stona-

0.40- sobek koeficientu determinace
0.30- poukazuje, Ze Ize predpokladat,
ze genotypy s vysokym obsa-

0.204 hem xanthohumolu budou z
040 . : Iﬂ:{ 59,51 % vykazovat i vysoky
0.a0 oA0 0.20 0.30 obsah DMX. Dosazené vysled-
ky nevykazuji jednoznacné

zévislosti, ale pro zahdjeni
Slechténi na obsah xantho-
humolu budou tyto trendy (obsah alfa hotkych kyselin a obsah DMX) poukazovat na mozny smér
v §lechtitelském cyklu.

Graf 3: Linearni regrese obsah xanthohumolu/obsah DMX

Zavér

Dosazené vysledky analyz, trendl a korelace u samc¢ich genotypl 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. V roce 2006 bylo provedeno 19 kiizeni a v roce 2007
bylo provedeno 36 kiizeni. Rodicovské komponenty byly vybrany pouze s vysokym obsahem xanthohumolu
a DMX.
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HODNOCENI GENOFONDU REVENE (RHEUM L., POLYGONACEAE) Z
HLEDISKA OBSAHU VITAMINU C.
ASSESMENT OF ASCORBIC ACID IN DIFFERENT GENETIC RESOURCES OF
RHUBARB (RHEUM L., POLYGONACEAE)

Jarmila NEUGEBAUEROVA — Dana STRAKOVA

Rhubarb is a perennial plant with a specific taste. To evaluate the genetic resources of rhubarb, 21 specimens of petiole
have been tested for ascorbic acid content. In average, ascorbic acid recorded 258 mg.kg™. Higher ascorbic acid content
was obtained with the first harvested petiole 343 mg.kg™ (May), while the second harvest showed lower content 172
mg.kg™ (June).

Key words: Rheum L., genetic resources, edible petiole, ascorbic acid

Uvod

Reveinl (rebarbora) je zdatnou vytrvalou rostlinou ¢eledi rdesnovitych (Polygonaceae). Rod Rheum L.
zahrnuje asi 40 druht. Z historického hlediska se reven nejvice pouzivala v 1éCitelstvi a to predev§im druhy
Rheum officinale Baill. a Rheum tanguticum Maxim. ex Balf. (syn. Rheum palmatum L.) (1). Jako vytrvalé
zeleniny se pro jedlé fapiky péstuji reven kadefava (Rheum rhabarbarum L.), revenn bulharska (Rheum
rhaponticum L.) a jejich ktizenci (Rheum x hybridum Murray) (2). V roce 1995 byl na pracovisti Zahradnické
fakulty MZLU v Lednici na Moravé zaloZzen genofond rodu Rheum L. (3). Polozky genofondu byly
hodnoceny i v roce 2007 podle platného klasifikatoru (4). Stanoveni vitaminu C bylo provedeno metodou
kapalinové chromatografie. Obsah vitaminu C byl porovnan v zavislosti na terminu sklizné.

Material a metody

V roce 2007 bylo hodnoceno na pracovisti Zahradnické fakulty MZLU v Lednici na Moravé deset
polozek aktivni kolekce genofondu revené. Dalsi hodnoceni popisnych znaki bylo provedeno u rostlin
zahrnutych v pracovnich kolekcich nebo rostlin regenerovanych. Piehled 21 hodnoceného vzorku je uveden
v tabulce 1.

Tabulka 1:

vzorek €. druh/odrida
1* R. rhabarbarum 'JARA’
2% R. rhabarbarum "VICTORIA’
3* R. rhabarbarum "DAWES CHALANGE’
4* R. rhabarbarum 'THE SUTTON’
5* R. rhabarbarum "HOLSTEINER BLUT’
6* R. rhabarbarum (Némecko)
7 R. rhaponticum (CR)
8" R. rhabarbarum (Velka Britanie)
9 R. palmatum x R. witrockii
10 R. compactum
11 R. rhaponticum (CR)
12 R. rhabarbarum 'TIMPERLEY EARLY’
13 R. palmatum
14* R. australe
15* R. rhaponticum (Polsko)
16 R. rhaponticum (Mad’arsko)
17 R. rhaponticum (CR)
18* R. rhabarbarum (Némecko)
19 R. spiciforme
20 R. rhabarbarum "GLASKINS PERPETUAL’
21 R. australe "ANGERSIS’

* vzorky odebrané z aktivni kolekce genofondu

Po sklizni v terminech 22. 5. a 18. 6. 2007 byly odebrany priimérné vzorky z fapiki listt. Kyselina askorbova
byla po ptedchazejici Gipraveé vzorku stanovena metodou vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC),
s detekei v ultrafialové oblasti (UV) spektra na piistroji ECOM (CZ). Pro analyzu byla pouzita analyticka
kolona CGC 3x150 Separon SGX C 18,7 um, mobilni fazi byl roztok tetrabutylamonium hydroxidu (TBAH),
kyseliny §tavelové a vody v poméru 10:20:70 (v/v/v). Rychlost pritoku byla 0,5 ml/min., objem nastfiku 20
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ul, méfeni pii vinové délce 254 nm a teplot€ stanoveni 30 °C. Kvalitativni ureni bylo provedeno
z reten¢nich dat, kvantitativni stanoveni z ploch (vysek) piki vzorku a standardu.

Vysledky a diskuze

Obsah vitaminu C byl v prvnim terminu sklizné (kvéten 2007) hodnocen jako nizky (50-150 mg.kg™)
ve dvou vzorcich: vzorek ¢. 13 Rheum palmatum s hodnotou 146,81 mgkg” a ve vzorku & 5 Rheum
rhabarbarum "HOLSTEINER BLUT’ s hodnotou 150,43 mg.kg'. Stiedni obsah (151-250 mgkg™") byl
zjistén u vzorka &. 14 Rheum australe (175,68 mg.kg™) a & 21 Rheum australe "ANGERSIS’ (174,35 mg.kg"
1. Vysoky obsah (251-350 mg.kg") u osmi vzorkii: vzorek & 15 Rheum rhaponticum (Polsko), hodnota
329,61 mg.kg'; vzorek & 8 Rheum rhabarbarum (Velka Britanie), hodnota 321,68 mgkg'; vzorek &. 9.
Rheum palmatum x Rheum witrockii, hodnota 331,36 mgkg'; vzorek & 12. Rheum rhabarbarum
'TIMPERLEY EARLY’, hodnota 333,62 mgkg"'; vzorek & 3. Rheum rhabarbarum 'DAWES
CHALANGE’, hodnota 343,13 mgkg™"; vzorek & 17. Rheum rhaponticum (CR), hodnota 301,91 mgkg™";
vzorek & 19. Rheum spiciforme, hodnota 338,76 mgkg™" a vzorek & 18 Rheum rhabarbarum (Némecko) s
hodnotou 307,25 mg.kg”. Velmi vysoky obsah (nad 350 mgkg") byl zjistén u zbyvajicich osmi vzorki.
Nejvyssi hodnota (674, 65 mg.kg™) byla zjisténa u vzorku &. 4 Rheum rhabarbarum "'THE SUTTON", dale
hodnota 523,52 mg.kg™ u vzorku &. 16 Rheum rhaponticum (Mad'arsko), hodnota 506,38 mg.kg™” u vzorku ¢&.
6 Rheum rhabarbarum (Némecko), hodnota 432,37 mg.kg" u vzorku & 7 Rheum rhaponticum (CR), hodnota
422,13 mg.kg" u vzorku ¢ 11 Rheum rhaponticum (CR), hodnota 375, 64 mg.kg" u vzorku ¢ 20 Rheum
rhabarbarum “GLASKINS PERPETUAL’, hodnota 371,85 mgkg" u vzorku & 10 Rheum compactum a
hodnota 354,11 mg kg™ u vzorku &. 1 Rheum rhabarbarum ‘JARA’. Primérné hodnoty obsahu vitaminu C ve
vzorcich listovych fapikt z ¢ervnové sklizn€ roku 2007 byly o 49,75 % nizsi nez ze sklizné kvétnove.

V ¢ervnovém terminu byl obsah vitaminu C hodnocen jako nizky u deviti vzorka: vzorek ¢. 21 Rheum
australe "ANGERSIS’, hodnota 98,17 mg.kg™"; vzorek &. 4 Rheum rhabarbarum ‘'THE SUTTON’, hodnota
103,59 mg.kg™; vzorek ¢. 11 Rheum rhaponticum (CR), hodnota 120,83, vzorek &. 3. Rheum rhabarbarum
'DAWES CHALANGE’, hodnota 124, 34 mg.kg’l, vzorek ¢. 20 Rheum rhabarbarum “GLASKINS
PERPETUAL’, hodnota 130,79 mg.kg"; vzorek & 16 Rheum rhaponticum (Madarsko), hodnota 134,08
mg.kg"'; vzorek ¢. 8. Rheum rhabarbarum (Velka Britanie), hodnota 140,95,13 mg.kg™; vzorek ¢. 19 Rheum
spiciforme, hodnota 145,14 mgkg™' a vzorek &. 7 Rheum rhaponticum (CR) s hodnotou 145,61 mg.kg™.
Stfedni obsah byl zji§tén u jedenacti vzorki: vzorek ¢. 18 Rheum rhabarbarum (Némecko), hodnota 155,57
mg.kg'; vzorek ¢. 5 Rheum rhabarbarum "HOLSTEINER BLUT’, hodnota 158,47 mg.kg"; vzorek ¢&. 14
Rheum australe, hodnota 162,02; vzorek & 10 Rheum compactum, hodnota 164,36 mgkg'; vzorek &. 17
Rheum rhaponticum (CR), hodnota 167,06 mg.kg™'; vzorek ¢. 9 Rheum palmatum x witrockii, hodnota 186,65
mg.kg'; vzorek & 2. Rheum rhabarbarum "VICTORIA’, hodnota 190,56 mgkg'; vzorek & 12 Rheum
rhabarbarum ‘TIMPERLEY EARLY’, hodnota 19587 mgkg', vzorek & 6 Rheum rhabarbarum
(Némecko), hodnota 221,95 mg.kg™'; vzorek ¢. 13 Rheum palmatum, hodnota 224,77 mg.kg™" a vzorek &. 15.
Rheum rhaponticum (Polsko) s hodnotou 245,20 mg.kg". Vysoky obsah vitaminu C byl zjitén u jediného
vzorku & 1 Rheum rhabarbarum "JARA™ (288,54 mg.kg"). Naméfené hodnoty jsou uvedeny tabulce 2 a
znazornény v grafu 1.

Zjisténé hodnoty obsahu vitaminu C jsou vys$$i nez publikované udaje (3) zlet 1998-2000, prumérny
obsah se pohyboval v rozmezi 95,10-320,00 mg.kg™ .
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Tabulka 2:

Cislo vzorku

Datum stanoveni

22.5.2007 18. 6. 2007

1 354,105 288,54

2 247,755 190,555

3 343,125 124,34

4 674,645 103,59

5 150,43 158,47

6 506,38 221,945

7 432,365 145,605

8 321,68 140,95

9 331,355 186,65

10 371,85 164,36

11 422,128 120,83

12 333,62 195,87

13 146,805 224,765

14 175,68 162,02

15 329,605 245,195

16 523,52 134,075

17 301,905 167,06

19 338,775 145,135

20 375,64 130,785

21 174,35 98,165
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Zavér

Obsah vitaminu C byl vyssi u vzorkt sklizenych v kvétnu 2007, pohyboval se v rozmezi 146,81-674,65
mg.kg". U vzorka sklizenych v &ervnu 2007 se hodnoty obsahu vitaminu C pohybovaly v rozmezi 98,17-
288,54 mg.kg™". Pro dalsi Ginnost s genovymi zdroji 1é¢ivych rostlin a vytrvalych zelenin je v ptipadé rodu
Rheum L. nutné zohlednit zjisténa data a vzhledem k ovéfenym velmi dobrym vlastnostem domaci odridy
Rheum rhabarbarum "JARA rozsifit moznosti uplatnéni této odrtidy ve vyzkumu i zahradnické praxi.

Podékovani
Prispévek vznikl za finan¢ni podpory MZe CR (Narodni program konzervace a vyuziti genofondu rostlin a
biodiverzity)
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STUDIUM VYBRANYCH BIOCHEMICKYCH PARAMETROV VO VZTAHU
K AGRONOMICKO-MORFOLOGICKYM ZNAKOM V SUBORE OVSA
STUDY OF SOME BIOCHEMICAL PARAMETERS IN THE RELATION TO
AGRONOMIC-MORPHOLOGICAL MARKS IN A SET OF OATS

Milan CERTIK — Michaela HAVRLENTOVA — Dalibor JESKO — Peter HOZLAR —
Magdaléna BIELIKOVA — Jan KRAIC

The proteins, f-D-glucan, lipids, and fatty acids (C16:0, C18:0, C18:1, C18:2 and C18:3) content was analyzed in 79
genotypes of oat from different origin and colour (white, yellow, black). No statistically important correlation was
observed between monitored parameters. However, oat genotypes with black colour of the glumes account significantly
lower standard deviations and variation coefficients in the content of monitored biochemical parameters. It indicates
markedly stable biosynthetic mechanism of studied metabolites in black oat varieties.

Key words: oats, p-D-glucan, protein, lipid, fatty acids, correlation

Uvod

Zaujem o ovos ma v dneSnej dobe zdovodu jeho nutricnej kvality izdraviu prospesnych ucinkov
stupajuici charakter. Chemické zlozenie zrna (napriklad obsahy bielkovin, lipidov, vldkniny) st preto
predmetom mnohych studii.

(1-3)(1—-4)-B-D-glukan (d’alej len B-D-glukdn) prezentuje spolu s arabinoxyldnom najvyznamne;j$i
neskrobovy polysacharid semien obilnin. Je zlozkou rozpustnej potravinovej vlakniny a spomedzi vsetkych
zmovin jeho najvyssie mnoZzstva obsahuju jaémen a ovos (HAVRLENTOVA, KRAIC, 2006). Koncentréacia
tohto polyméru, lokalizovaného predovsetkym v bunkovych stenach endospermu (CHARALAM-
POPOULOS a kol., 2002) je ovplyvnena genotypom a prostredim. B-D-glukan zohrava délezitu ilohu pocas
vegetativneho rastu obilnin a travovin, kedy ho rastliny vyuzivaja ako $trukturalny element bunkovych stien
rastucich buniek a ako endospermovy zdroj zasobného materialu, ktory je hydrolyzovany pocas klicenia ako
extra zdroj uhlika po¢as ranného ujimania sa klickov (MEIER, REID, 1982).

Obsah lipidov sa v ovse pohybuje v hodnotach okolo 5%, vysoké percento kyseliny linolovej (okolo
40%) vSak robi zovsa vyborny zdroj tejto esencidlnej mastnej kyseliny (CORDAIN, 1999). Navyse
vyznamné hladiny dalSich lipidickych zloziek, ako napr. fosfolipidov, glykolipidov a fytosterolov,
nachadzaji uplatnenia v roznych oblastiach farmaceutického a potravinarskeho priemyslu a v medicine.
Lipidy s nevyhnutné pre stavbu bunkovych struktir (fosfolipidova vrstva biomembran), maji metabolicku,
termoregulacnt a zasobnt funkciu (endosperm), st zdrojom energie a plnia ochrannu funkciu (vosky).

Vyskumy ukazali, ze konzumécia ovsa znizuje hladinu nizkodenzitného cholesterolu, ¢o priaznivo pdsobi
pri chorobach obehového systému a chrani pred vznikom arteriosklerdézy. Spomalovanim vstrebavania
cukrov reguluje a stabilizuje hladinu glukézy v krvi, preto je vhodny aj pre diabetikov. Vyss§i obsah I'ahko
rozpustnej vlakniny v semenach ovsa je prevenciou vzniku zapchy a ¢revnych portich. Vyznamné postavenie
mal od nepamiti ovos aj v l'udovom liecitel'stve, napr. pri zvySenej Cinnosti Stitnej zl'azy, ako sedativum
VvV nervovom systéme a pri vycerpanosti, nespavosti, prip. nervovej slabosti.

Na svete, ale aj u nas sa pestuje mnoho druhov ovsa, kde aj v ramci jedného druhu je znacna genotypicka
alebo fenotypicka variabilita (DOEHLERT a kol., 2001). Cielom prace bolo poukézat’ do akej miery tato
variabilita vplyva na niektoré morfologické a vybrané biochemické parametre ovsa a €i existuje vztah medzi
pozorovanymi agronomicko-morfologickymi znakmi a biosyntézou biochemickych metabolitov z pohl'adu (-
glukanov, lipidov a celkovych proteinov. Vyskum v takejto oblasti by zaroven vyrazne napomohol pri
cielenej kategorizacii ovsa na zdklade jeho morfologicko-biochemickych charakteristik.

Material a metody

V préci sa pouzili semena 66 genotypov ovsa siateho (Avena sativa L.), ktoré boli pestované v roku 2003
na jednej lokalite (Vyskumno-$lachtitel'ska stanica Viglas-Pstrusa). Boli vysusené azomleté na
ultracentrifuga¢nom mlyne (ZM 100, Retsch GmbH&Co.KG, Haan/Germany) na vel'kost ¢astic 0,5 mm. Na
stanovenie obsahu B-D-glukdnu sa pouzil enzymaticky set K-BGLU 04/06 (Megazyme International,
Ireland). Metdda je akceptovana Association of Official Analytical Chemists (AOAC) a American
Association of Cereal Chemists (AACC). Dusik sa stanovil Dumasovou metdédou (CNS -2000 Elemental
Analyzer, LECO Corp., USA) a obsah hrubych bielkovin naslednym prepoctom (dusik x 6,25). Celkové
lipidy boli izolované zmesou chlororom/metanol (2:1) podla CERTIKA a kol. (1996). Mastné kyseliny boli
analyzované vo forme ich metylesterov plynovou chromatografiou (plynovy chromatograf GC-6890 N,
Agilent Technologies) (CERTIK akol, 2006) a vyhodnotené pomocou ChemStation 10.1 (Agilent
Technologies). Index nenasytenia mastnych kyselin IU bol kalkulovany: (¥monoény + 2Xdiény +
3Ztriény)/100. Variacny koeficient jednotlivych biochemickych parametrov bol vypocitany: Smerodajna
odchylka / Priemer x 100. VSetky hodnoty stanovovanych ukazovatel'ov sa prepocditali na susinu, ktora sa
uréila pristrojom Sartorius MA 45 (Sartorius AG, Goettingen/Germany).

49



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

Vysledky

V praci bolo testovanych 66 genotypov ovsa, v ktorych obsah bielkovin kolisal v hodnotach od 10,2 do
18,2% a zastipenie B-D-glukdnu bolo vrozmedzi 1,7 — 5,7%. Mnozstvo lipidov sa v jednotlivych
genotypoch pohybovalo v rozpiti od 2,7 do 8,5%. Kyselina olejova (C18:1¢ n-9) a kyselina linolova (C18:2c
n-6) st dominantné mastné kyseliny a tvoria viac nez 78% vSetkych mastnych kyselin v lipidoch ovsa.
V tomto rastlinnom druhu bola popisana korelacia medzi jednotlivymi mastnymi kyselinami (CERTIK,
JESKO, 2006), ¢o moze indikovat geneticky podmienenti mieru expresie desaturiz mastnych kyselin
v sledovanom subore. Vyznamna korelacia medzi Studovanymi biochemickymi parametrami (bielkoviny, -
D-glukén a lipidy) vSak nebola detegovana.

Stadium bolo d’alej zamerané na zistenie, &i existuje vztah medzi farbou plevy ovsa (ZIt4, biela, Gierna)
a obsahom bielkovin, B-D-glukanu, lipidov a hlavnymi mastnymi kyselinami. Vysledky naznacuju, Ze
priemerné hodnoty jednotlivych biochemickych parametrov sa nelisili vyznamne v zavislosti od farby plevy
(tab. 1). Naproti tomu genotypy s ¢iernou farbou plevy vykazovali najnizsie Standardné odchylky v obsahu
sledovanych metabolitov. Navyse je zaujimavé, ze miera rozptylu akumulacie bielkovin, B-D-glukanu
alipidov, ako aj miera rozptylu zastipenia mastnych kyselin v lipidoch, vyjadrend ich variacnymi
koeficientmi, bola najvyssia v bielych genotypoch ovsa, potom v ZItych a najmensie hodnoty vykazovali
genotypy s ¢iernou farbou plevy (obr. 1). Ked’ze vyssi variacny koeficient vyjadruje nizSiu mieru stability
tvorby daného metabolitu, mézeme konStatovat, Zze genotypy ovsa s Ciernou farbou plevy s nizkymi
variatnymi koeficientmi maji vyrazne stabilnej$iu biosyntézu bielkovin, B-D-glukdnu a lipidov nez zlté
anajmé biele typy. Podobne i biosyntéza mastnych kyselin bola stabilnejSia v genotypoch ovsa s ¢iernou
farbou plevy.

Zaver

V predkladanej praci sme testovali subor 66 genotypov ovsa siateho réznej krajiny povodu a farby plevy
(biela, zlta acierna) z hladiska obsahu bielkovin, B-D-glukanu, lipidov a vybranych mastnych kyselin
(C16:0, C18:0, C18:1, C18:2 a C18:3). Nedetegovali sme Statisticky vyznamnt korelaciu medzi jednotlivymi
sledovanymi parametrami. Genotypy ovsa s Ciernou farbou plevy vSak vykazovali najnizSie Standartné
odchylky v obsahu sledovanych biochemickych znakov, ¢o méze naznacovat’ vyrazne stabilnejsiu biosyntézu
danych sledovanych znakov.

Tabul’ka 1: Priemerné hodnoty a Standardné odchylky obsahu bielkovin, B-D-glukanu, lipidov
a hlavnych mastnych kyselin v hodnotenom siibore genotypoch ovsa v zavislosti na farbe ich pliev.

Farba |B-D-Glukan Bielkoviny | Lipidy Mastné kyseliny [% v lipidoch]

[%] [%] [%] |C16:0 |C18:0 |C18:1 |C18:2 |C18:3

Priemer Zlta 33 11.9 4.2 16.1 1.6 37.0 39.0 1.7

Biela 3.5 12.1 4.4 15.8 1.7 37.4 39.0 1.7

Cierna 33 12.1 3.6 16.2 1.5 37.1 39.0 1.7

St. odchylka Zlta 0.62 0.79 0.67 0.57 0.32 2.02 1.77 0.29

Biela 0.71 1.06 1.08 1.11 0.45 2.69 2.47 0.46

Cierna 0.46 0.78 0.62 0.75 0.29 1.61 0.99 0.27

Farba ovsa
< O 2zta
= [] Biela
E 200 - | B Cierna i ]
8 _ |
@
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=
z
5 100 ¢ 3
8
S
0.0 ' '
p-D-glukan Bielkoviny Lipidy Mastné kyseliny
C16:0 C18:0 C18:1 C18:2 C18:3

Obriazok 1: Variacné koeficienty obsahu bielkovin, B-D-glukanu, lipidov a zastipenia hlavnych
mastnych Kkyselin v lipidoch v hodnotenom subore genotypov ovsa v zavislosti na farbe ich pliev
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DRUHA GENERACIA TRANSGENNYCH PLODIN NA TRHU: TRANSGENNE
RASTLINY SO ZVYSENOU NUTRICNOU HODNOTOU
THE SECOND GENERATION OF TRANSGENIC CROPS ON THE MARKET:
TRANSGENIC PLANTS WITH ENHANCED NUTRITIONAL QUALITY

Juraj FARAGO

Abstract. The potential of biotechnology to improve the agronomic as well as qualitative traits of agricultural crops has
long bee recognized. The viability of transgenic approaches in crop improving is exemplified in the every year double-
digit increases of total acreages of so called GM or ,,biotech* crops. Recently, the second generation of transgenic crops
with improved output traits have been commercialized, such as the LY038 high-lysine corn, for example. Because plants
are the primary sources of dietary protein, much research effort is concentrated on the improvement of essential acid
composition of agricultural crops.Additionally to breeding different biotechnological approaches have been developed.
Among them the metabolic engineering of essential amino acid metabolic pathway and the expression of natural essential
amino acid-rich proteins in transgenic plants are the most used. Novel approaches, such as protein engineering, de novo
protein design and accelerated evolution provide much promise into the future.

Key words: genetically modified crops, input traits, output traits, protein quality, essential amino acids

Geneticky modifikované plodiny druhej generacie

Minuly rok bola firmou Renessen (spolo¢ny podnik medzi Cargill a Monsanto) uvedend na trh transgénna
kukurica LY038 pod trhovym oznagenim Mavera™ (USDA-APHIS, 2006). LY038 kukurica bola vytvorena
biobalistickou genetickou transforméciou a vnesenim génu cordapA z Corynebacterium glutamicum do genému
rastliny. Gén cordapA koduje enzym dihydrodipikolinat syntazu (DHDPS) nesenzitivnu k spatnovézbovej inhibicii
lyzinom. To znamen4, Ze transgénne rastliny obsahujuce tento gén nadprodukuju esencidlnu aminokyselinu lyzin,
ktora sa nachadza z nutricného hl'adiska v nedostatocnom mnozstve vSeobecne pri vSetkych obilninach. LY038
kukurica je ur¢end na trh hlavne ako krmivo pre hydinarensky priemysel.

Vr. 2005 bola udelena Indii licencia na produkciu GM ryze Golden Rice. Golden Rice (,,Zlata Ryza“) je
geneticky modifikované ryza, ktora produkuje karotenoidy v endosperme zfn, ¢o tymto dava charakteristické zIté
sfarbenie. Pévodna ryZa Golden Rice produkovala priblizne 1.6 pg.g” celkovych karotenoidov (YE a kol., 2000).
Nedavno bola vyvinuta druha generacia Zlatej Ryze, Golden Rice 2, ktora dosahovala v endosperme az 31 pg.g”
B-karoténu (PAINE a kol., 2005).

V databaze GM odrod Eurdpskej unie sa nachadzaji 3 odrody klinéeka (Dianthus caryofillus), Moonshadow 1,
Moonshadow 2 a Moondust od austrilskej firmy Florigene Ltd. so zmenenou farbou kvetov a s predizenou
Zivotnostou rezanych kvetov vo vaze (GMO Compass, 2007). Dalsie dve, Moonlite a Moonaqua st v pokrogile;
faze schvalovania.

V aprili a mé4ji 2006 udelilo Ministerstvo Zivotného prostredia Ceskej republiky povolenie k zavadzaniu do
zivotného prostredia geneticky modifikovaného T'ulka zemiakového so zmenenym obsahom cukrov v hluzach
(MZP CR, 2006a) a so zvy$enym obsahom amylopektinu v $krobe haiz (MZP CR, 2006b). Prvé povolenie sa tyka
pol'nych pokusov s transgénnym l'ulkom zemiakovym s vnesenym génom pfkII z baktérie Lactobacillus delbrickii
koédujiicim enzym fruktokinazu, v dosledku aktivity ktorého maju hl'uzy znizeny obsah rozpustnych cukrov.
Predmetom druhého povolenia st tiez pol'né pokusy s 'ulkom zemiakovym s vlozenym fragmentom génu ghss
v antisense orientacii, ktory koduje syntetazu skrobu (GBSS) viazani na $krobové zrno. Transkripcia vneseného
génu sposobuje vyssi obsah amylopektinu v hl'uzach zemiaka v dosledku zniZenia obsahu amylozy.

Toto vSetko st priklady néstupu tzv. geneticky modifikovanych (GM) plodin druhej generacie na t'aZenie na
lokalne ¢i globalne trhy. Ktoré GM plodiny patria do ,,prvej generacie®, ktoré do ,,druhej generacie™ a ¢im sa 1iSia?

Podl'a toho, aké vlastnosti sa do transgénnych rastlin vnasaju, je mozné definovat’ dve triedy transgénnych
rastlin: prvu triedu tvoria tie, ktoré majii vylepSené agronomické vlastnosti (z angl. input traits) a druhti skupinu
transgénne rastliny s vylepSenymi kvalitativnymi vlastnostami (angl. output traits). Medzi transgénne rastliny
s vylepSenymi agronomickymi vlastnostami patria transformanty s rezistenciou k herbicidom (napr. Roundup
Ready® sobja), toleranciou k hmyzim skodcom (napr. Bt kukurica), zvySenou suchovzdornostou a vylepSenymi
akymikol'vek vlastnostami, tykajucimi sa kliCenia semien a a rastu rastliny. GM plodiny s vylepSenymi
agronomickymi vlastnostami su uréené najmé pre polnohospodarov a farmarov a tvoria tzv. prva generaciu GM
plodin. Geneticka transformacia pre vylepSenie kvalitativnych vlastnosti rastlin sa tyka najma urodovych vlastnosti
a chemického zlozenia zberanych Casti rastlin, napr. aminokyselinového zlozenia, zloZenia mastnych kyselin,
odliSného zloZenia Skrobu, zvySeného obsahu vitaminov a pod. Sem patria aj transgénne rastliny vyvijané s cielom
pouzitia ako alternativne produkéné systémy na produkciu napr. biologicky aktivnych bielkovin, priemyselnych
enzymov a latok s vysokou pridanou hodnotou. Druhd generacia GM plodin s pozmenenymi vlastnostami
koneéného produktu je zamerana viac na spotrebitelov. GM plodiny druhej generacie teda maji zmenené zloZenie
zasobnych bielkovin, esencidlnych aminokyselin, lipidov, polysacharidov, ai. Tretia generacia GM plodin
orientovana na produkciu farmakologicky alebo priemyselne vyznamnych zliéenin (vakcin, protilatok, enzymov)
je v sucasnosti vo vyvoji, hoci niektoré z nich vyrabajice pre ¢loveka a jeho zdravie prospesné latky st uz
v koneénych §tadiach klinického sktisania.

V prvom roku druhej dekady komercializacie transgénnych odrod rastlin prekrocila celkova osevna plocha GM
plodin na svete ,,magicku“ hranicu 100 miliénov hektarov - 101 mil. ha vr. 2006 (JAMES, 2006). Celkom
pestovalo GM plodiny uz 22 krajin (tab. 1). Slovensko sa stalo Siestou krajinou Eurdpskej unie a dvadsiatou
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druhou krajinou sveta, ktoré zacalo pestovat GM plodiny. V r. 2006 pestovali na Slovensku GM kukuricu
MONSI0 (resp. jeho hybridy) traja pestovatelia na ploche 33,1 ha, v tomto roku sa zvysil pocet pestovatelov na 16
a osevna plocha na 948,5 ha. V budiicom roku sa d4 ocakavat’ d’als$i narast, podobne ako to bolo v CR, kde GM
kukuricu zacali pestovat’ o rok skor.

Este vysSi je pocet krajin, ktoré udelili povolenie pre import GM plodin pre krmovinové alebo potravinové
pouzitie. Spolu 51 krajin sveta udelilo celkom 539 povoleni pre 107 transgénnych odrod 21 plodin (JAMES,
2006).

Tabulka 1: Celkové pestovatel’ské plochy GM plodi n v r. 2006 podl’a krajin; v milionoch ha

Por. Stait  Osevna plocha (mil. ha) Pestované GM plodiny
1. USA 54,6 soja, kukurica, bavlnik, repka, tekvica, papaja, lucerna
2. Argentina 18,0 soja, kukurica, bavinik
3. Brazilia 11,5 so6ja, bavinik

4. Kanada 6,1 repka, kukurica, sdja
5. India 3,8 bavlnik

6. Cina 3,5 bavlnik

7. Paraguay 2,0 soja

8. Juzna Afrika 1,4 kukurica, soja, bavinik
9. Uruguay 0,4 soja, kukurica

10. Filipiny 0,2 kukurica

11. Austrélia 0,2 bavinik

12. Rumunsko 0,1 sbja

13. Mexiko 0,1 bavlnik, soja

14. Spanielsko 0,1 kukurica

15. Kolumbia <0,1 bavinik

16. Franctzsko <0,1 kukurica

17. Iran <0,1 ryza

18. Honduras <0,1 kukurica

19. Ceska Republika <0,1 kukurica

20. Portugalsko <0,1 kukurica

21. Nemecko <0,1 kukurica

22. Slovenska Republika <0,1 kukurica

Zdroj: Clive James, ISAAA, 2006

Zvysenie nutri¢nej hodnoty rastlinnych bielkovin metédami genetického inZinierstva

Primarnym zdrojom bielkovin v krmive pre hospodarske zvieratd a v potrave pre ¢loveka su rastliny. Pritom
napr. viac ako 70% bielkovin konzumovanych c¢lovekom pochadza z obilnin a strukovin. V porovnani so
ZivociSnymi bielkovinami je produkcia rastlinnych bielkovin lacnejSia. Problémom je vSak to, Ze bielkoviny — ¢€i uz
z obilnin alebo strukovin — su nutrine nevyvazené, najmi z hl'adiska obsahu esencidlnych aminokyselin, t.j.
aminokyselin, ktoré ani ¢lovek, ani monogastrické zvieratd nie su schopné syntetizovat’. Pri obilninach sa jedna
o deficienciu najmi lyzinu (Lys, obsah 1,5-4,5%, odporticaniec WHO 5,5%), treoninu (Thr,obsah 2,7-3,9%,
odporucanie WHO 4,0%) a tryptofanu (Trp, obsah 0,8-2,0%, odporacanie WHO 1,0%), zatial’ o pri strukovindch
je vel'mi nizky obsah metioninu + cysteinu (Met + Cys, obsah 0,8-2,0%, odporuc¢anie WHO 3,5%)).

Za poslednych 50 rokov sa §lachtitelia pokusali zvysit’ obsah lyzinu v obilninach a metioninu v strukovinach,
vacsinou s negativnym vysledkom (SUN aLIU, 2004) ato zdovodu, Ze zvySenie obsahu esencialnych
aminokyselin bolo vo vécSine pripadov sprevadzané nepriaznivymi vlastnostami, ako napr. zniZenie urody c¢i
zvySenie citlivosti k chorobam (BRIGHT a SHEWRY, 1983).

Intenzivny rozvoj metdd genetického inZinierstva umoznuje v sucasnej dobe zvysit obsah esencialnych
aminokyselin v poI'nohospodarskych plodinach vnasanim cudzorodych génov do genémov rastlin. Od prvej prace
(ALTENBACH a kol., 1989), tykajucej sa snahy zvysit’ obsah Met v semenach modelového organizmu, tabaku,
vnesenim do jeho gendmu génu kodujice bielkovinu 2S albumin z brazilskeho paraorecha (Bertholetia excelsa)
bol vyvinuty cely rad réznych pristupov pre zvySenie nutricnej hodnoty rastlinnych bielkovin metdédami
genetického inZinierstva (GALILI a HOFGEN, 2002; SUN a LIU, 2004; BEAUREGARD a HEFFORD, 2006).
Z roznych dodnes pouzivanych stratégii, tri pristupy sa ukazali ako najefektivnejSie pre dosiahnutie zvySenej
nutri¢nej hodnoty rastlinnych bielkovin, a to i) metabolické inzinierstvo esencialnych aminokyselin, ii) expresia
heterologickych alebo zvySena expresia homologickych bielkovin bohatych na esencidlne aminokyseliny
v transgénnych rastlindch a iii) proteinové inzinierstvo. Velké nadeje sa vkladaji do dalSich dvoch novSich
pristupov a to de novo dizajnovania nutriéne obohatenych bielkovin a metédam riadenej evoltcie.

Metabolické inZinierstvo esencialnych aminokyselin

V semenach rastlin sa okrem aminokyselin, ktoré st viazané v bielkovinach, nachadzaju aj “volné”
aminokyseliny v cytozole, dostupné pre syntézu bielkovin a ako zdroj dusika a energie napr. pre klicenie semien.
Metabolické inZinierstvo volnych esencidlnych aminokyselin vnaSanim génov pre klI'icové enzymy metabolickych
drah je zavislé na dokladnej znalosti konkrétnej metabolickej drahy, regulacnych mechanizmov a limitujicich
krokov tejto drahy.

Zvysit' obsah urcitej aminokyseliny je mozné zvySenim jej biosyntézy a akumulacie, alebo spomalenim jej
degradécie v katabolickej Casti metabolickej drahy. Pri genetickej transformadcii rastlin sa na tieto ucely pouzivaji
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bud’ rastlinné mutované gény, alebo gény bakterialneho pdévodu nesenzitivne k spitnovizbovej (feed-back)
inhibicii koneénym produktom biosyntetickej drahy. V pripade ak ide o “posilnenie” biosyntézy esencialnej
aminokyseliny, je ddlezité pouzitim vhodnych regula¢nych elementov (promotory, leader sekvencie ai.) spravne
“nacasovat” maximalnu bisyntézu, napr. pocas maximalnej akumulacie semennych zasobnych bielkovin.
Metabolickym inzinierstvom biosyntetickej drahy lyzinu pouzitim aspartat-kinazy a dihydrodipikolinat syntazy
(DHDPS) nesenzitivnych k feed-back inhibicii FALCO a kol. (1998) dosiahli pri repke olejnej a soji az niekol’ko
100-nasobné zvySenie vol'ného lyzinu, ¢o viedlo k 2-5 nasobnému zvySeniu celkového lyzinu pri tychto rastlinach.
Okrem zvySenia obsahu esencidlnych aminokyselin méa genetické inzinierstvo metabolickych drah syntézy
aminokyselin vyznam aj pre zlepSenie rastu rastlin a zvySenia odolnosti voci stresovym faktorom.

Vzhl'adom na ohromnti komplexnost a vzajomnu previazanost réznych metabolickych drah v Zivych
organizmoch, vratane rastlin, méze pri metabolickom inZinierstve modifikdcia jedného génu v metabolickej dréhe
ovplyvnit’ nielen obsah Zelanej esencialnej aminokyseliny, ale aj inych, najmé tych, ktoré vznikaji zo spolo¢ného
prekurzoru, napr. treonin, metionin, lyzin a glutamin z aspartétu.

Nevyhodou metabolického inzinierstva st Casto pozorované neocakavané a neziaduce fenotypové zmeny
transgénnych rastlin so zvySenou akumuldciou urcitej esencidlnej aminokyseliny (FRANKARD a kol., 1992).
Tieto sa daju - zatial’ Ciastocne - odstranit’ pouZzitim organ-$pecifickych, alebo vyvojovo regulovanych promotorov,
resp. zvySenim zabudovévania nadprodukovanej volnej aminokyseliny do homologickych alebo heterologickych
sink proteinov (BEAUREGARD a HEFFORD, 2006).

Expresia heterologickych alebo homologickych bielkovin s prirodzene vysokym obsahom esencialnych
aminokyselin.

Zrno obilnin - a vieobecne semend druhov rastlin patriacich do ¢elade Gramineae - obsahuje hlavne dva druhy
zasobnych bielkovin: prolaminy (rozpustné v alkohole) a gluteliny (rozpustné v alkalickych roztokoch). Prevazuju
prolaminy, ktoré maju nizky obsah lyzinu (u kukurice napr. 0,1 g Lys/100 g bielkoviny), kym gluteliny, ktoré maj
vy$§i obsah lyzinu (v priemere 3,2 g Lys/100 g bielkoviny) st pritomné v zasobnych bielkovinach v nizZsej
koncentracii. Preto je pri obilninach limitujicou esencidlnou aminokyselinou lyzin. Naopak, pri strukovinach je
nedostatocne zastipend - ¢i uz vsemenach alebo vegetativnych castiach rastliny - najmé esencialna siru
obsahujiica aminokyselina metionin.

Prvé snahy zvysit’ obsah uvedenych aminokyselin metddami genetického inzinierstva boli spojené s vnasanim
génov kodujucich bielkoviny s prirodzene vysokym obsahom lyzinu (napr. semenného vicilinu z Pisum sativum, -
fazeolinu z Phaseolus vulgaris, LRP [lysine rich protein] z Psophocarpus tetragonolobus, semenného albuminu
A1 z Amaranthus hypochondriacus ai.) alebo metioninu (B-zeinu a §-zeinu z kukurice, semenného albuminu SSA
7o slneénice, 2S albuminu z Bertholetia excelsa ai.) do genomov pol'nohospodarskych plodin (SUN a LIU, 2004;
BEAUREGARD a HEFFORD, 2006). Okrem génov pre rastlinné bielkoviny boli, najmi pri krmovinovych
druhoch, pokusy zvysit' obsah metioninu a cysteinu vnasanim zivoc¢isnych génov kodujicich aminokyselinovo
vyvézené bielkoviny, napr. vtatieho ovalbuminu do lucerny (SCHROEDER a kol., 1991; FARAGO a kol., 2007).

Pri tomto type genetickej transformacie st rozhodujticimi faktormi pouzitie vhodnych promotorov pre expresiu
v semenach alebo vegetativnych Castiach rastliny a pouzitie rdznych inych regulacnych sekvencii pre vhodnu
kompartmentalizaciu syntetizovanej heteroligickej ¢i homologickej bielkoviny do vhodnych bunkovych organel,
napr. plastidov alebo endoplazmatického retikula. Limitom sa moZe stat’ aj dostupnost’ vol'nych aminokyselin pre
syntézu cudzorodej bielkoviny, ¢o sa riesi sti¢asnou expresiou génu kodujiaceho bielkovinu bohati na esencialnu (-
e) aminokyselinu (-y) a metabolickym inzinierstvom biosyntézy prislusnej (-ych) aminokyseliny (-in) (BEACH
a TARCZYNSKI, 2000).

Proteinové inZinierstvo.

Proteinové inzinierstvo ponuka moZznost modifikovat existujice bielkoviny rastliny zabudovanim
nadpocetnych zvyskov esencialnych aminokyselin do aminokyselinovej sekvencie polypeptidu. Tato metdda je
zavisld na sekvenovani bielkovin a resyntéze novonavrhnutého polypeptidového retazca. Vyhodou pouzitia
proteinového inzinierstva (v spojeni s genetickou transformaciou rastlin) je to, Ze sa v rastline exprimuje gén pre
bielkovinu, ktord je rastline vlastna, tj. jej biochemické maSinérie ju dokdZ sprdvne spracovat,
kompartmentalizovat a alokovat. Nevyhodou je to, Ze je zavislé na takych vymenach aminokyselin, ktoré
nenaruSuju ani folding, ani stabilitu ¢i post-translacnt Gpravu bielkoviny. Ciel'mi pre proteinové inZinierstvo sa
stali najmd zasobné bielkoviny rastlin, ktoré sa vyskytuji vo vysokej koncentracii (v semenach alebo
vegetativnych castiach rastlin) ale majii nizky obsah esencidlnej aminokyseliny (napr. RAO a kol., 1994;
HOFFMAN, 1996) a metodickym postupom miestoSpecifickd mutagenéza na substitiiciu aminokyselin
v polypeptidovom retazci (RAO a kol., 1994).

De novo dizajnovanie bielkovin.

V niekol’kych laboratoriach vo svete prebieha vyskum de novo dizajnovania novych nutritivnych bielkovin na
zaklade principov dizajnovania ab initio. Hoci prvé “umelé” polypeptidy boli vytvorené uz koncom 90-tych rokov
20. storo¢ia (napr. DeGRADO, 1988), az v sucasnosti bola vytvorena nutritivna de novo bielkovina MB-1 (Milk
Bundle-1), ktora bola tspesne exprimovana v trangénnej s6ji (SIMMONDS a DONALDSON, 2000) a lucerne
(KHOUDI a BEAUREGARD, 2005). Stratégia de novo dizajnovania umoziiuje oproti proteinovému inzinierstvu
vacsiu flexibilitu pre aminokyselinové zloZenie novej bielkoviny a pomocou tejto metédy je mozné vytvarat’ aplne
nové gény, ktoré sa nevyskytuju v prirode.
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Metddy riadenej evollcie.

Na rozdiel od horeuvedenej metody, ktorej konecny uspech zavisi z va¢sej miery od rozvoja zékladného vyskumu,
vel'ké nadeje sa v poslednych rokoch vkladaju do vel'mi mladej metody tzv. metody riadenej evolucie (CLAVEAU
a kol., 2004). Metoda riadenej evolucie vyuziva porovnavanie sekvencii homologickych bielkovin z rdznych
rastlinnych druhov, inkorporovanie zmien do sekvencii génov kodujucixh tieto bielkoviny pomocou chyby
generujucej PCR, tvorbu “kniznic” zmenenych bielkovin a nakoniec skrining spravne Struktirne usporiadanych
bielkovin pomocou $pecifickych protilatok (SLEISTER a RAO, 2002).

Zaver

Potencial biotechnolégii pre vylepSovanie agronomickych a aj kvalitativnych vlastnosti pol'nohospodarskych
plodin je nespochybnitel'ny. Rozvoj v oblasti rastlinnych biotechnologii pokracuje “milovymi krokmi” a pred
dverami komercializacie (niektoré uz za prahom) st aj geneticky modifikované plodiny druhej (a pomaly aj tretej)
generacie. Uplné vyuzZitie potencidlu tychto transgénnych rastlin vsak nezavisi len na novych vedeckych
poznatkoch, ale najmd na “interakcii” medzi ekonomickymi zdujmami rdznych skupin na jednej strane a
legislativnymi bariérami a akceptovanim verejnost'ou na strane druhe;j.
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MOZNOSTI SLECHTENI PSENICE PRO PRODUKCI BIOETANOLU
POTENTIAL OF WHEAT BREEDING FOR BIOETHANOL PRODUCTION

Tibor SEDLACEK — Oldiich FAMERA — Vaclav DVORACEK — Pavel HORCICKA

Energy security and climate change imperatives require large-scale substitution of petroleum-based fuels as well as
improved vehicel efficiency. The most powerful potential for this substitution has a production of bioethanol from
agriculture. In Czech republic, respective in whole central Europe wheat is aimed for this production. Unfortunately
there are no wheat varieties specialized for bioethanol production, because breeding has been long focused on food and
animal feed quality. Wheat variety should have high content of starch as a source of glucose for ethanol fermentation.
For success of breeding is important presence of gene sources. We had screened 90 landraces and varieties for starch
content. Results showed content of starch in range from 60% to 68,2% of dry matter. It is possible to say that there are
present gene sources with high starch content suitable for breeding of wheat for bioethanol production. Quality of starch
should be important factor too and it is under research.

Key words: bioethanol, starch, gene sources, breeding

Uvod

Dopravni prostiedky v soucasné dobé vyuzivaji pro svlij pohon paliva prakticky vyhradné fosilniho
puvodu. Spotieba energie v doprave se blizi 40% celkové spotieby energie ve svéte. Stale silnéji se projevuje
vliv trvale rostouci produkce sklenikovych plynd na klimatické podminky planety a potvrzuje se
vycCerpatelnost fosilnich zdroji energie. Nejvétsi potencial jako alternativni zdroj paliva pro dopravni
prostiedky ma produkce bioetanolu ze zemédélskych komodit. V podminkach CR, respektive v podminkach
sttedni Evropy, se pro tyto ucely pocitd s vyuzitim pSenice a tritikale. Bohuzel nejsou dostupné cilené¢
vyslechténé odridy z divodu dlouhodobého soustiedéni §lechtitelskych programti na potravinaiskou a
krmnou kvalitu. Pro Gspé$nost Slechténi jsou nezbytné genové zdroje. NaSim cilem bylo zjistit, zda jsou
v kolekcich genovych zdroji genové banky VURV Ruzyné perspektivni materialy pro $lechténi odrid
pSenice vhodnych pro lihovarské vyuziti.

Material a metody

U souboru odriid a novoslechténi z pokusit ORO UKZUZ byl stanoven obsah $krobu metodou dle Ewerse
(CSN EN ISO 10520, 1999) a metodou blizké infradervené spektroskopie (NIR). Vzorky byly dale
seSrotovany na mlynu Perten 3100. Byla zjisténa vytéznost ethanolu kvasnou zkouSkou. Na zakladé
statisticky prikazné korelace obsahu Skrobu s vytéznosti bioetanolu (litri etanolu na 100kg Srotu) bylo
pristoupeno k vyhledavani genovych zdrojii. Byly analyzovany vybrané materidly z genové banky VURV
Ruzyné (tab.1) a u téchto materiald byl zjistén obsah Skrobu metodou dle Ewerse.

Vysledky a diskuze

U sledovaného souboru materialtl z pokusit ORO UKZUZ byla zjisténa statisticky prikazna korelace mezi
obsahem gkrobu (CSN) a vytéznosti ethanolu r = 0,51, respektive r = 0,63 mezi obsahem krobu (NIR) a
vytéznosti ethanolu. Piestoze jsou zavislosti statisticky prikazné, korelacni koeficienty jsou pomérné nizké.
Tento problém muze byt zpusoben nizkou vypovidaci hodnotou pouzit¢é metody pro stanoveni Skrobu,
ptipadné dal§imi faktory ovliviiujicimi vytéznost skrobu jako napf. granulace Skrobu, pfitomnost mykotoxini
atd. Niz$i presnost metody dle Ewerse zjistily i dalsi experimenty (KENNEDY et.al, 2006). Pro ucely
vyhledavani genovych zdroji a $lechténi odrid psenice vhodnych pro produkci bioetanolu bude nezbytné
pouzivat presnéjSi metodu. Potencidl pro splnéni téchto pozadavkii ma enzymatickd metoda dle
McCLEARYHO (McCLEARY et. al., 1997).

Ze sledovanych materiall se jako perspektivni jevi odriida Bet Hashita s 68,2% Skrobu v suSiné.

Zavér

Na zéakladé ziskanych poznatki je mozno konstatovat, Ze v kolekcich genovych zdrojii jsou pfitomny
materialy s vysokym obsahem $krobu. Tyto materidly maji potencial pro vyuziti ve Slechténi odrid pSenice
vhodnych pro produkci bioetanolu.

Tato prace je podporovéana projektem NAZV 1G58076 a projektem MZe CR 0002700602.
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Tabulka 1: Obsah Skrobu u sledovanych genovych zdroji (% suSiny)

Odruda Skrob % | Odriida Skrob %
Ackermanns Bayernkoenig 61,04 |LD 164 (Langdon) 62,22
Ackermanns Bayernkoenig 60,83 | Leguan 65,40
Admonter Frueh 61,58 | Ljutescens 1060/10 62,11
Apu 63,14 | Ljutescens 1060/10 63,49
Aranka 64,90 | Ljutescens 59 64,33
Atle 61,10 | Ljutescens 59 64,59
Banater Winterweizen 63,93 |Local 63,36
Banater Winterweizen 63,51 |Lorro 64,85
Banater Winterweizen 63,62 | Marienhofer Kolben 61,86
Banater Winterweizen 64,61 | Marienhofer Kolben 62,09
Banater Winterweizen 63,39 | Marienhofer Kolben 62,24
Bergland 59,99 | Mario 65,95
Bergland 62,30 | Mestnaja turkovskaja 61,65
Bet Hashita 68,19 | Niederndorferberg (Tirol) 61,59
Ble du Jura 63,33 | Odesskaja 16 63,83
Ble du Jura 63,23 | Pitic 62 65,53
Ble du Jura 63,34 | Postoloprtska presivka 102 63,46
Ble du Jura 61,72 |Relin 64,98
Ble du Jura 62,71 | Remo 63,98
Bokal 64,45 |Rieti 11 63,36
Breisgauer glatter Landweizen 61,58 | Rosamova ceska cervena presivka 62,37
Breisgauer glatter Landweizen 62,75 | Sakha 80 65,46
Canthatch 63,18 | Samanta 63,08
Capega 63,33 | Saratovskaja 29 63,76
Dankowska Graniatka 64,35 | Sarka 63,41
Dregerova ceska vouska 62,92 | Siete Cerros T 66 65,49
Dundee 63,34 | Slazaczka 62,61
Dwarf Eagle 64,36 | Slazaczka 63,79
Festival 62,00 | Slazaczka 64,56
Flambard 65,27 | Sonett 64,81
Florence-Aurore 63,33 | Sperlings Sinnslebener NZ 62,48
Gavilan 65,78 | Strubes General von Stocken 61,13
Harrachsweizen 62,85 | Svaloefs Diamant II 62,12
Hatvani 62,09 | Tryumf Mikulic 64,09
Hatvani 5612 63,64 | Tun-czjao No. 5 62,05
Hatvani 5612 62,54 | v. Stieglers Sieges 61,08
Hodoninska bezosinna 61,65 |v. Stieglers Sieges 63,07
Hohenwettersbacher Braun 62,35 | Vanek 65,03
Che-czo No. 2 61,15 |Vega 62,03
Chiddam 62,49 | Venera 66,45
Ilona 64,36 | Wieselburger Kolben 62,16
Jara 65,22 | Yeoman 62,07
Jubile 62,87 | Yeoman 62,06
Jubile 63,00 |Zebra 64,96
Ksiaze Andrzej 61,44 | Zlatka 62,99

Adresa autorov:

Sedlacek Tibor, Hor¢icka Pavel - Vyzkumné centrum SELTON, s.r.0., Stupice 24, Sibfina 250 84
Faméra Oldiich — CZU, FAPPZ, Kamycké 129, Praha 6 — Suchdol 165 21

Dvotagek Vaclav — VURV, Drnovské 507, Praha 6 — Ruzyné 161 06
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HODNOTENIE OBILNEHO SKROBU PRE PRODUKCIU BIOETANOLU
EVALUATION OF CEREAL STARCH FOR BIOETHANOL PRODUCTION

Daniela MIKULIKOVA — Viera HORVATHOVA — Jan KRAIC — Alzbeta ZOFAJOVA

The aim of our study was the evaluation of genetic and environmental factors” influence on main wheat grain parameters
which are necessary for bioethanol production: starch content, amylose/amylopectin ratio and a-amylase (a-AMS)
activity. 48 wheat cultivars from two years and 16 cultivars from four different regions was appreciated. There were
differences between individual cultivars in all three parameters. The highest starch content was observed in wheat
cultivars grown in Slovak region Viglas-Pstrusa. Starch content and o-AMS activity were markedly increased in lower
temperature and more rainfall during grain maturation. Locality and year did not effect on amylose/amylopectin ratio.
From the point of view evaluated parameters, new Slovak cultivars Pavlina and Veldava are perspective for bioethanol
production. Both these cultivars are high in starch and amylopectin content and a-AMS activity.

Key words: a-amylase, amylose/amylopectin, rye, starch, triticale, wheat

Uvod

Snaha o ekologizaciu Zivotného prostredia (najmé znizenie emisii Skodlivych latok do ovzdusia) vyustila
do vypracovania dokumentu Rady Eurépy ¢. 39/97, ktory urcuje zloZenie reformulovanych pohonnych hmot
obsahujucich alkoholy, pripadne butylétery z nich vyrobené (MTBE alebo ETBE). Okrem toho smernica EU
¢. 93/500 EEC ¢. 1972 stanovuje ciele na dosiahnutie nahrad spotreby energii obnovitelnymi zdrojmi a
stanovuje doporucenia v oblasti daiiovych ul'av, potrebnych na spracovanie pol'nohospodarskych surovin ako
nahrady za lacnejSie suroviny fosilného pévodu.

Na produkciu bioetanolu su vhodné suroviny s vysokym obsahom Skrobu, ligninu, celulézy alebo
hemiceluldzy, ktoré mozno hydrolyzovat’ na skvasitelné monosacharidy. Vzhl'adom na nadprodukciu su
obilniny vhodnym materidlom na vyrobu palivového etanolu. Za limitnu hranicu rentability sa povazuje 65%
Skrobu v suSine zrna. Z hl'adiska efektivnej rastlinnej produkcie v SR je perspektivnym zdrojom pre vyuZzitie
na energetické cely Skrob zo zrna psenice a tritikale. MoZno ich Gspes$ne pestovat’ najméd v marginalnych
oblastiach.

Skrob je jednym z najrozsirenejsich a najvyznamnejsich rastlinnych polysacharidov na Zemi. Ako zdroj
chemickej energie ho vyuzivaju Zivoéichy, vyssie rastliny aj mikroorganizmy. Skrob ma velky vyznam v
humannej vyzive i v technickej praxi. Nachadza sa v semenach a hl'uzach rastlin (obilniny, pseudoobilniny,
strukoviny, zemiaky a dalSie plodiny). Syntetizuje sa v endosperme semien vo forme zasobného Skrobu
alebo v chloroplastoch pocas fotosyntézy vo forme prechodného Skrobu. Z chemického hladiska je Skrob
zmesou dvoch a-D-gluk6zovych homopolymérov: 20-30% amylozy a 70-80% amylopektinu.

Amyloza je dlhy linearny a-glukan zlozeny z 200-700 glukézovych jednotiek, ktoré su pospajané o-1,4
glykozidovymi vdzbami. Amylopektin je tiez zloZzeny z glukdézovych retazcov, spojenych o-1,4-
glykozidovymi vizbami. St vSak kratSie nez retazce amylozy a si vetvené tak, ze nad kazdou 10. az 12.
jednotkou je a-1,6-glykozidovou vazbou pripojeny d’alsi ret'azec.

Skrob sa nachadza v rastlinach vo forme $krobovych zin A-typu alebo B-typu, ktoré sa lisia velkostou,
tvarom, chemickym zloZenim a fyzikalno-chemickymi vlastnost’ami. Zrna A-typu st vacsie (>10 pum), maju
lentikularny tvar. Skrobové zrna B-typu s mensie (<10 pum), sa sférické a v porovnani s A-typom obsahuji
menej amylozy a viac fosfolipidov.

Od podielu amylézy a amylopektinu zavisia fyzikalno-chemické vlastnosti skrobu. Prejavuji sa najma v
rozdielnej rozpustnosti, napuciavani, zelatinizacii, retrogradaciii a stravitenosti a maju urcujuci vyznam z
hladiska vyuzitia $krobu. Skrob ma §iroké uplatnenie vo vyrobe potravin i v technickej praxi. Skroby s
vysokym obsahom amylopektinu su vhodné na vyrobu papiera, adheziv, piva, cestovin a mrazenych potravin.
Vysoky podiel amylozy ich preduruje na vyrobu funkénych potravin na baze zdraviu prospesného
rezistentné¢ho Skrobu, na pouzitie v cukrarenstve a na vyrobu fotografickych filmov.

Cielom prace bolo analyzovat’ vplyv plodiny, odrody a poveternostnych faktorov na parametre, ktoré maji
vyznamny vplyv na produkciu etanolu: obsah Skrobu, podiel amyléza/amylopektin v iom a enzymova
aktivita o-amylazy (a-AMS), ktora hra délezita ulohu v jeho degradacii.

Material a metody

Na porovnanie sledovanych parametrov v jednotlivych druhoch obilnin sa pouzilo 26 odrdd psenice letnej
f. ozimnej (Triticum aestivum L.), 11 odrod raze siatej (Secale cereale L.) a 13 odréd ozimného tritikale
(X Triticosecale Wittmarck). Plodiny boli pestované v jednej lokalite (Borovce pri Piestanoch) v r. 2005.

Na zistenie vplyvu lokality na hodnotené parametre sa vybralo 16 odrod pSenice letnej, f. ozimnej,
pestovanych v 4 lokalitich (Maly Sari§, Michalovce, Viglas-Pstruia a Borovce), ktoré sa vyznamne lisia
nadmorskou vyskou, priemernou dennou teplotou a mnozstvom zrazok pocas vegetacného obdobia. Lokality
Borovce a Michalovce patria medzi teplé suché oblasti s nizSou nadmorskou vyskou. Vigl'as-Pstrusa a Maly
Sari§ s v zemiakovej vyrobnej oblasti s vy$§ou nadmorskou vyskou.
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Vplyv vegetacného roku na jednotlivé parametre sa hodnotil v 48 odrodach pSenice letnej f. ozimnej
pestovanych v lokalite Borovce v r. 2005 a 2006.

Na stanovenie obsahu $krobu sa pouzila akceptovana polarimetrickd metoda stanovenia $krobu STN 46
1011-37 podla Ewersa. Po kyslej hydrolyze vo vriacom vodnom kupeli, vy¢ireni pomocou Carrezovho
¢inidla I a II a filtracii sa oproti destilovanej vode merala opticka aktivita filtratu (digitalny polarimeter
GENEQ 3001, fa Kruss). Ako $tandardna vzorka sa pouzila 50g . I glukédza; kontrolnou vzorkou bol &rot
psenice s obsahom $krobu 0,65g . g §rotu.

Podiel amyloézy a amylopektinu v skrobe sa urcil pomocou kitu Amylose/Amylopectin Assay Kit
(Megazyme, Irsko). Skrob sa kompletne dispergoval v dimetylsulfoxide vo vriacom vodnom kiipeli. Lipidy
sa odstranili po precipitacii v etanole. Pridanim konkanavalinu A sa vyzrazal amylopektin a odstranil sa
centrifugaciou. Amyléza sa nechala zhydrolyzovat’ enzymovou zmesou (30 U amyloglykozidazy a 4,5 U a-
AMS). Vzniknuta glukéza sa stanovila enzymovou metdédou pomocou enzymového Cinidla, obsahujiceho
glukdzaoxidazu a peroxidazu. Extinkcia cerveného komplexu sa merala pri 510 nm oproti 0,1 M octanovému
tlmivého roztoku pH 4,5. Ako $tandardna vzorka sa pouzila glukéza (1g . 1'"); kontrolna vzorka §rotu mala
obsah amylozy 0,7g . g §krobu.

Aktivita a-AMS sa stanovila kitom Alpha-amylase assay procedure (Megazyme). Enzymova aktivita je
priamo umerna mnozstvu p-nitrofenolu, ktory sa uvolni po 20 min inkubécii pri 40 °C a pH 5,4 zo
syntetického substratu  BPNPG7 (p-nitrofenyl-maltoheptaozid). Po zastaveni reakcie pomocou  tris-
hydroxymetylaminometanu sa extinkcia zlt¢ho komplexu merala pri 400 nm oproti destilovanej vode. Ako
Standard sa pouzil p-nitrofenol (molarny extinkény koeficient E 18,1). Enzymova aktivita a-amylazy v
$rote kontrolnej pSenice bola 340 CU . g™

Cerealna jednotka (CU) je definovand ako mnozstvo enzymu, ktoré je v pritomnosti nadbytku
termostabilnej a-glukozidazy potrebné na uvolnenie 1 pumolu p-nitrofenolu z BPNPG7 za min pri 40 °C a pH
5.4.

Vsetky analyzy sa robili v 2 opakovaniach. Vysledky sa preratali na obsah susiny.
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Graf 1. Hodnotenie parametrov $krobu v 3 obilninich Graf 2. Hodnotenie parametrov §krobu v 4 lokalitach
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Graf 3. Hodnotenie parametrov §krobu v 2 ro¢nikoch

Zistili sa rozdiely v aktivite a-AMS aj v podieli amylozy medzi jednotlivymi obilninami (Graf 1) aj medzi
odrodami v ramci jedného druhu. Priemerné hodnoty obsahu 8krobu (g . 100g™ suginy $rotu) klesali v poradi:
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raz (70,38), pSenica (69,90) a tritikale (69,61). Enzymova aktivita a-AMS (CU . g) bola: v tritikale 182,34,
v razi 167,16 a v pSenici 113,19. Podiel (%) amylézy v Skrobe tychto obilnin bol: pSenica 26,51, tritikale
23,08 araz 22,02. Z dosiahnutych vysledkov vyplyva, Ze na etanolovi fermentaciu je tritikale vhodnejsie nez
pSenica, zvlast niektoré jeho odrody (Asper, Kendo, Kolor, Largus, Presto a Tricolor). V porovnani so
pSenicou maji vys$si obsah skrobu, vyssi podiel amylopektinu v fiom a vysSiu autoamylolyticka aktivitu.

Vplyv lokality sa hodnotil v 16 odrodach psenice letnej f. ozimnej pestovanych v 1 roku na 4 miestach
(Maly Sari§, Michalovce, Viglas-Pstrusa a Borovce), ktoré sa vyznamne lidia nadmorskou vyskou,
priemernou roénou teplotou a mnoZstvom zrazok (Graf 2). Najvyssi priemerny obsah 8krobu (g . 100g™) mali
odrody psenice pestované v lokalite Viglas-Pstrusa (65,07), najnizs§i z Boroviec (62,80). Vysoky obsah
Skrobu mali odrody Pavlina, Torysa, Venistar, Mladka, Acteur a Cubus z lokality Viglas-Pstrusa. Odroda
Pavlina mala vysoky obsah Skrobu vo vSetkych hodnotenych lokalitich. Odroda Veldava mala vysoku
aktivitu a-AMS vo vSetkych hodnotenych lokalitach. Aktivita a-AMS bola ovplyvnena viac odrodou nez
lokalitou; bola vyssia pri odrodach s horSou potravinarskou kvalitou. Dazdivé pocasie poCas dozrievania zrna
v Borovciach zvysilo aktivitu a-AMS viac v odrodach s horSou kvalitou nez v odrodach s dobrou
chlebopekarskou kvalitou. Lokalita pestovania neovplyvnila podiel amylézy v Skrobe. Podiel amyldzy v
skrobe bol nizsi v odrodach s dobrou kvalitou.

Vplyv vegetaénych rokov (2004 a 2005) sa hodnotil v 48 odrodach psenice letnej f. ozimna, pestovanej v
lokalite Borovce. Roky sa vyrazne liili pocasim, najmé pocas vegetacného obdobia. V r. 2005 boli oproti r.
2004 vyssie priemerné teploty v maji a vysoké zrazky v juli, ¢o vyrazne zhorsilo chlebo-pekarsku kvalitu
pSenice. Odrody psenice v r. 2005 mali vyssi obsah Skrobu aj vysS§iu aktivitu a-AMS, pricom podiel amylozy
v Skrobe sa nezmenil (Graf 3).

Biosyntézu Skrobu katalyzuje 14 réznych enzymov, pricom tri z nich mozno povazovat za kltacové:
ADP-glukéza-pyrofosforylaza (AGP), syntetaza Skrobu (SS) a enzym vetviaci Skrob (BE). Enzym AGP je
zodpovedny za tvorbu ADP-glukézy ako monoméru pre syntézu polymérneho Skrobu, SS spdsobuje
predlzovanie retazca a BE sa podiel'a na vetveni retazcov do klastrovej Struktry. Vsetky tri enzymy sa
nachadzaji vo viacerych izoformach a maji r6znu enzymovu aktivitu a fyzikalno-chemické a imunologické
vlastnosti. Su koédované rozdielnymi génmi a liSia sa primarnou $truktirou, molekulovou hmotnost'ou,
hodnotou Michaelisovej konstanty K, citlivostou k aktivatorom a inhibitorom, teplotnym optimom a
podobne. Gény, ktoré koduju ich syntézu, mozno klonovat’ a introdukovat’ do inych genotypov. Syntézu
skrobu mozno ovplyvnit’ aj mutaciou na réznych lokusoch.

In vivo prebieha syntéza amylozy i amylopektinu simultanne. V zastipeni ich podielu v skrobe maju
rozhodujticu tlohu $pecifické izoenzymy: syntetdza Skrobu viazand na granuly (GBSSI) a vetviaci enzym
BEIIb. Na granuly viazana syntetdza Skrobu je v obilninach kédovana WAXY lokusom, v zemiaku AMF a v
hrachu LAM lokusmi. Vhodnou mutaciou, ktora spdsobi stratu tejto izoformy, mozno v skrobe znizit
pripadne celkom eliminovat obsah amylézy. Skroby tychto waxy mutantov obsahuju iba amylopektin.
Mutacia na lokuse AMYLOSE-EXTENDER (AE) v obilninach alebo na RUGOSUS (R) lokuse hrachu
sposobuju stratu izoenzymu BEIIb, ktory prednostne vetvi amylopektin. Dosledkom oboch mutacii je
zvySeny podiel amylozy v skrobe.

Srachtenim alebo pomocou biotechnolégii mozno cielene ziskat $krob s pozadovanym zastipenim
amylozy a amylopektinu podl'a ucelu, na ktory je urceny.

Vyssi obsah amylopektinu v Skrobe spdsobuje jeho vysokll rozpustnost' a vel’kt schopnost’ napuciavat’ a
viazat' vodu (NEBESNY et al., 2002; SLOMINSKA et al., 2003). Teplotny interval mazovatenia postiva do
oblasti vysSich teplot (SASAKI et al., 2002).

V ostatnom cCase sa intenzivne Studuje kinetika hydrolyzy Skrobu vo vztfahu k podielu
amyléza/amylopektin v fiom. Schopnost’ hydrolyzy skrobu sa zvySuje v poradi (RENDLEMAN, 2000):
100% amyloza < vysoky obsah amylozy < normalny obsah amylozy < 0% amyldza (= 100% amylopektin).
Skutocnost, ze Skrob bez amylozy (waxy) ma vacsiu schopnost’ hydrolyzovat, potvrdili aj ini autori
(BARREDO et al., 2001; NODA et al., 2002; 2003). Pritomnost’ komplexu amylézy s lipidmi totiz negativne
ovplyvituje schopnost’ viazat' vodu a napuciavat’. Linie jaCmena s amol génom, ktory spdsobuje zvySeny
podiel amylozy v Skrobe, maju zIa sladovnicku kvalitu. Tieto linie maji vyznamne znizenu aktivitu B-AMS,
ktora je jednym z ukazovatel'ov sladovnickej kvality.

V skroboch bez amylézy sa zistila vysSia rychlost’ aj vyssi stupen hydrolyzy nez v Skroboch s normalnym
alebo zvySenym podielom amyloézy. V zhode s tym sa zistilo, Ze na hydrolyzu su vhodnejsie malé skrobové
granuly typu B, ktoré maju nizsi obsah amylozy. Vysoky podiel amyldzy totiz spdsobuje rezistenciu voci
degradacii skrobu a-amylazou.

V sucasnosti su uz zname faktory, ktoré priamo ovplyviiujii produkciu bioetanolu. Patria k nim: vysoky
obsah skrobu, schopnost’ rychleho skvapalnenia, nizka viskozita pocas skvapalfiovania a vysoka rychlost’ a
ucinnost’ fermentacie (ROSENBERGER, 2005; ROSENBERGER et al., 2002; 2005; WU et al., 2006; 2007).

Ojedinele sa objavili informacie o niektorych waxy odrodach kukurice a o transgénnom waxy zemiaku ako
mimoriadne vhodnych zdrojoch na produkciu etanolu.

Domnievame sa, Ze pre vyrobu bioetanolu ma velky vyznam molekularne §lachtenie (MAS) pSenice za
ucelom ziskania linie s vysokym obsahom Skrobu bez amylézy. Mozno to dosiahnut zablokovanim
enzymovej aktivity GBSSI (na granuly viazanad syntetdza Skrobu), ktora je v pSenici regulovana WAXY
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génmi: Wx-A; (7AS chromozdm), Wx-B; (4AL) a Wx-D; (7DS). Zabudovanim troch nulovych waxy alel sa
podiel amylézy v $krobe znizi takmer na nulovi hodnotu. V praxi bezne pouzivané slovenské a ¢eské odrody
maju priblizne rovnaky podiel amylézy v Skrobe (21-25%) a neovplyviiuje ho lokalita ani ro¢nik. Existuju
vSak odrody s vysokym obsahom $krobu aj s vysokou aktivitou a-AMS. Zabudovanim troch nulovych waxy
alel do ich genomu mozno cielene ziskat’ linie bez amylozy, ktoré budii mat’ vSetky predpoklady pre uc¢inni
hydrolyzu a pre produkciu etanolu.

Zaver

1) Niektoré odrody tritikale (Asper, Kendo, Largus, Presto, Radko, Tricolor, Woltario) maji v porovnani so
pSenicou a razou vyssiu enzymovu aktivitu a-AMS, vys$si obsah Skrobu a nizsi podiel amylézy. St preto
vel'mi vhodné pre etanolova fermentaciu. Perspektivna je aj nova linia tritikale TC 16/04 z Vyskumno-
Slachtitel'skej stanice Vigl'as-Pstrusa.

2) Lokalita Vigl'a§-Pstrusa je mimoriadne vhodnou na produkciu pSenice a tritikale s vysokym obsahom
Skrobu.

3) Dazdivé pocasie pocas dozrievania zrna vyznamne zvysuje obsah Skrobu aj enzymovu aktivitu a-AMS v
zrne psenice.

4) Podla naSich predbeznych vysledkov st na produkciu bioetanolu simultdnnou sacharifikdciou a
fermentaciou vhodné odrody s vysokym obsahom Skrobu, vysokou autoamylolytickou aktivitou a niz§im
podielom amylozy.

5) Pre produkciu palivového etanolu su perspektivne novo vyslachtené slovenské odrody psenice letnej f.
ozimnej: Pavlina a Veldava.
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PRVE POZNATKY Z HODNOTENIA DIASPOR HOSPODARSKY
VYZNAMNYCH DRUHOV CIERNYCH HILUZOVIEK
THE FIRST RESULTS FROM EVALUATION OF DIASPORES
ECONOMICALLY IMPORTANT BLACK TRUFFLES

Jan GAZO — Marian MIKO

Inventory research focused on economically important black truffles in natural localities of Slovak republic in 2005 and
2006 revealed presence of four species: Tuber aestivum, T. brumale, T. macrosporum and T. mesentericum in forests.
Ripe carpophores were morphologically described. Analysis of truffle bed pH values indicates, that from mentioned
species is T. aestivum capable fructificate in most wide range of values from 6,59 — 7,85. Period of truffle ripening in
relation to climatic conditions of Central Europe preferred T. aestivum for experiments with cultivation. In studied
carpofores of T. aestivum were observed both forms: aestivum and uncinatum. For perspectives of truffle cultivation is
economically more profitable forma uncinatum. Establishment of truffle plantations requires planting of truffle
inoculated host tree species on farm land. This kind of semi-culture is known as agroforestry.

Key words: Truffle, habitat, fruitbody, pH, agroforestry,

Uvod

HTuzovky Tuber spp. st vreckaté huby, ktoré vytvaraju ektomykoriznu symbidzu s rozliénymi druhmi
drevin a krov. Vysledkom tohto vzajomného spoluzitia je tvorba plodnic zndmych ako hl'uzovky. Niektori
zastupcovia rodu Tuber vytvaraji jedlé plodnice, ktoré st na svetovych trhoch vysoko cenené pre svoju
aromu. Vyskum tychto hub sa zameriava na podporu pestovania hluzoviek s cielom pokryt rastuci
celosvetovy dopyt a poskytniit’ nahradu za katastrofalny pokles ich produkcie zo zberov vo volnej prirode
(HALL et al., 2003). Pestovanie hl'uzoviek uz nie je len Eurdpskou pol'nohospodérskou vyrobou, hoci
vacsina hospodarsky vyznamnych druhov sa prirodzene vyskytuje v Eurdpe. Hluzovkové vysadby sa
zakladaju v rozlicnych krajinach celého sveta vratane Nového Zélandu, Australie a USA. Hoci su nase
poznatky detailnych aspektov biologie hluzoviek aich ekologickych poziadaviek v sucasnosti len malo
zname, pestovanie hl'uzoviek sa neustale rozsiruje.

Material a metody

Lokality vyskytu hl'uzoviek boli identifikované cviCenymi psami pocas inventarizatného vyskumu
v rokoch 2005 a 2006. Geograficka charakteristika lokality — nadmorské vyska, zemepisna dizka a §irka, boli
urcené pomocou GPS pristroja. V zmysle rozhodnutia ¢. 3800/1184/04-5.1 Ministerstva zivotného prostredia
SR, v prispevku neuvadzame popisné udaje o jednotlivych lokalitach. Taxonomické zaradenie jednotlivych
vzoriek plodnic bolo realizované priamo na lokalite vyskytu podl'a morfologickych znakov plodnic (peridia a
gléby) a typickej aromy. Pddne vzorky o hmotnosti cca 1 kg boli odoberané po odstraneni opadaného listia
na mieste vyskytu plodnic v podnej vrstve, kde boli najdené zrelé plodnice (maximalne do hibky 20 cm).
Stanovenie pH vo vodnom vyluhu pddnych vzoriek bolo realizované v laboratoriu Katedry fyziologie
Univerzity E6tvosa Loranda v Budapesti a v Stredisku bioldgie a ekoldgie rastlin, Fakulty agrobiologie a
potravinovych zdrojov SPU v Nitre.

Identifikacia druhov bola potvrdend na pracovisku Katedry fyzioldgie Univerzity Edtvosa Loranda v
Budapesti s vyuzitim analyzy morfologickych znakov. Verifikacia druhovej identity na zaklade morfologie
askospor bola uskutocnena na Katedre genetiky a $l'achtenia rastlin SPU v Nitre. Dokladovy material plodnic
je ulozeny v herbariu Katedry genetiky a $l'achtenia rastlin SPU v Nitre.

Cielom vyskumu bolo potvrdit’ aktuadlny stav vyskytu hospodarsky vyznamnych druhov ciernych
hluzoviek vo vybranych lokalitich zapadného Slovenska a analyzovat moznosti ich pestovania
v agrolesnickych systémoch.

Vysledky a diskusia

Na tzemi Slovenskej republiky nebol od roku 1911 (HOLLOS, 1911) realizovany systematicky
mykologicky vyskum zamerany na diverzitu hypogeickych hub, napriek tomu ze niektori zastupcovia tejto
skupiny (rod Tuber) hub st z komeréného hladiska mimoriadne cenné. Od 18. storo¢ia sa datuju prvé
uspesné pokusy s pestovanim hl'uzoviek vo Franclzsku cestou pasivnej inokulacie znamej ako Talonova
metéda (HOLLOS, 1911). Neustaly pokles produkcie z prirodnych zberov a rastici dopyt po hluzovkéch si
na zadiatku sedemdesiatych rokov vynutil rozvoj metdd aktivnej mykorizacie hostitel'skych drevin (HALL et
al., 2003). V sucasnosti v ramci jednotného Eurdpskeho trhu nie je problém ziskat' inokulované sadenice
pochadzajuce =z Franctizska ¢i Talianska. Vysledky $tadia vysadieb mykorizovanych hl'uzovkou
¢iernovytrusovou v Taliansku (BENCIVENGA, GRANETTI, 1988) vsak potvrdzuju délezitost’ vyuzitia
mykorizovanych sadenic pochadzajucich zo semien a spor miestnych ekotypov.

NajvyznamnejSou a v Eurdpe najviac pestovanou hluzovkou je hluzovka &iernovytrusova (Tuber
melanosporum Vitt.). Oblasti jej prirodzeného rozSirenia sa nachddzaji v juZnej Casti Europy, v
severovychodnej CGasti Spanielska, v juznom Franctzsku, v severnom Taliansku, a v Portugalsku. V
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Madarsku ani na Slovensku neboli zdznamy o jej vyskyte a aj napriek tomu je zaradend do Cerveného
zoznamu ohrozenych druhov Slovenskej republiky. Zavedenie pestovania hl'uzoviek v podmienkach
Slovenska si vyzaduje rozsirit’ poznatky o prirodzenej diverzite hospodarsky vyznamnych druhov ¢iernych
hl'uzoviek, oich biologii a narokoch na ekologické podmienky. Na zaklade vyskumu vybranych lokalit
zépadného Slovenska sme v rokoch 2005 a 2006 zaznamenali vo volnej prirode vyskyt Styroch druhov
hospodarsky vyznamnych &iernych hluzoviek: hluzovka letna (Tuber aestivum Vitt.), hl'uzovka zimna
(Tuber brumale Vitt), hluzovka velkovytrusova (Tuber macrosporum Vitt.) ahluzovka térova (Tuber
mesentericum Vitt.).

Z tejto skupiny sa hl'uzovka letna povazuje v Eurdpe za najcastejsie sa vyskytujuci druh vzhl'adom na jej
genetickl diverzitu a plasticitu k ekologickym podmienkam (MONTECCHI, SARASINI, 2000). Pri
morfologickej analyze néjdenych plodnic sme zistili, Ze plodnice hluzovky letnej boli nepravidelne
okruhleho az hluzovitého tvaru. Peridium bolo ¢iernohnedé az Cierne, na povrchu popraskané na 1-3 mm
velké kuzelovité hrbol¢eky, na temene vtlacené a nezretene ryhované. Gléba na priereze zrelych plodnic
bola svetla az tmavo hneda s uzkymi a pocetnymi belavymi zilkami. Aroma bola prijemna a intenzivna.
Plodnice ziskané pocas inventariza¢ného vyskumu mali najvacsi rozmer v rozpéti od 15,7 do 64,9 mm.
Hmotnost plodnic sa pohybovala od 2,7 do 61 g.

Na svetovych trhoch sa pri hodnoteni kvality hl'uzovky letnej rozlisuju dve formy: aestivum a uncinatum.
Na zéklade porovnavania ribozomalnej DNA sa potvrdilo, Ze obidve formy patria tomu istému druhu
(WEDEN, 2004). Preto sa v si¢asnosti povazuje oznacenie Tuber aestivum forma uncinatum Chatin. za
obchodné rozliSovanie trzne kvalitnejSich plodnic hl'uzovky letnej a nesliizi na diferencidciu medzi druhmi.
Casto sa forma aestivum povazuje za skord, nevyzretd formu uncinatum. Pri nafom vyskume sa potvrdil
vyskyt formy aestivum na zadiatku augusta, kedy mali plodnice slab$iu intenzitu arémy a gléba na priereze
bola svetld. Naopak plodnice ziskané v oktébri mali intenzivnu arému a tmavohnedé mramorovanie na
priereze gléby (obr. 1). Na miestach vyskytu plodnic formy aestivum sme vSak v jesennych mesiacoch uz
nezistili pritomnost’ plodnic formy uncinatum a naopak.

Obrazok 1: HPuzovka letna (Tuber aestivum Vitt.) vPavo forma aestivum, vprave forma uncinatum

Plodnice hl'uzovky zimnej (Tuber brumale) boli nepravidelne gulovitého tvaru (obr. 2). Peridium tmavo-
sivej farby s cierno-sivym
odtieiom s vyrazne mensSimi
kuzelovitymi bradavkami v
porovnani s hl'uzovkou letnou.
Gléba na priereze zrelych
plodnic bola maésitd sivo-
fialovéa az tmavohneda s vyraz-
nejSimi  belavymi zilkami a
hrubsou StruktGrou mramo-
rovania. Analyzované plodnice
mali velkost’ v rozpéti od 9,7
do 25,0 mm s hmotnostou
plodnic od 1,2 do 4,2 g.

Obrazok 2: HPuzovka zimna (Tuber brumale Vitt.)

Plodnice hl'uzovky vel'kovytrusovej boli najdené v roku 2005 na dvoch lokalitach. Plodnice druhu Tuber
macrosporum Vitt. boli nepravidelného tvaru, lalo¢naté, s priemerom 2 — 5 cm (obr. 3). Peridium je tvorené
hnedociernymi, vel'mi rozmerovo variabilnymi nepravidelnymi mnohouholnikovymi, ale vel'mi kratkymi
bradavickami, ktoré st charakteristicky ploché a niekedy aj chybaji. Gléba je sivohneda, hnedo fialova, v
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zrelosti purpurovo hneda, husto pretkana mnohymi kl'ukatymi, bielymi cievami. Najdené plodnice z lokality
1 mali tvar nepravidelny, az lalo¢naty s dizkou 21 az 28 mm, a hmotnostou od 3,6 do 7,3 g. Na lokalite 2
boli plodnice rozmerovo vyrovnanejsie, aj ked’ tiez nepravidelné, mierne sploStené, o hmotnosti 3,8 a 4,8 g.
V roku 2006 nebol pocas inventarizaéného prieskumu potvrdeny vyskyt plodnic hl'uzovky vel’kovytrusove;.

Plodnice druhu Tuber mesentericum Vitt.
boli gulovité, mierne lalocnaté alebo
elipsoidné, v priemere 2 az 3 cm velke,
zvyCajne aj s bazalnou depresiou, alebo
priehlbinou, zretelne viditeI'nou na vhodnom
priereze (obr. 4). Ostatné znaky st velmi
podobné druhu T. aestivum. Peridium je
tvorené velkymi, pevnymi, hnedociernymi
pyramidalnymi  bradavickami, s bazou
nepravidelného mnohouholnikového tvaru ako
pri T. aestivum, ale si vSeobecne mensie,
hustejsie a menej vy¢nievajuce. Gléba je tvrda,
variabilnej farby, od bézovej po oriesko-
vohnedi v zrelosti, s niekolkymi bielymi
lokalne skratenymi a vyrazne poprehybanymi
cievami. Casto s viac menej zbiehavym
usporiadanim k bazalnej priehlbine. Véna je
velmi silna pri Cerstvo zozbieranych plod-
niciach, pripominajica decht, po zvetrani
pripadne po skladovani na vzduchu je slabsia,
skoro prijemna pripominajuca cierne hluzovky, resp. huby vSeobecne. Najvicsie plodnice ziskané pocas
vyskumu mali v priemere 45 mm s hmotnost'ou od 2,7 g do 21,8 g.

Obrazok 3: HPuzovka velPkovytrusova (Tuber
macrosporum Vitt.)

Na =zaklade odobratych vzoriek pody
z lokalit vyskytu ciernych hluzoviek sme
analyzovali hodnoty pH. Cierne hl'uzovky st
narocné na alkalické prostredie v ktorom st
schopné formovat’ ektomykorizu a vytvarat
plodnice. Vsetky lokality sa nachadzali na
podach ktorych materskou horninou boli
druhohorné karbonatové horniny. Plodnice
sa nachadzali v humusovom horizonte,
v hibke do 15 cm. Z tabulky 1 je zrejmé, Ze
hl'uzovka velkovytrusova a hl'uzovka térova
sa nachadzali na lokalitich s vysSimi
hodnotami pH, pricom ich variaéné rozpitie
) ¥ 0,15 a0,11 je relativne uzke. Naopak
BIRGA CLn Sa o  S S | hluzovka letna vyzadovala v priemere niz§iu
Obrazok 4: Hluzovka térova (Tuber mesentericum hodncgtu PH 7,47 snajvyssim ro%patim
Vitt.) hodnpt od 6,59 po 7,85. To by naznacovalo
vyssiu adaptabilitu na rozsah hodnot pH
a §irsie ekologické optimum, ¢o je z pestovatel'ského hladiska zaujimavéa informacia. WEDEN (2004) pri
svojich vyskumoch na ostrove Gotland zaznamenala rozpitie od 6,8 po 7,9. V analyzach pH na prirodnych
lokalitach vyskytu vo Francuzsku zistili CHEVALIER a FROCHOT (1997) rozpétie od 7,1 do 8,0.

Tabul’ka 1: Hodnoty pH zistené na prirodnych lokalitiach vyskytu ¢iernych hl'uzoviek

Tuber Tuber Tuber Tuber
Druh: - .
aestivum brumale macrosporum | mesentericum
Priemer 7,47 7,51 7,62 7,66
Str. chyba priemeru | 0,049 0,084 0,044 0,020
Variaéné rozpitie 1,26 0,6 0,15 0,11
Minimum 6,59 7,13 7,55 7,62
Maximum 7,85 7,73 7,7 7,73

Pri vybere potencidlnych druhov ciernych hluzoviek vhodnych pre pestovatel'ské technologie v
podmienkach Slovenska moézeme konsStatovat, ze hluzovka zimnd a velkovytrusova dozrievaju
v podmienkach strednej Europy koncom oktdbra a zaiatkom novembra. V tomto obdobi je rast plodnic
obmedzovany nastupom nizkych teplot. Pestované hl'uzovky by nemuseli dosahovat velkost’ komeréne
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vyuzite'nych plodnic. Vyrazné klimatické zmeny ktoré v sucasnosti zaznamenavame vSak mozu tiito situaciu
podmienky Slovenska je preto najperspektivnejSie pestovanie hluzovky letnej. Dokaze UspesSne vytvarat
plodnice v SirSom rozpédti hodnot pH. Obdobie tvorby plodnic spada do obdobia neskorého leta a jesene kedy
su v podmienkach Strednej Europy vhodné klimatické podmienky pre dozrievanie plodnic. Pre inokula¢né
techniky hostitel'skych drevin je preto vhodné vyuzit' plodnice tychto foriem. V roku 2005 boli hl'uzovky
zaradené medzi genetické zdroje pre vyZivu a polnohospodarstvo (GAZO, MIKO, 2005). Z hl'adiska ochrany
a d’alSieho vyuzivania genetickych zdrojov hl'uzoviek je vhodné pouzivat’ termin genet ktory je definovany
ako geneticky identicky komplex ektomykoriz (mycélia na korefioch a vo vnutri koreiiovych pletiv),
mimokorenového mycélia a plodnic. Pre pestovanie bude dolezité vyuzivat genety dozrievajuce vo forme
uncinatum. Inokulované sadenice je nutné vysadzat' na polnohospodarskej pdde bez pritomnosti drevin
vytvarajucich ektomykorizy zdoévodu konkurenéného prostredia pre inokulovani mykorizu. Takéto
pestovanie spadd do kategdrie agrolesnickych systémov ktoré zluCuju systémy extenzivneho
pol'nohospodarstva a lesného hospodarstva. Inokulované lesné dreviny ako dub, buk, lieska sa pestuji nielen
pre produkciu dreva, ¢i orechov, ale v sponoch a technologiami vytvarajucimi vhodné prostredie pre rast
a fruktifikaciu plodnic hl'uzoviek. Cielom agrolesnictva nie je obnovit pévodny prirodny ekosystém, ale
obnovit’ nevyhnutné procesy potrebné pre zdravy a trvalo udrzatel'ny ekosystém na pol'nohospodarskej pode.

Zaver

Vysledky inventarizacného vyskumu realizovaného v rokoch 2005 a 2006 potvrdili vyskyt Styroch
druhov hospodarsky vyznamnych druhov Ciernych hluzoviek na Slovensku. Vyskyt vsetkych druhov bol
viazany na zasadité pody. Materskou horninou p6d boli druhohorné karbonatové horniny (gutensteinské
vapence a svetlosivé laminované metamorfované vapence a dolomity). Analyza podneho pH potvrdila, ze
hl'uzovka letna (Tuber aestivum Vitt.) vytvarala plodnice v rozpéti hodnét od 6,59 do 7,85. Z hl'adiska
perspektivy pestovania hluzoviek sohladom na klimatické faktory Strednej Eurdpy je pre pestovanie
najvhodnejSie uprednostnit’ experimenty s hl'uzovkou letnou ato jej jesennou formou uncinatum. Do
pestovania by bolo vhodné vyuZzivat' dobre lokalne adaptovany domaci genofond hl'uzoviek a hostitel'skych
drevin.

Prispevok vznikol s podporou projektu VEGA 1/2412/05 - Stadium metéd mnoZenia a inokulacie sadiva druhov Quercus
spp. pre zavedenie polnych pestovatel'skych systémov a hospodarskeho vyuzitia hl'uzovky letnej(Tuber aestivum Vitt.)
na Slovensku.
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HODNOTENIE KVALITY VYSADBOVEHO MATERIALU INOKULOVANEHO
HLUZOVKOU LETNOU (TUBER AESTIVUM VITT.)
PRE AGROLESNICKU VYROBU
QUALITY ASSESSMENT OF PLANTS INOCULATED BY BURGUNDY
TRUFFLE (TUBER AESTIVUM VITT.) FOR AGROFORESTRY PRODUCTION

Marian MIKO — Jan GAZO

In the paper, requirements on quality of oak seedlings inoculated by mycorhizal fungi species Tuber aestivum Vitt. are
evaluated. Negative impacts of container pre-growing of seedlings on their root system shape were proved. Shape
construction way of filling and solidification of substrate, while transplantation in containers, causes deformations which
are unacceptable according to Slovak Technical Standard (STN). Also requirements for containerized seedling quality
used in extreme forestation conditions were not met. Preliminary evaluation of root system by binocular microscope did
not prove significantly different influence of factors on quantity and quality of mycorhiza in specific conditions.

Key words: hl'uzovky, Tuber aestivum Vitt., inokulované semenace, kvalita

Uvod

Cierne hluzovky sa prirodzene vyskytuji na vapenatych pddach v spojeni s korefiovym systémom drevin,
vel'mi Casto dubov (Quercus spp.) a liesok (Corylus avellana L.) (FISCHER, COLINAS, 1996).

Pokles produkcie jedlych ¢iernych hl'uzoviek v poslednych 50-tich rokoch na prirodnych stanovistiach vo
Franciizsku, Taliansku a Spanielsku podporil velky zaujem o ich pestovanie.

Hl'uzovkové vysadby sa tradi¢ne zakladali vysevom semien dubov spoliehajuc sa na pritomnost’ mycélia
hl'uzoviek v pode. V takychto vysadbach boli prvé plodnice hl'uzoviek zvycajne zbierané okolo 6. az 8. roku
po vyseve. Je v§ak mozné Specifickym mycéliom inokulovat’ korene mladych stromcekov bezprostredne pred
ich vysadbou do pody (CHEVALIER, GRENTE, 1979; CHEVALIER, DUPRE, 1988) a tak dosiahnut
produkciu hluzoviek o 3 az 4 roky skor. Takto moézeme hl'uzovky pestovat’ aj v arealoch, kde sa ich
mycélium predtym vobec nevyskytovalo (CALLOT, 1999).

Komeréné inokulacné metddy boli uz od 70-tych rokov minulého storodia pouzivané vo Franctzsku a
Taliansku. Nezavislé posudenie kvality vysadbového materidlu (semenacov a mykorizy), zabezpecoval
certifikacny urad uvedenych krajin.

Spojenie dvoch biologickych systémov hostitel'skej dreviny a mykoritickej huby v inokulovanom sadive
vyzaduje zdovodu komplexného posudenia kvality vyrdbaného inokulovaného sadiva pouzit v
certifikaénych postupoch Specificky pristup.

Certifikacny postup pozostava z niekol’kych na seba nadvizujucich krokov a musi reSpektovat’ vsetky
Specifikd vyroby inokulovaného krytokorenného sadiva. Zacéina identifikaciou skupiny rastlin, odberom
vzoriek z hodnotenej skupiny rastlin, postupov Cistenia koreiového systému, zhodnotenia kvality rastlin,
predbezného hodnotenia korefiového systému pod binokularnou lupou, pocitania Spiciek korenov, urcenia
pomerov PT (pomer casti Tuber-mykorizovanych koretiovych Spi¢iek) a PK (pomer kontaminovanych
korenovych Spiciek), statistického vyhodnotenia intervalov spol’ahlivosti pre PT a PK v skupine.

Material a metody

Biologicky material — semend dubov Quercus petrae Mattuschka Liebl, Q. cerris L. a Q. robur L. boli
odobraté z hostitel'skych drevin na zaklade potvrdenia pritomnosti mykorizy hl'uzovky letnej Tuber aestivum
na rastline.

Semenny material bol povrchovo dezinfikovany 70%-nym etanolom a nasledne premyty pod tecucou
vodou. Semenace boli predpestované v dvoch variantoch v sterilnom substrate — v zakorenovaci QP E 40
a vo vol'nom substrate.

Inokulacia bola realizovana pri dvoch koncentraciach spér v inokula¢nom roztoku so zabezpecenim
celkového poctu 5, resp. 18 tisic spor aplikovanych na jednu rastlinu. Inokulum bolo pripravené z plodnic
hl'uzovky letnej. Plodnice boli nakupené v Madarskej republike. Plodnice boli homogenizované av
zdkladnom inokulaénom roztoku bola stanovena koncentracia spér prepoétom podla PARLADE et al.
(1996). Aplikacia inokulacného média bola realizovana tromi spdsobmi — pouZitim nosica, metodou
inokulécie ,,na jamku® a inokulacia kontaktom s mykorizovanymi sadenicami.

Na pestovanie inokulovanych semenacov boli pouzité tri rozdielne substraty: 1. s prevahou pody
(odobranej v lokalite vyskytu hl'uzovky letnej), 2. s prevahou raSeliny, 3. s prevahou vapencového skeletu.
Pokusy boli realizované v kontajneroch 18 cm vysokych — Quick Pot - QP 40 T.

Na rastlinach boli hodnotené znaky v sulade s poziadavkami na kvalitu mnozitel'ského materidlu lesnych
drevin STN 48 2211.

Hodnoteniu kvality rastlin predchadzalo dokumentovanie homogenity a zdravotného stavu. Korenovy
systém inokulovaného sadiva bol vyhodnoteny pod lupou pri zvacseni 40 x.

Cielom prace bolo poukazat na vplyv kultivaénych podmienok na niektoré ukazovatele kvality
inokulovaného sadiva mykoritickou hubou Tuber aestivum, ktoré sit hodnotené pri certifikacii.
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Vysledky a diskusia

Krytokorenny sadivovy material sa vyuZiva najmi pri zalesiovani extrémnych stanoviit (LIPTAK,
1989), ale aj pri zalesiiovani pdd na dolomitickych a vapencovych podloziach (ZACHAR, 1988). Vd’aka jeho
rychlemu odrastaniu sa uplatituje aj v pripadoch, ked’ je potrebné zapojenie porastov v ¢o najkratSom case.
Pri vysadbe ploch pre pestovanie hl'uzoviek vystupuje do popredia aj ochrana mykorizovanych korenov
pouzitym substratom v celom procese manipulacie pred vysadbou.

Krytokorenny sadivovy material ma i svoje nevyhody. Z biologického hl'adiska ide najmi o neziaduce
deformécie korenov, ktoré sa mézu vel'mi negativne prejavit’ aj po niekol’kych rokoch po vysadbe.

Obrazok 1 aZ 3: Deformacie korerniového systému sposobené nevhodnym typom kultiva¢nej nadoby
a/ koren tvaru ,,L.“, b/ deformacie s potla¢enim dominancie hlavného Kkoreia,
c/deformacie v tvare oblikov

Pestovanie vo vhodnych typoch obalov, ktoré maji viac ochrannych prvkov zabranuje deformacii
korenov. Preukazne kratSiu korefiovil ststavu, ktora je limitovana velkostou pouzitého obalu eliminuje
celkova biomasa korenovej sustavy ktora je pri vacSine drevin podstatne vysSia ako pri volnokorennom
sadive (SMELKOVA, 2004).

Komplexny certifikaény proces inokulovaného sadiva pozostava z dvoch casti.:
1. Predbezného hodnotenia morfologickych znakov na rastlindch:

1) vysku rastliny (nesmie presiahnut’ dvojnasobok dizky korefia)

2) priemeru krcka korena (musi byt asponi 2-3 mm, pre rastliny staré 1 — 2 roky)

3) korenovy systém ma byt pravidelny, bez formovania do tvaru J, a bez oblukov (deformacie
pripustné podl’a STN 48 2211 pre vol'nokorenny materidl povol'uji maximalny ohyb 45 ° a
vzdialenost’ $picky hlavného korena od osi nadzemnej casti do 10 cm)

4) po stenach kontajnera by nemali rast’ ziadne sekundarne korene

5) sekundérne korene by mali byt rovnomerne rozlozené pozdiz hlavného koretia s vel’kym
mnozstvom zasobovacich korefiov

6) rastliny a korenovy systém musia byt’ zdravé bez priznakov hnildb a nekr6z na koreni a bez
priznakov uschnutia

7) rastlina musi byt’ dostato¢ne pevna s naznakmi lignifikacie na korefiovom kréku

Tabul’ka 1: Vybrané ukazovatele kvality semenacov hostiteP'skych drevin hl'uzovky letnej
predpestovanych v zakorefiovacoch (1) a vo voI’'nom substrate (2) v roku 2006

Druh dreviny Vyska Hrabka Sekundarne
typ rastliny | V (%) | osivmm V (%) | Deformacie | korene (% | Nekrozy

zakorenovaca v mm rastlin)
Q. petrae (1) 148,0 30,2 2,29 26,2 68,4 % 1,3 % nie
Q. petrae (2) 153,8 36,7 3,12 23,5 2,5% 0,6 % nie
Q. rubra (1) 128,7 29,8 2,35 20,0 87,2 % 23 % nie
Q. rubra (2) 138,4 29,6 2,79 19,8 3.8 % 1,2 % nie
Q. robur (1) 147,6 26,6 2,43 91 79,9 % 0,9 % ano
Q. robur (2) 152,5 25,2 2,88 12,6 2,4 % 0,2 % ano
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1I. Inokulované sadivo v predbeznom hodnoteni musi splnit este tri dalsie kritéria:
1) minimalny pocet 250 zdravych jemnych korienkov na rastlinu
2) minimalne 10% mykoriznych koreniovych Spiciek druhom 7. aestivum
3) nie viac ako 50% korenovych S$pi¢ick kolonizovanych inym kontaminujicim druhom huby
s vynimkou rodu Tuber

Mykoriza funguje ako organ sliziaci na uchovavanie a vymenu zivin s hostitel'skou drevinou, je
kliCovou Struktarou symbidzy pre kompletny vyvoj hluzoviek. Mykorizne mycélium zabezpecuje
roz§irovanie huby v ramci korenového systému hostitel'skej dreviny a susediacich stromov (DELMAS,
1978).

Ektomykorizne huby spdsobuji na koreiioch vyrazné makroskopické zmeny. Preto ektomykriza na
korenovom systéme je vacsinou pozorovatel'na uz volnym okom. Mykorizované korene mdzeme odliSovat
od nemykorizovanych napriklad farbou, hribkou, povrchovou textirou, alebo spdsobom vetvenia. Typ
vetvenia mdze byt pre niektoré hostitel'ské druhy typicky. Morfologické znaky mykoriznych korefov —
vlastnosti hyfového plasta, vetvenie koretiov, vlastnosti rhizomorf su kritériami pre zarad’ovanie
ektomykoriz do morfotypov (HORTON et al., 1998).

Morfologické vlastnosti mykorizy st ovplyvnené symbiotickou hubou a samotné hyfy nest niektoré
znaky, ktoré su viac ¢i menej typické pre niektory druh (AGERER, 1978-1996).

Druha Cast’ certifikacie nahodne vybranej skupiny rastlin vyzaduje splnenie nasledujucich kritérii vzorkou
rastlin:

1) vietky odobrané rastliny musia spiiat’ kritéria kvality rastlin

2) vsetky rastliny musia spiiali poziadavky pre Predbezné hodnotenie

3) anijedna rastlina vo vzorke nema menej ako 10%-nu kolonizaciu T. aestivum

4) ani jedna rastlina vo vzorke nema viac ako 50%-ni kolonizaciu kontaminantom

5) dolny limit pre interval spol'ahlivosti PT > 0,25 (25%-na kolonizacia druhom 7. aestivum)

6) horny limit pre interval spol'ahlivosti PK < 0,20 (kontaminantmi nie je kolonizovanych viac ako

20% korenovych $piciek rastlin vo vzorke)
7) ani jedna rastlina zo vzorky nebola kolonizovana inym druhom rodu Tuber
8) podiel kontaminantov nesmie prevysovat’ podiel mykorizovanych $piciek druhom T aestivum

Tabul’ka 2: Vyhodnotenie pomerov mykorizy Tuber-inokulovanych Kkorenovych Spic¢iek (PT) a
pomeru kontaminovanych korefovych Spiciek (PK)

Druh dreviny PT Interval spol'ahlivosti PT PK Interval spol'ahlivosti PK | Pocet vzoriek
Q. petrae (1,2) | 0,53 0,54 -0,56 0,14 0,08 — 0,22 5
Q. cerris (1,2) | 0,62 0,59 -0,71 0,08 0,02 -0,14 5
Q. robur (1,2) | 0,59 0,53 -0,65 0,22 0,18-0,26 10

Pri hodnotenych vzorkach inokulovanych rastlin boli splnené poziadavky pre druhu cast’ certifikacie pri
pouziti vyhovujliceho variantu (inokulacia a substrat) s vynimkou hodnotenych vzoriek pri druhu Q. robur,
kde bol prekroceny limit pre vyskyt kontaminantov.

Zaver

Vysledky experimentov poukazuji na nevyhnutnost’ optimalizacie materidlovo-technickych prostriedkov
pre pripravnu fazu inokulaéného postupu, spésobu pripravy semendcov a ich nésledného pestovania pocas
inokuléacie. V pripravnej faze je potrebné vylucit vsSetky negativne vplyvy obmedzujice volny rast
korenového systému. Rastliny presadit’ do kontajnerov az po vytvoreni 2 az 3 pravych listov na rastline.
Odporucame postup bez potreby utlacania pody v zakorenovaci, ktoré spdsobuje vznik d’alsich neziaducich
deformacii koreniového systému.

Prispevok vznikol za finanénej podpory projektu VEGA 1/2412/05 - Stadium metdéd mnoZenia a inokulacie
sadiva druhov Quercus spp. pre zavedenie polnych pestovatel'skych systémov a hospodarskeho vyuzitia
hl'uzovky letnej (Tuber aestivum Vitt.) na Slovensku.

Literatura

1. AGERER, R. 1987 — 1996. Colour atlas of ectomycorrhizae. Einhorn, Schwébisch Gmiind, Germany.

2. CALLOT, G. 1999. La TRUFFE, la Terre, la Vie. INRA Editions, Paris.

3. DELMAS, J. 1978. Tuber spp. In The Biology and Cultivation of Edible Mushrooms. Edited by Chang,
S. T. & Hayes, W. A. 1978. In: Academic Press, New York, USA.

68




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

10.

11.

CHEVALIER, G. — DUPRE, C. 1988. Recherche et expérimentation sur la truffe et la trufficulture en
France, p. 157 — 166. In: 2 Congresso Internazionale sul Tartufo, Spoleto, Italy.

CHEVALIER, G. — GRENTE, J. 1979. Application pratique de la symbiose ectomycorrhizienne:
production a grande échelle de plants mycorrhizés par la truffe (Tuber melanosporum Vitt.). In:
Mushroom Sci, 10: 483 — 505.

FISCHER, CH. — COLINAS, C. 1996. Methodology for certification of Quercus ilex seedlings
inoculated with Tuber melanosporum for commercial application, Poster prezentation at the Ist
International Conference on Mycorrhizae, Berkeley, California, USA, august 1996.

HORTN, T. R. — CASARES, E. - BRUNS, T. D. 1998. Ectomycorhizzal, vesicular-arbuscular and dark
septate fungal colonization of bishop pine (Pinus muricata) seedlings in the first 5 month after wildfire.
In: Mycorrhiza. 8. p. 11 —18.

LIPTAK, J., 1989. Vyroba sadencov a zakladanie porastov v meniacich sa ekologickych podmienkach.
In: Vyskum a obhospodarovanie lesov v zmenenych ekologickych podmienkach . Zbornik ref. z
Vedeckej konferencie VULH vo Zvolene 1988, Priroda, 157 s.

PARLADE, J. — PERA, J. - ALVAREZ, 1. F. 1996. Inoculation of containerized Pseudotsuga menziesii
and Pinus pinaster seedlings with spores of five species of ectomycorrhizal fungi. In: Mycorhiza, 6. p.
237 —245.

SMELKOVA, L. 2004. PouZivanie krytokorenného sadbového materialu pestovaného intenzivnymi
technologiami na Slovensku. In: Moznosti pouziti sadebniho materialu z intenzivnich skolkafskych
technologii pro obnovu lesa. Sbornik prednasek z mezinarodniho seminafe. Opocno, 3. a 4. 6. 2004.
Kostelec nad Cernymi lesy, Lesnické prace 2004, s. 16 —21.

ZACHAR, D. 1988. Ochranné zalesniovanie: In: Vyskum a obhospodarovanie lesov v zmenenych
ekologickych podmienkach. Zbornik referatov z Vedec. konferencie VULH vo Zvolene 1988, Priroda,
157s.

Adresa autora:
Ing. Marian Miko, CSc., Katedra genetiky a $l'achtenia rastlin, FAPZ, SPU v Nitre, Tr. A. Hlinku 2, 949 76, e — mail:
Marian. Miko@uniag.sk

69


http://www.silvarium.com/lesprace/nakladatelstvi.html

Nové poznatky z genetiky a §l'achtenia

pol'nohospodarskych rastlin

Zbornik zo 14. vedeckej konferencie, Piestany : VURYV, 2007

VYSKYT VITIS VINIFERA SSP. SYLVESTRIS GMEL. NA SLOVENSKU

A MOZNOSTI JEHO UPLATNENIA V SCACHTENI

OCCURRENCE OF VITIS VINIFERA SSP. SYLVESTRIS GMEL. IN SLOVAKIA
AND POSSIBILITIES OF ITS USE IN GRAPE BREEDING

Dorota POSPISILOVA — Daniel SEKERA — Rastislav SIMORA

Prospecting of the first 12 meadow woods in Slovakia of the river basins Danube, March and Nitra was made in 2006
and 2007 with the aim to discover Vitis vinifera ssp. sylvestris GMEL. plants. From the 12 prospected woods only in five
they were discovered. Up to now 298 plants were found, the biggest finding place being the wood “Velky les” in the Nitra
river basin. Only on a fifth of the surface of this wood 272 lianas were registered. Ampelografical classification and
photo documentation of the organs of about 100 lianas was realised. An ex situ Vitis sylvestris collection is in the course
of building for assuring both: the protection of die out of the Slovak Vitis sylvestris populations and its utilisation in

breeding programmes.

Key words: Vitis vinifera ssp. sylvestris GMEL., Slovakia, study, grape vine, utilisation, breeding

Uvod

Systematické stadium Vitis vinifera ssp. sylvestris GMEL. ako nového genetického zdroja pre $l'achtenie
vini¢a na Slovensku sa zac¢alo vstupom nasho pracoviska (VSSVVM, n. 0.) do spoluprace na projekte EU
GenRes06 ,,Manazment a zachovanie genetickych zdrojov vini¢a®, ktory v jednej svojej etape riesi aj ,,Sta-
dium, identifikaciu a vyhodnotenie germoplazmy Vitis sylvestris®. Dovtedy bol V. sylvestris predmetom
botanickych fytocenologickych vyskumov v niektorych chranenych oblastiach Iuznych lesov Podunajska
a Potisia (ELIAS et al., 2003; SADOVSKY 2001a, 2001b; SADOVSKY, ZLATSKA, 2005). Predmetné
pojednanie predklada prvé vysledky zacatej prace za roky 2006 a 2007.

Material a metody

Predmetom prace bol lesny vini¢ Vitis vinifera ssp. sylvestris Gmel. rastici na Slovensku v luznych le-
soch v povodiach viacerych riek, predovsetkym Moravy, Dunaja, Nitry, Tisy.

Nasa aktivita bola predovsetkym nasmerovana na prieskum lesného vinic¢a a spracovanie ziskanych mate-
ridlov. Pracu sme usmernili na:
e cxpedicie s cielom objavit’ Vitis sylvestris,
e ampelograficky popis najdenych lian,
e vytvorenie fotodokumentacie niektorych organov vybranych rastlin,
e odber jednoro¢ného dreva pre zalozenie ex situ zbierky Vitis sylvestris.

Vysledky a diskusia

Expedicie

Doteraz sme preskumali na povodi rieky Morava 8 lokalit luznych lesov a to v Skalici, Holi¢i, Kopca-
noch, Kutoch, Sekuliach, Moravskom Jane, Malych Levaroch a Vysokej pri Morave. Lesny vini¢ sme nasli
iba v 3 lokalitach: Sekule, Malé Levare, Vysoka pri Morave. V luznych lesoch Dunaja sme doposial’ presku-
mali lesy obci Rusovce, Rovinka a Cenkov. Iba v jednej lokalite - Cenkove (pri Stirove) sme nasli lesny
vini¢. Na povodi rieky Zitava sme z informacii miestnych obyvatelov vedeli o Velkom lese pri Uranoch nad

Zitavou, v ktorom sme objavili mnoZstvo jedincov Vitis sylvestris.

Z 12 lokalit sme teda nasli vini€ iba v piatich. Prehl'ad prieskumu uvadzame v tabulke 1.

Tabul’ka 1: Prehl’ad miest a po¢tu lian Vitis vinifera ssp. sylvestris GMEL. z doterajSieho prieskumu

v SR
.y Pocet preskimanych . | Pocet rastlin ampe-
Povodie rieky lokalit Pocet nalezisk Pocet ndjdenych lian | lograficky popisa-
nych
Morava 8 3 16 16
Dunaj 3 1 10 10
Nitra (Zitava) 1 1 272 100
Spolu 12 5 298 126

Z tabulky vyplyva takmer 42 %-na uspesnost’ nalezu V. sylvestris v preskimanych lokalitach luznych le-
sov. Pocet najdenych rastlin je vSak vo vaésine lokalit maly, z coho vyplyva znaéné ohrozenie tohto poddru-
hu vinica na Slovensku. Vynimkou je iba Zitavsky Velky les, kde je pocetnost’ rastlin vysoka a zachovanie
lesného vinica zabezpecené.

Liany, z ktorych sme odobrali vzorky organov, sme v teréne oznacili a situacne podchytili polohu zaria-

denim GPS.
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Ampelograficky opis lian

Z najdenych lian sme opisali 126 ks, a to viac ako Sestdesiatimi hospodarskymi a morfologickymi znak-
mi. Ide najmé o morfoldgiu vrcholov vyhonkov, listov, kvietkov, strapcov, bobul’, semien a jednoro¢ného
dreva. Zistenia svedéia o morfologickej roznorodosti jednotlivych rastlin, a teda kazdu lianu mozno povazo-
vat’ za osobitny genotyp. Iba v tom pripade, ked’ liany z jedného ,,hniezda®“ pochadzaju z vegetativnych orga-
nov jednej rastliny, stt morfologicky aj geneticky rovnaké. Priklad morfologickej roznosti demonstrujeme na
tvare listov na obrazkoch 1 az 9.

Obr. 1 az 9: Morfologicka variabilita listov Vitis sylvestris GMEL.

&S

Zaujimavy je aj znak ,typ kvietka®, ktory je v§ak mozné zistit’ iba po kratku dobu kvitnutia vinica a iba
ak sa kvetenstva nachadzaji aj na letorastoch pri zemi. Normalne je totiz zelena vegetatna hmota krov vyso-
ko v korunach opornych stromov (obr. 10, 11 a 12), lebo liany sa okolo kmenov stromov vinu az do koruny.
Stkvetia sme zistili na 24 rastlinach. Z toho bolo 14 so sam¢im a 11 so sami¢im kvetom. Literarne udaje
oznacuji pomer saméich a samicich kvetov pri V. sylvestris 3 : 1 (NEGRUL et al., 1965). Pre §l'achtitel'sku
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pracu prichadzaju do Gvahy obidva typy: samci ako donor pel'u a samici ako schopny po opeleni cudzim
pelom poskytnat’ hybridné semena.

Obr. 10: V. sylvestris sa Obr. 11: V. sylvestris v korune starého duba Obr. 12: Liany V. sylves-
upina v korune suchého tris obopinaju kmeii hra-
stromu

Fotodokumentacia

V teréne sme fotograficky zdokumentovali iba tie liany, ktoré vynikli rastom alebo inou charakteristikou
(priemer kmena az 0,34 m - obr. 13) a bolo mozné ich v lesnom poraste od inych drevin odliSit. Zo vzoriek
odobratych pre ampelograficky opis sme vyhotovili fotodokumentaciu vrcholov letorastov, lica a rubu listov,
sukveti, kvetov, strapcov bobul’ a semien.

Obr. 13: Ukazka hribky kmeiia liany V. sylves-
tris

Odber jednorocného dreva a zaloZenie vysadby ex situ zbierky genotypov V. sylvestris

V zimnom obdobi 2006/2007 sme odobrali jednoro¢né drevo zo 41 lian na vypestovanie korenacov. Bez-
ny sposob zakorenovania jednoro¢nych odrezkov vo vode u tohto poddruhu vini¢a nie je uspesny. Preto
odber v nastavajlcej zime zopakujeme a pouZzijeme $kolkarske metddy na rozmnozenie lian.

Zalozenie zbierky ex situ ma predovsetkym tieto ciele:

1. zachrana rastlin, ktoré st v lesnych porastoch ohrozené zanikom,

2. umoznenie podrobnejsieho §tudia lesného vinica,

3. vytvorenie bazy pre $lachtitel'ské ucely,

4. obohatenie genofondu rodu Vitis.

Moznosti vyuzitia V. sylvestris pre Slachtenie vinica

Vedci sa zhoduju v nazore, ze Vitis vinifera ssp. sylvestris GMEL. je pdvodcom usl'achtilého vinica Vitis
vinifera ssp. sativa L. Skuto¢nostou je, ze v dosledku civilizaénych zésahov lesnému vini¢u v mnohych
lokalitach hrozi vyhynutie. Ochranarske aktivity speji nielen k jeho zachrane, ale aj k vyuzitelnosti nie-
ktorych jeho cennych biologickych vlastnosti: preziva v inundovanych luznych lesoch uz stovky rokov, rastie
vSak aj v hornatych polohach (NEGRUL et al., 1965), prezil vSetky kalamity ni¢ivych choréb a Skodcov
vini¢a bez zasahu ¢loveka a oproti inym rezistentnym druhom vinica jeho plody nemaji neprijemna pachut’.
Ako taky by tento poddruh pri kriZeni mohol predstavovat’ zaujimavy zdroj génov, predovsetkym rezistencie
proti hubovitym chorobam.
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Prvy pokus s krizenim lesného vini¢a sme vykonali v jini tohto roka pelom V. sylvestris nanesenym na
uslachtily vini¢. Pel’ z liany samcieho individua bol plne kli¢ivy, o ¢om sved¢ia normélne vyvinuté strapce
po opeleni vykastrovaného kvetenstva. Intenzivnejsiu $l'achtitel'sku pracu budeme moct’ rozvinat po vstupe
V. sylvestris v nasej zbierke do plodnosti.

V literatire sa uvadza, ze sa Vitis sylvestris vyuzival aj ako podpnik pre uslachtily vini¢, ktory nenastepe-
ny na rezistentné druhy rodu Vitis trpi napadnutim fyloxérou (Viteus vitifolii Fitch.).

Zaver
Lesny vini¢ ako poddruh uslachtilého vini¢a je mozné povazovat’ za geneticky zdroj pri §lachteni, najma
na ziskanie rezistencie voci stresovym faktorom. V stcasnosti vsak ide aj o vyskum vyskytu a ochrany nale-
zisk Vitis sylvestris na Slovensku. Praca je preto zamerana na tieto Studijné okruhy:
e podchytit’ lokality vyskytu tohto poddruhu na Slovensku,
e stanovit’ stupen nebezpecenstva jeho zaniku,
e zabezpelit ochranu tohto vzacneho poddruhu vyskumnymi metodami (zaloZenie ex situ zbierky) ako aj
administrativne,
e vyuzit tento poddruh pre tvorbu novych rezistentnych genotypov.
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TVRDOST OBILEK JECMENE (HORDEUM VULGARE L.)
GRAIN HARDNESS OF BARLEY (HORDEUM VULGARE L.)

Vratislav PSOTA — Karel VEJRAZKA — Jiti HARTMANN — Markéta MUSILOVA

In 20 varieties of two-row spring barley protein content, starch content and selected malting parameters were assessed.
Vitreosity was assessed using the Light Transflectance Meter (LTm) a hardness using the Single Kernel Characterization
System 4100 (SKCS). Vitreosity and hardness were affected by the locality from 87 % (LTm) or 83 % (SKCS). Significant
correlations were found between LTm, SKCS and starch content (0.65***, -0.54***), extract content in malt (0.56**%, -
0.52*%**), Kolbach index (0.42**%*, -0.44***), friability (0.55**%*, -0.47), 3-glucan content in wort (-0.51***, -0.53%**),
High correlation was found between the used physically different method LTm and SKCS) (-0.87**%).

Key words: barley, malting quality, grain vitreosity, grain hardness

Uvod

Vybér odridy se fidi nejen podle agronomickych vlastnosti, ale i podle pfedpoklddaného sméru vyuziti
vysledné suroviny. Zvlast¢ u sladovnickych jeCment, odrida a kvalitativni parametry odrudy hraji
vyznamnou roli. Proto i pfi tvorbé novych odrid se v procesu selekce klade diuraz na kvalitativni parametry
materialu.

U obilek jecmene, ale i pSenice rozliSujeme dva odlisné typy endospermu: moucnaty a sklovity. Rozdily
mezi nimi jsou zpusobeny Urovni kompaktnosti endospermu. Moucnaty endosperm ma otevienéjsi strukturu.
Skrobova zrna jsou v bilkovinné matrici volngji ulozena. Sklovity endosperm je charakteristicky tésnym
spojenim $krobovych zrn a bilkovinné matrice. Casto se vyskytuji endospermy, které se nachazeji nékde
mezi témito hrani¢nimi typy.

Pii sladovani je¢mene dochazi ke strukturdlnim zméndm vlivem modifikace bunécnych stén, malych
skrobovych zrn a proteinové matrice. Uroven modifikace je tudiz uréovana trovni mouénatosti ¢i sklovitosti
endospermu sladovaného zrna. Pti sladovani za stejnych podminek je uroven modifikace moucnatych a
sklovitych zrn riizna, coz vede k heterogenité vyrobeného sladu. Tvrdost obilky je zalozena spiSe geneticky,
zatimco sklovitost obilky je naopak ovlivnéna pievazné péstebnimi podminkami. Sklovity endosperm muze
mit vétsi hustotu bilkovinné matrice nez endosperm moucny (DOBRASZCZYK et al., 2002). Pro $lechténi
jeémene je tedy predpoveéd sladovnické kvality, ktera se vztahuje k tvrdosti obilky klicovym cilem.

Vzhledem k potfebé snizovat pfedevsim ekonomické naklady na Slechténi, je tieba hledat metody rychlé,
finanéné nenaro¢né, pracujici s malym mnozstvim materidlu a zaroven dostatecné ptesné pro odhad
kvalitativnich parametri.

Vyse uvedené piedpoklady castecné splituji metody charakterizujici fyzikalnich vlastnosti obilek je¢mene
(napt. OSBORNE, ANDERSSEN, 2003). Pro stanoveni fyzikalnich vlastnosti obilek je mozné pouzit
né&kolik principialng odlisnych metod (PSOTA, VEJRAZKA, 2006). Particle Size index - PSI (AACC 2000)
je metoda pro urCeni stupné tvrdosti obilek pSenice. Pro ureni trovné tvrdosti zrn jeCmene se stanovuje
mleci energie zrna - GME (ALLISON, 1986). Pro hodnoceni tvrdosti zrna lze téZ vyuzit i nastavec Do-
Corder firmy Brabender (VEJRAZKA et al., 2007). Perspektivni se jevi i metoda stanoveni tvrdosti na
pfistroji Single Kernel Characterization System - SKCS 4100 (OSBORNE, ANDERSSEN, 2003). Vzorek je
v piistroji SKCS 4100 postupné rozdélen na jednotlivé obilky, které jsou vazeny a drceny. Soucasné je
zaznamenan pramér obilek a jejich vlhkost. Méfeni praméru, vlhkosti a vahy je nepfimé.

Pro hodnoceni sklovitosti a moucnatosti zrn 1ze pouzit pfistroj Light transflectance meter — LTm. Funkce
pfistroje LTm je zaloZena na kvantitativnim méfeni prichodu laserového paprsku obilkou jecmene nebo
pSenice. Obilky je¢mene neni nutno zbavovat pluchy, protoze laserovy paprsek je schopen pluchou
proniknout.

Specifikem u poslednich dvou metod je hodnoceni jednotlivych obilek je¢mene. Metoda zalozena na
optickych vlastnostech endospermu pouzivana v piistroji LTm je navic nedestruktivni.

Cilem prace bylo zjistit vztah mezi vysledky ziskanymi pomoci pfistroje LTm a SKCS 4100 navzajem a
sladovnickou kvalitou.

Material a metody

V pokuse byly analyzovany vzorky 20 odrid jarniho, dvoufadého jeCmene se sladovnickou i
nesladovnickou kvalitou, ktery byly testovany na 4 zkuSebnich stanicich UKZUZ pro Seznam doporu¢enych
odrid jeCmene.

Pro mikrosladovani a méfeni na pfistrojich LTm a SKCS 4100 byl pouzit pfepad zrna na sité€ 2,5 mm. Dle
metodik, dodavanych s pfistroji, byly u zrna stanoveny hodnoty moucnatosti zrna (metodou LTm) a hodnoty
tvrdosti (pfistrojem SKCS). Soubézné byly vzorky mikrosladovany dle standardniho postupu VUPS, ktery
vychazi z postupu doporuc¢eného EBC. U vyrobenych sladi byly stanoveny vybrané kvalitativni parametry
dle metodik EBC a MEBAK.

Nejprve byly vzorky proméfeny na pfistroji LTm. Tento pfistroj proméfuje najednou 97 zrn. Tato zrna
byla nasledné prométena na pfistroji SKCS 4100. V ramci tohoto méfeni jsou zrna v piistroji drcena.
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Vysledky byly statisticky hodnoceny analyzou variance s naslednym mnohonasobnym testovanim
vyznamnosti jednoduchych kontrastli, korela¢ni analyzou. Byly pouZity statistické programy REML a SPSS.

Vysledky a diskuse
Viiv odridy a lokality

Ve S§lechténi je nezbytné studovat vztah mezi odriidou a prostfedim, nebot’ troven jednotlivych znakl
nemusi byt podminéna jen geneticky, ale i v riizné mife i vlivem prostfedi a interakci odridy s prostfedim.
Allison 1986 zdtraznil, Ze odriida je jednim z vyznamnych faktorti ovlivitujici tvrdost obilky je¢mene.

Ve sledovaném souboru byl zjistén statisticky vysoce prukazny rozdil mezi odridami u obou metod
pouzitych pro méteni tvrdosti. VIiv odriidy byl v pfipadé metody LTm na Grovni 5 %. Vysledky ziskané na
ptistroji SKCS 4100 byly ovlivnény odridou podstatné vice a pohybovaly se na trovni 13 % (tab. 1). U
mleci energie byl zjistén vliv odridy na urovni 65 % (BERTHOLDSSON, 2004). Ve sledovaném souboru
byly ptredevsim sladovnické odriidy s podobnou strukturou endospermu, coz mohlo byt divodem nizkého
vlivu odridy na variabilitu tohoto znaku.

Rozdily mezi lokalitami byly statisticky vysoce pruikazné u obou pouzitych metod, coz odpovida
vysledkim SWANSTONA et al. (1993). Vliv lokality na proménlivost tohoto znaku byl v pfipadé metody
LTm na Grovni 87 %, v ptipad¢ vysledkt ziskanych na pfistroji SKCS 4100 byl 83 % (tab. 1).

Testovani metodou LSD potvrdilo malé rozdily mezi strukturami endospermu sledovanych odrtid. Pouze
odriida Orthega ma vyraznéji odlisnou strukutru endospermu. Metoda LTm ji zatfadila do skupiny odrtd se

v

endospermem (tab. 2a, 2b).

Vliv slozeni obilky

V nesladované obilce je¢mene byl stanoven obsah bilkovin, $krobu a neskrobovych polysacharidd
B—glukani. Mnozstvi a kvalita dusikatych latek obsazenych v obilce vyraznym zpusobem ovliviiuje jeji
fyzikalni vlastnosti (PALMER, SHIRAKASHI, 1994; LEACH et al., 2002). Vysledky vyzkumu naznacuji,
ze 1 kdyz je sklovitost spojovana s vysokym obsahem dusiku a mouénatost naopak s nizkym obsahem dusiku
(BROADBENT, PALMER, 2001), sklovity nebo moucnaty endosperm mohou mit zrna s podobnym
obsahem dusiku (HOLOPAINEN et al., 2005). Hordeinové bilkoviny moucnatych endospermt se lusti
rychleji nez hordeinové bilkoviny sklovitych endospermi (HOWARD et al., 1996).

Rozpéti, ve kterém se obsah bilkovin v jednotlivych vzorcich sledovaného souboru pohyboval bylo tizké
(10 — 12,5 %). Vliv obsahu bilkovin na tvrdost obilky zji§ténou pfistrojem SKCS byl statisticky neprtikazny.
Opticka metoda (LTm) zaznamenala sice maly, ale vysoce prikazny vliv obsahu dusikatych latek na prichod
laserového paprsku. Se vzristajicim obsahem dusikatych latek vzrista i tvrdost obilky, coz zjistili naptiklad
ALLISON et al. (1979), HENRY, COWE (1990) a TOHNO-OKA et al. (2004). Podstatné&jsi vliv na tvrdost
obilky ma pravdépodobné kvalitativni slozeni bilkovin. SLACK et al. (1979) ptedpokladaji, ze hordeiny v
proteinové matrici piedstavuji hlavni ptekazku odbouravani Skrobovych zrn. Jednotlivé skupiny hordeint
vykazuji rizné biochemické vlastnosti a rizné slozeni aminokyselin, coz se odrazi v tvorbé a stabilité
chemickych vazeb. Hordeinové bilkoviny moucnatych endospermit se lusti rychleji, nez hordeinové
bilkoviny sklovitych endospermti (HOWARD et al., 1996). Nekteré hordeinové bilkoviny jsou diky svym
vlastnostem odolnéjsi vici proteolytickému rozlusténi (PALMER, SHIRAKASHI, 1994) a v endospermu
mohou vytvaret mista s pevné€jsi vazbou mezi Skrobovymi zrny a bilkovinnou matrici, ktera jsou odolnéjsi
rozlusténi nez okoli.

Obsah skrobu vyrazné ovliviioval uroven sklovitost resp. tvrdosti obilky. Statisticky vysoce vyznamna
korelace (LTm 0,65*%** SKCS —0,55***) ukazuje, ze se vzrustajicim obsahem $krobu klesa sklovitost resp.
tvrdost obilky, coz koresponduje s vysledky ziskanymi autory HENRY a COWE (1990) a TOHNO-OKA et
al. (2004). SWANSTON (1996) se zabyval vlivem kvality $krobu na aroven mleci energie. Linie s drolivym
endospermem vykazuji niz§i mleci energii.

Vliv sklovitosti resp. tvrdosti na sladovnické znaky

Sladovnické parametry nejsou ovlivnény tvrdosti obilky pfimo. Tento vztah je vyrazné ovlivnén vlastnim
procesem sladovani. V prubéhu sladovani vstupuji do hry nejen fyzikalni vlastnosti obilky, ale také aktivita
enzymatického aparatu a pfistupnost vysokomolekularnich latek k enzymatické degradaci. Z tohoto divodu
je nutno ocekavat nizsi iroven vzajemného vztahu mezi tvrdosti obilky a sladovnickymi parametry (tab. 3).

Ob¢ metody pouzité k méteni sklovitosti resp. tvrdosti potvrdily, ze modifikace Skrobu je vyraznym
zpusobem ovlivnéna tvrdosti obilky. Se vzristajici sklovitosti resp. tvrdosti obilky klesd obsah extraktu
(LTm 0,56***, SKCS —0,53**%*) a glycidového extraktu (LTm 0,48*** BRA —0,37***), coz odpovida i
korelacim zjistétnym autory HOME, ELAMO (1993) a TAYLOR, SWANSTON (1987). Naopak
nevyznamné korelace mezi Grovni tvrdosti a obsahem extraktu zjistili ELLIS et al. (1999), SWANSTON et
al. (1992).

Vztah mezi sklovitosti resp. tvrdosti obilek je¢mene a aktivitou amylolytickych enzymt hydrolyzujicich
Skrob (pfevazné B-amylasy a a-amylasy) vyjadienou diastatickou mohutnosti nebyl statisticky prikazny.
Stejné tak byl statisticky neprikazny vztah mezi tvrdosti obilek a uCinnosti amylolytickych enzymu
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vyjadienou dobou zcukfeni. Aktivita amylolytickych enzym@ byla dostatecnad a nebyla sklovitosti resp.
tvrdosti obilek ovlivnéna, ale sklovitost resp. tvrdost obilky negativné ovlivnila pfistupnost $krobu k jeho
enzymatické degradaci.

Modifikace bilkovin byla vyznamnou mérou ovlivnéna sklovitosti resp. tvrdosti obilky. Se vzristajici
sklovitosti / tvrdosti obilky klesala uroven modifikace bilkovin vyjadiena pomoci Kolbachova ¢isla (LTm
0,42%** SKCS —0,44***), Obdobny vztah zaznamenal SWANSTON et al. (1992).

Relativni extrakt pii 45 °C, tj extrakt zvySeny o Cinnost tepelné stabilnich enzymd, pravdépodobné
proteas a B-glukanas, byl také statisticky vysoce prukazné ovlivnén sklovitosti resp. tvrdosti obilek (LTm
0,38%** SKCS -0,44***),

Vyznamna korelace byla zjisténa také mezi sklovitosti resp. tvrdosti obilky a modifikaci bunécnych stén.
Ob¢ pouzité metody zachytily stejny trend, tj. se vzrustajici sklovitosti resp. tvrdosti obilky se zhorSovala
modifikace bunécnych stén v pribéhu sladovani (LTm —0,51*** SKCS 0,53***), coz zaznamenali i HOME,
ELAMO (1993) a BERTHOLDSSON (2004). Tak¢ friabilita (LTm 0,55***, SKCS —0,47***) a s ni spojené
parametry (homogenita friabilimetrem, sklovitad zrna, Caste¢né sklovitd zrna) byly vyznamnou mérou
ovlivnény sklovitosti resp. tvrdosti obilky.

Snizena tGroven modifikace skrobu, bilkovin a bunéénych stén ovlivnila kromé barvy a Cirosti sladiny
také jeji kvalitativni slozeni. Se vzristajici sklovitosti resp. tvrdosti obilek doslo ke zhorSovani kvalitativniho
sloZeni sladiny a k poklesu hodnot dosazitelného stupné prokvaSeni (LTm 0,36*** SKCS —0,33**%*),
Obdobné vztahy mezi sladovnickymi znaky a tvrdosti obilek zaznamenali i PSOTA et al. (2007).

Korelace mezi pouzitou optickou metodou stanoveni sklovitosti (LTm) a metodou stanoveni tvrdosti
obilek je¢mene (SKCS) byla vysoka (-0,87***) (tab. 3).

Zavér

U 20 odrud je¢mene byl stanoven obsah bilkovin, skrobu a vybrané sladovnické znaky. Sklovitost byla
stanovena pomoci Light Transflectance Meter (LTm) a tvrdost pomoci pfistroje Single Kernel
Characterization System 4100 (SKCS). Sklovitost a tvrdost byla ovlivnéna lokalitou z 87 % (LTm)
respektive 83 % (SKCS). Vyznamné korelace byly zjistény mezi LTm, SKCS a obsahem skrobu (0,65%**, -
0,54***) obsahem extraktu (0,56***  -0,52%**) Kolbachovym indexem (0,42%***, -0,44%**) friabilitou
(0,55***-0,47), B-glukany ve sladiné (-0,51***, -0,53***), Vysoka korelace byla nalezena mezi ob&émi
pouzitymi metodami (-0,87***).
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Table 1: Analysis of variance and estimated
components of variance for

Source of Mean Var.
variation d.f. square cp % SE
LTm

Locality 3 19793.946 Hokk 87.63 808.0848

Variety 19 316.618 ok 526  25.9532

Residual 57 80.042 7.11  14.9933
SKCS (Havg)

Locality 3 3788.6181 Hkk 83.35 154.6697

Variety 19 128.7784 Hkx 13.38 10.4511

Residual 57 74214 3.27 1.3902

Comments:

* P=0.05 Hkx P=0.001

HE P=0.01 NS non significant

Adresa autorov:
Vratislav PSOTA, Vyzkumny ustav pivovarsky a sladaisky, a. s., Mostecka 7, 614 00 Brno, Ceska republika
(psota@brno.beerresearch.cz)

Karel VEJRAZKA, MZLU v Brng, Zemédélska 1, 613 00 Brno, Ceska republika, soucasna adresa:Rohacova 39, 430 03Chomutov
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Jiti HARTMANN, UKZUZ, Hroznova 2, 656 06 Brno, Ceska republika (jiri.hartmann@ukzuz.cz)
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Table 2a: Multiple range analysis for LTm

Table 2b: Multiple range analysis for SKCS

(Havg)
Method: 95 % LSD Method: 95 % LSD
Varieties |n| average Varieties |n| average
Orthega 4 26.75 a Orthega 41 69.650 |a
Heris 4 33.25 ab Calgary 4| 59.475 b
Radegast |4 36.5 a b c Bolina 4| 58.150 b
Diplom 4 38.75 abcd Kompakt [4| 57.125 b ¢
Kompakt |4 43.25 bcde Heris 4| 57.000 b ¢
Bojos 4 46.75 c de f Malz 4| 56.800 b ¢
Tolar 4 48.50 c de f Sebastian |4 | 54.125 c d
Saloon 4 48.75 c de f Xanadu 4| 53.300 c d e
Malz 4 49.50 d e f Respekt 4 52.225 d e f
Class 4 50.25 d e f Faustina 4| 51.350 d e f
Sebastian | 4 51.00 d e f Diplom 4| 51.150 d e f
Bolina 4 51.25 defg Radegast |4 50.750 d e f
Calgary 4 51.50 e fg Jersey 4 50.225 e f
Nitran 4 53.00 e fg Braemar 4 49.900 e fg
Jersey 4 53.50 e fg Nitran 4| 49.675 e f gh
Respekt 4 54.00 e fg Bojos 4 48.800 f gh
Faustina 4 55.75 e fg Saloon 4| 48.700 f gh
Prestige 4 56.25 fg Class 4 46.175 g h
Xanadu 4 57.50 fg Prestige 4 46.100 g h
Braemar 4 63.75 g Tolar 4 45.950 h
Comments: %st)(z))S) 12.6709 Comments: %PS‘:]?)FI))S) 3.85825

Average values indicated by various letters
are statistically different (P = 0.05)

Average values indicated by various letters
are statistically different (P = 0.05)

Table 3: Detected correlation between LTm and HAVG and
technological parameters

LTm SKCS (Havg)

LTm -0,8730 ***
HAVG -0,8730 ***
Protein content in caryopsis -0,3848 kx* 0,0928 NS
Extract yield 0,5653 *** -0,5256 ***
Relative extract (45 °C) 0,3855 *** -,04459 ***
Kolbach index 0,4245 *** -0,4443  ***
Diastatic power 0,0077 NS -0,2261 *
Apparent final attenuation 0,3673 *** -0,3389  **
Friability 0,5561 *** -0,4735 ***
B-glucan in wort -0,5130 *** 0,5394 ***
Protein in malt -0,4252  w** 0,1381 NS
Total sol. N in wort 0,0913 NS -0,2831 *
Saccaridic extract 0,4808 *** -0,3747 w**
Viskosity of wort -0,3941 *** 0,4908 ***
Colour of wort -0,1824 NS 0,1001 NS
Saccharification rate -0,0969 NS 0,2511 *
Glassy corns -0,2557 * 0,3063  **
Homogeneity (by friabilimeter) 0,4961 *** -0,5011 ***
Partly unmodified grains -0,4943 F*k 0,4981 ***
Haze of wort at 90 ° 0,0884 NS 0,1125 NS
Clarity (Appearence) of wort 0,0628 NS 0,1125 NS
Starch content in caryopsis 0,6506 *** -0,5499 ***
Degree of steeping 1 -0,1748 NS 0,1016 NS
Degree of steeping 2 -0,1599 NS 0,0270 NS
Comments: LTm - Light transflectance meter

SKCS (Havg) - Single Kernel Characterization System
(Hardness, average)
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ADAPTABILITA PERSPEKTIVNYCH ODROD KRMOVIN NA PODMIENKY
TAZKYCH POD VYCHODOSLOVENSKEJ NiZINY
THE ADAPTABILITY OF PERSPECTIVE VARIETIES OF FODDER PLANTS
ON CONDITIONS OF HEAVY SOILS OF THE EAST-SLOVAKIAN LOWLAND

Ladislav KOVAC

In Milhostov, on heavy soils, which are localized on experimental working place of SARC — Institute of Agroecology,
production and endurance parameters of perspective fodder plants varieties were verified. In field experiment were
examined: seven tetraploid varieties of red clover, one diploid variety and one new breeding species of red clover and
one variety of bird 5-foot clover. Experimental observations of floristic composition and production parameters of fodder
crops were made in years 2006 and 2007. On heavy soils of the East-Slovakian Lowland from point of view of floristic
and production varieties of red clover Amos and Magura had the best invocation. Diploid varieties Marieta and new
breeding species PS 162 in yields and endurance were moderately worse than tetraploid varieties. Stand of bird 5-foot
clover wasn’t adequate compakt and its yields were the lowest, too.

Key words: fodder plants, yields, floristic composition

Uvod

Charakteristickou ¢rtou Vychodoslovenskej niziny (VSN) je vysoké zastiipenie tazkych a vel'mi tazkych
pdd, ktoré zaberaju takmer 40 % z vymery polnohospodarskej pody. Pri pestovani viacro¢nych krmovin
(VRK) na VSN je preto nevyhnutné sa zamerat’ na vyber vhodnych druhov VRK a v ramci druhov aj odrod,
ktoré poskytni vysoké urody kvalitného krmiva. Tejto problematike sa na VSN, aj po prudkom poklese
stavov polygastrickych zvierat a tym padom aj ploch VRK, venovala nad’alej pozornost (GEJGUS, KOVAC,
1998; KOVAC, 2003). Podobné pokusy s viacroénymi krmovinami sa zakladaju v roznych d’alsich podno-
klimatickych podmienkach Slovenska, ¢o je zname z prac autorov ILAVSKA, RATAJ (1998), ILAVSKA,
VOROBEL (2006) a VOROBEL, ILAVSKA (2006).

Material a metoda

Pokus s monokultirami d’atelinovin bol zalozeny na experimentdlnom pracovisku SCPV — Ustavu
agroekologie v Milhostove. Pracovisko sa nachadza v nadmorskej vyske 101 m. Dlhodoby priemer zrazok je
559 mm a dlhodoby priemer teplot 8,9 °C. V Milhostove sa nachadzaju pddy s vysokym obsahom ilovitych
Castic (nad 50 %). Su to tazké fluvizeme glejove, ktoré sa vel'mi tazko obrabaji. Pokus bol zalozeny roku
2006 v desiatich variantoch a troch opakovaniach a pokracoval v roku 2007.

Tabul’ka 1: ZloZenia pokusnych variantov

Variant Druh Odroda Vysevok [kg.ha]
1 d’atelina la¢na Vesna 4n 22,0
2 d’atelina li¢na Radegast 4n 22,0
3 d’atelina li¢na Rezista 4n 22,0
4 d’atelina la¢na Amos 4n 22,0
5 d’atelina li¢na Nodula 4n 22,0
6 d’atelina li¢na Margot 4n 22,0
7 d’atelina li¢na Magura 4n 22,0
8 d’atelina li¢na Marieta 2n 15,2
9 d’atelina la¢na novoslachtenec PS 162 2n 15,2
10 ladenec rozkaty Polom 9,9

V pokuse boli zaradené perspektivne odrody d’atelinovin a jeden novoslachtenec. Z 9 odrod dateliny
licnej bolo 7 tetraploidnych a dve diploidné.

Pred sejbou sa aplikoval dusik v davke 30 kg.ha, fosfor v davke 30 kg.ha™ a draslik v davke 60 kg.ha™.
V druhom tuzitkovom roku sa aplikoval len fosfor a draslik v tej istej davke ako pred zaloZzenim pokusu. Pred
kosbou sa zistovalo floristické zloZenie porastu metdédou redukovanej projektivnej dominancie. Produkcia
susiny sa hodnotila analyzou rozptylu s testovanim rozdielov. Poveternostné podmienky na stanovisti v roku
2006 a do septembra 2007 st uvedené v tabul'ke 2.
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Tabulka 2: Priemerné mesacné teploty vzduchu a ihrny zraZok v Milhostove

Mesiac Teplota vzduchu [°C] Mesiac Uhrny zrazok [mm]
DN 2006 2007 DN 2006 2007
L. -33 -4,7 2,4 L. 32 13 40
11. -1,0 -2,6 2,8 11. 28 41 40
1. 3,5 2,3 8,2 I11. 27 48 18
IV. 9,7 11,3 11,2 V. 39 49 6
V. 14,6 14,8 17,5 V. 53 83 38
VL 18,2 18,8 20,7 VL 78 96 72
VIIL 19,6 22,5 22,5 VII. 76 18 11
VIIL 19,0 18,8 21,7 VIIL 63 151 29
IX. 14,8 16,3 13,6 IX. 41 5 147
X. 9,1 10,3 - X. 39 23 -
XL 4,0 5.4 - XI. 43 16 -
XII. -0,7 2,2 - XII. 41 13 -
priemer 8,9 9,6 - suma 559 556 -
Vysledky a diskusia

Pokus s odrodami d’atelinovin bol zalozeny 17.05.2006. Datelinoviny zacali vzchadzat' 22.05.2006. Z
dovodu vysokého zaburinenia bolo potrebné dna 18. jula urobit’ ocistovaciu kosbu. Po ocistovacej kosbe
denné teploty vystupovali nad 30 °C a bolo dlhsie obdobie bez zraZok, ktoré trvalo aZz do 29. jula, kedy
spadlo 11 mm zrazok. Z tohto dévodu bola prva kosba urobend az 25.09.2006. Floristické zlozenie pred
prvou kosbou je uvedené v tabulke 3.

Tabul’ka 3: Floristické zloZenie porastov v roku 2006 [%]

. Variant
Kosba | Ukazovatel I > 3 3 5 3 7 3 9 0
D 90 92 91 90 91 89 91 84 86 33
1. B 10 6 8 9 8 9 8 13 12 56
PM 0 2 1 1 1 2 1 3 2 11

Tetrapliodné odrody dateliny ld¢nej reagovali na podmienky prostredia priaznivejSie ako diploidné
odrody. Ich pokryvnost’ v poraste bola vyssia (89 — 92 %) ako pri diploidnych odrodach (84 — 86 %).
V preriedenom poraste 'adenca rozkatého (33 %) prevladali byliny s 56 %-nym zastipenim.

V tabul’ke 4 je uvedena produkcia suSiny. Najvyssie produkéné parametre dosahovali odrody Amos
(variant 4) s arodou 4,17 tha” susiny, Radegast (variant 2) s trodou 4,06 tha™ susiny a Nodula s urodou
3,92 t.ha” susiny. Nizka uroda (pod 3,0 t.ha™") susiny bola dosiahnuta pri odrode Margot a Padenci rozkatom
odrody Polom, pri ktorom prevaznu ¢ast’ produkcie tvorili byliny.

Tabul’ka 4: Produkcia suSiny d’atelinovin v roku 2006 [t.ha]

. Produkcia suSiny
Variant 1. kosba Spolu

1 3,26 3,26
2 4,06 4,06
3 3,70 3,70
4 4,17 4,17
5 3,92 3,92
6 2,97 2,97
7 3,73 3,73
8 3,62 3,62
9 3,18 3,18
10 2,99 2,99

V roku 2007 pokus pokracoval druhym uzitkovym rokom.
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Tabul’ka 5: Floristické zloZenie porastu v roku 2007

" Variant
Kosba | Ukazovatel I 3 3 3 5 3 7 3 9 10
D 99 98 95 97 97 98 98 95 93 65
1. B 1 2 5 3 3 2 2 5 6 21
PM 0 0 0 0 0 0 0 0 1 14
D 95 89 95 98 96 96 90 9] 77 80
2. B 1 3 1 1 1 0 2 3 8 15
PM 4 8 4 1 3 4 8 6 15 5
D 78 75 77 80 82 94 75 70 77 75
3. B 4 7 5 3 4 2 8 12 5 15
PM 18 18 18 17 14 14 17 18 18 10

V prvej kosbe boli pri vSetkych odrodach d’ateliny lu¢nej kompletné porasty s nizkym zastipenim bylin 1
% az 6 %. Porast 'adenca rozkatého, ktory bol zastipeny na 65 % bol redsi (14 % PM) a s vysokym
zastipenim bylin 21 %.

V druhej kosbe boli porasty d’ateliny lucnej este kompletné 89 — 98 %, okrem novoslachtenca PS 162,
ktory bol preriedeny (15 % PM) a podiel bylin tvoril 8 %. Oproti prvej kosbe bol porast l'adenca rozkatého
kompletnejsi (80 %), aj ked’ s pomerne vysokym podielom bylin (15 %).

V tretej kosbe sa porasty vplyvom nadnormalnych teplot a dlhého obdobia bez zrazok, alebo
minimalneho mnozstve zrazok preriedili, zvysil sa podiel prazdnych miest na vsetkych variantoch a
zvySovalo sa aj zaburinenie porastu.

Vysledky hodnotenia tGrod susiny st uvedené v tabul’ke 6.

Tabulka 6: Produkcia suSiny d’atelinovin v roku 2007 [t.ha™]

Variant Produkcia susiny
1. kosba 2. kosba 3. kosba Spolu
1 1,28 3,94 0,70 5,92
2 1,19 3,33 0,52 5,04
3 1,20 4,31 0,66 6,17
4 1,24 5,64 0,61 7,49
5 1,28 4,26 0,65 6,19
6 1,12 4,66 0,41 6,19
7 1,24 4,92 0,71 6,87
8 1,16 4,07 0,40 5,63
9 1,23 3,74 0,51 5,48
10 0,73 2,17 0,64 3,54

Na vysku produkcie suSiny v roku 2007 vyrazne vplyvali poveternostné podmienky, ked’ priemerné
teploty od janudra do konca augusta kazdy mesiac prekonavali dlhodoby priemer a suma zrazok kazdy
mesiac od marca do konca augusta vyrazne zaostavala za dlhodobym normalom. Septembrové zvySené
zrazky (147 mm) uz na vyslednt produkciu nemali vplyv, ked’ze tretia a posledna kosba v roku bola urobena
21.09.2007. Produkéné parametre d’atelinovin boli nizSie ako v predchadzajiucich obdobiach, ked sa v
druhom uzitkovom roku dosahovali trody suginy od 10,6 t.ha™ do 12,82 t.ha” (Kovag, 2003). Svoje nizsie
trodové parametre na VSN potvrdil Fadenec rozkaty (3,54 t.ha™), &im sa potvrdili vysledky pokusov s tymto
druhom d’atelinovin na fluvizemi kultizemnej vo Vysokej nad Uhom (KOVAC, GEJGUS, PORVAZ, 2002).
Ladenec rozkaty sa preto odporuca skor ako doplnkova d’atelinovina do d’atelinotravnych miesaniek.

Podobne ako v prvom aj v druhom uzitkovom roku bola najprodukénejsia tetraploidna odroda d’ateliny
laénej Amos (7,49 tha™), pred dalsou tetraploidnou odrodou Magura s trodou 6,87 t.ha™ suginy. Urody nad
6 t.ha sudiny boli dosiahnuté este pri tetraploidnych odrodach Rezista, Nodula a Margot. Diploidné odrody
Marieta a novoslachtenec PS 162 urodovo boli na niz$ej urovni (5,63 t.ha™ susiny a 5,48 t.ha™ susiny), o je
v stlade aj s tvrdeniami ILAVSKEJ a RATAJA (1998).

Statistické hodnotenia potvrdili preukazne vyssie trody v roku 2007. Statisticky preukazne najvyssie
urody boli pri odrode Amos. Medzi odrodami Magura, Nodula a Radegast neboli zistené vyznamné rozdiely.
Signifikantne najnizsie urody boli pri l'adenci rozkatom.

Zaver

Na tazkych podach VSN sa sledovalo floristické zlozenie a produkéné parametre vybranych druhov a
perspektivnych odrod d’atelinovin. Na vysledky z pokusnych sledovani vyrazne vplyvali poveternostné
podmienky, ktoré sa najmé v roku 2007 vyznacovali nadnormalnymi hodnotami pri zrazkovych tihrnoch,
ktoré¢ boli od marca do konca augusta pod mesacnymi normalmi. Floristicky a produkcne sa najlepSie
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uplatnili tetraploidné odrody d’ateliny l1i¢nej Amos a Magura, pred odrodami Rezista, Nodula, Margot a
Vesna. Diploidné odrody Marieta a novoslachtenec PS 162 vytrvalostne a produkéne mierne zaostavali za
uvedenymi tetraploidnymi odrodami. Najmenej kompaktny bol porast l'adenca rozkatého, ktory poskytoval

v
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HODNOTENIE VYBRANYCH RODICOVSKYCH ODROD PSENICE LETNEJ F.
OZIMNEJ
EVALUATION OF SELECTED PARENTAL WINTER WHEAT CULTIVARS

Alzbeta ZOFAJOVA — Daniel MIHALIK — Michal SAJGALIK — Darina MUCHOVA —
Maria LICHVAROVA — FrantiSek ONDREJCAK — Martin UZIK

By molecular markers dwarf genes (Rht-B1b, Rht-D1b, Rht 8) were detected at 24 wheat cultivars originated from west
Europe. Grain yield formation traits and quality traits were analysed. Positive effects of dwarf gene Rht-D1b on
agronomic characteristics were confirmed.

Key words: wheat, cultivar, dwarf genes, agronomic characteristics

v

Slachtenie rastlin je rekurentny proces selekcie, ktory zabezpecuje kumuldciu priaznivych alel
rodicovskych genotypov. Preto pri odrodach, ktoré maju byt rodi¢mi je potrebné spolahlivo vyhodnotit
hospodarske znaky, trodu i kvalitu vo viacerych prostrediach.

Optimalna vyska rastlin ma velky vyznam pre stabilitu a produktivitu odrdd psenice. Preto jednym z
hlavnych $lachtitel'skych ciel'ov je tvorba odrdd s optimalnou vyskou v danych podmienkach prostredia.

V stcasnosti je znamych 21 major génov (Rht), ktoré redukuju vysku (McINTOSH et al., 1998). Mnohé
z tychto génov boli odvodené ako mutantné formy a nemaji ziadnu $lachtitel'ska hodnotu. Je iba niekol'ko
major génov, ktoré redukuji vySku a neredukuji trodu a preto st vhodné pre komeréné slachtitel'ské
programy (DALRYMPLE, 1986). Podl'a reakcie na kyselinu giberelinova su Rht gény klasifikované ako
necitlivé a citlivé na exogénnu kyselinu giberelinova (GA). Gény necitlivé na GA, Rht-B1b alebo Rht-D1b
(p6vodné oznacenie Rht 1 a Rht 2), st pritomné vo vicsine kratkosteblovych odréd pSenice vo svete. Vacsina
odrod pSenice v juznej a Ciastoéne aj v strednej Europe ma okrem major génov kratkosteblovosti Rht 1 a Rht
2 tiez gén Rht 8, ktory ma maly G¢inok na vysku rastlin, ale je vo vdzbe s génom pre fotoperiodickt
senzitivitu Ppd. Genotypy, ktoré maju gén kratkosteblovosti Rht 8 klasia skor, maju kratSiu vegeta¢nti dobu.
Genotypy s major génmi Rht 1 a Rht 2 majti vyznamne zvySeny zberovy index a ich pestovanie je ziskovejsie
(BOGNAR et al., 2007).

Na rozdiel od star§ich GA insenzitivnych odrod v sucasnosti v CR je pozorovana vysia frekvencia génu
kratkosteblovosti Rht 2, ¢o savisi s pozitivnymi efektmi tohto génu na agronomicky dolezité znaky
(CHRPOVA et al., 2003). Introdukcia tohto génu kratkosteblovosti v CR savisi s dlhodobym vyuZivanim
genetickych zdrojov zo zapadnej Europy v §lachtitel’skych programoch.

Ciel'om vyskumu bolo na vybranych zahraniénych odrodach psenice letnej f. ozimne;j:

- detekovat pomocou molekularnych markerov gény kratkosteblovosti Rht-B1b, Rht-D1b a Rht 8,
- analyzovat vybrané urodotvorné znaky aznaky kvality vo vztahu k detekovanym génom
kratkosteblovosti.

Material a metody

V roku 2004/05 bolo na VSS Maly Sari§ v pokuse zalozenom metédou zndhodnenych blokov v 2
opakovaniach skisanych 24 zahrani¢nych odrdd pSenice letnej formy ozimnej. Odrody pochadzali najmé zo
$tatov zapadnej Eurdpy, odroda Mv Suba z Mad’arska a odroda Shaan M 8121 ma povod v Cine (tab. 1). V
priebehu vegetacie boli sledované fenologické znaky, v zrelosti bola odobrana vzorka nadzemnej biomasy
20 6 riadkov dizky 1 m a rozborovana na zakladné trodotvorné znaky. V priemernej vzorke zrna bol
pomocou NIRs analyzy stanoveny obsah bielkovin a obsah mokrého lepku.

Molekularna detekcia Rht génov kratkosteblovosti: pri analyze dizkového polymorfizmu mikrosatelitného
markera WMS 261 sme postupovali podl'a KORZUN et al. (1998), sekvencie primerov pre Rht-Bla, Rht-
B1lb, Rht-Dla a Rht-D1b boli navrhnuté podl’a ELLIS et al. (2002).

Udaje boli spracované pomocou programu Statgrafics for Windows.

Vysledky a diskusia

Zo stuboru 24 hodnotenych odréd najpocetnejsiu skupinu predstavovali odrody s génom kratkosteblovosti
Rht-D1b s alelickymi variantmi 174 bp (11 odréd) a 165 bp (6 odrod) na lokuse WMS 261 (tab. 1). Podla
oc¢akavania v mad’arskej odrode Mv Suba boli detekované gény kratkosteblovosti Rht-B1b a Rht 8 (alela 192
bp), nakol’ko je znamy prenos génu Rht 8 z talianskych pSenic do pSenic juZnej a strednej Eurdpy
(WORLAND et al., 2001).

Nakol'ko v jednotlivych skupinach ¢lenenych podla pritomnosti Rht génov kratkosteblovosti bol rozny
pocet odrod (od 1 do 11) vzajomné porovnanie skupin odrdd v trodotvornych znakoch a v kvalite zrna
predstavuje urcité tendencie, nie vSak absolutne diferencie.

Najvy$si porast mali odrody Haldor, Manhattan a Altos s divou rht alelou (tab. 2, 1). DlhSia vegeta¢na
doba odrod bola spojena s vysSou urodou zrna, pricom z trodotvornych znakov nadpriemernou bola
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hmotnost’ zrna v klase a pri odrode Altos aj pocet zin v klase (priemerné hodnoty odrod neuvadzame).
Odrody Haldor a Manhattan mali v priemere najnizsi zberovy index.

Najnizsiu vysku porastu mala odroda Catalan (69,2 cm), ktora determinuje Rht-D1b gén kratkosteblovosti
a alelicky variant 165 bp na lokuse WMS 261. Odrody s Rht-D1b v porovnani s odrodami s Rht — B1b, a to
bez ohl'adu na alelicky variant na lokuse WMS 261, mali v priemere nizsiu vysku porastu (77,5 cm oproti
82,9 cm). Najniz8iu priemernt vysku porastu (74 cm) mali odrody s Rht-D1b s alelickym variantom 165 bp
na lokuse WMS 261. Aj odroda Chequer s alelickym variantom 174 bp na lokuse WMS 261 mala vysku 74
cm. Odroda Mv Suba, pri ktorej ako jedinej z hodnoteného suboru odréd vysku rastlin determinuji 2 gény
kratkosteblovosti Rht-B1b a Rht 8 (192 bp) mala vyssiu vysku porastu (87,5 cm), najskor klasila, mala
najvyssiu hmotnost’ 1000 zfn a nadpriemerny zberovy index. Vysokd uroda zrna bola pri tejto odrode
kombinovana tiez s nadpriemernou kvalitou hodnotenou obsahom bielkovin a mokrého lepku.

Najneskor klasili (45 a viac dni od 1.5.) odrody Grisby, Chequer a Smuggler, vietky s génom Rht-D1b,
174 bp na lokuse WMS 261 a tieZ odroda Hermann s génom Rht-B1b, 174 bp na lokuse WMS 261.

Znamy kladny vztah vysky a urody zrna sa potvrdil aj v tomto subore odréd. Avsak v kazdej skupine
odrdd, bez ohl'adu na determinéciu vy$ky rastlin Rht génmi, bola odroda s najvysSou tGrodou zrna (viac ako
1000 g.m’z) — Manhattan, Altos, Levis, Hermann. Najvyssia variabilita v irode zrna bola medzi odrodami
s génom Rht-B1b a 174 bp na lokuse WMS 261, ktor(i podmienila odroda Shaan M 8121 s najniz$ou urodou
zrna (486 g.m™).

Hmotnost” zrna na klas vyssiu ako 2 g mali odrody Grisby a Levis s génom Rht-D1b a s 174 bp na WMS
261. Tato skupina odréd mala aj najvys§iu priemernt hodnotu znaku v porovnani s odrodami s divou rht
alelou. Podobné porovnanie mézeme uviest' aj pre pocet zfn v klase. Najvyssi priemerny pocet zfn mala
odroda Grisby (50,85). V stlade s LI et al. (2007) mézeme konstatovat’, Ze gény kratkosteblovosti Rht-B1b a
Rht-D1b mali negativny vplyv na hmotnost 1000 zfn, s vynimkou odréd Mv Suba a Levis (47,3 g). Pri
zberovom indexe pri odrodach s major génmi Rht 1 a Rht 2 bola zrejma tendencia narastu jeho hodnét v
porovnani s odrodami s divou rht alelou a s 174 bp na WMS 261. Odroda Altos so zriedkavou alelou 198 bp
na WMS 261 bola porovnatel'na v zberovom indexe s odrodami s Rht génmi.

V kvalitativnych ukazovatel'och, v obsahu bielkovin a v mokrom lepku nebola jednoznac¢na tendencia
narastu alebo poklesu ich hodnét v dosledku réznej determinacie Rht génmi kratkosteblovosti.

Zaver

Analyza vybranych urodotvornych znakov odrdd pSenice letnej f. ozimnej vo vztahu k detekovanym
génom kratkosteblovosti naznacila pozitivne efekty génu Rht-D1b na agronomické znaky. Vysledky vsak
podmienuje zlozenie siboru odrdd a ich genetické pozadie.
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Tabulka 1: Zoznam hodnotenych odrdod pSenice letnej f. ozimnej a ich rozdelenie podl’a Rht génov

kratkosteblovosti
Rht gény WMS 261 Pocet | Odrody a ich povod
alely (bp) odrdd
rht 174 2 Haldor (DEU), Manhattan (DEU)
198 1 Altos (DEU)
Rht — Blb 174 2 Hermann (DEU), Shaan M 8121 (CHN)
192 1 Myv Suba (HUN)
198 1 Occitan (FRA)
Rht-D1b 165 6 Andalou (FRA), Aubusson (FRA), Bastide (FRA), Caphorn (GBR),
Catalan (FRA), Verdon (FRA)
174 11 Baltimor (FRA), Barroko (GBR), Forban (FRA), Grisby (FRA),
Hamac (FRA), Chequer (GBR), Korund (DEU), Levis (CHE),
Smuggler (GBR), Vercors (FRA), Vergain (FRA)

Tabulka 2: Priemerné hodnoty znakov odrdd pSenice letnej f. ozimnej

Rht gény WMS 261 Vyika porastu | Klasenie (dni | Uroda zrna Pocet klasov Hmotnost’ Hmotnost’
alely (bp) (cm) od 1.5.) (g.m™) (ks.m™) 1000 zin (g) | zrna na klas
(2
rht 174 94,6 +6,5 42,5+0,7 963,5 £82,7 531,5+ 10,6 46,1 £3,0 1,815+0,113
198 95,7 43 1008 469 45,9 2,155
Rht — Blb 174 81,8+ 7,6 39,5 £7,7 798,8 £442,3 | 470,3 £210,4 41,6 £ 2,1 1,657 £ 0,201
192 87,5 31 956 569 49,7 1,680
198 79,5 35 635 579 32,1 1,100
Rht- D1b 165 743 +52 36+3,.2 658 £130,5 412,6 769 | 38,7+29 1,608 £0,273
174 80,6 + 6,7 41,136 793,5+1458 | 463,6+80,7 | 40.8+3,7 1,721 £ 0,201
Rht gény WMS 261 Pocet zfn Dizka klasu Pocet klaskov | Zberovy Obsah Mokry lepok
alely (bp) v klase (ks) (cm) v klase (ks) index bielkovin (NIRS)
(NIRS)
rht 174 39,4 + 0,07 97+ 1,31 19,4 +1,06 0431 +0,032 | 13,74 +051 | 28,20+ 0,52
198 46,9 9,0 18,0 0,461 13,90 25,00
Rht — B1b 174 39,8 +2,82 9,0+0,12 17,9+ 0,56 0,449 £ 0,015 | 13,11+0,87 | 24,55+4,16
192 33,8 8,1 17,6 0,478 14,81 32,53
198 34,2 9,7 18,5 0,433 13,40 22,55
Rht - D1b 165 41,4 +4.43 8,8+0,58 17,8+ 1,82 0,472 +0,027 | 13,52+0,59 | 26,25+4,06
174 42,3 + 4,66 9.4+ 0,88 19,0+ 1,33 0,451 +0,023 | 13,41 +0,59 | 2592+ 4,41

Vyskum bol finanéne podporeny projektom MP SR , Parametrizovanie a vyuzitie genetickych zdrojov v
tvorbe genotypov adaptovanych na zmenu klimy*.
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TESTOVANIE CITLIVOSTI KLICENCOV KUKURICE (ZEA MAYS L.) NA IONY
KADMIA POLYMORFIZMOM VYBRANYCH ENZYMOV
TESTING OF MAIZE (ZEA MAYS L.) SEEDLINGS SENSITIVITY ON THE IONS
OF CADMIUM BY ENZYME POLYMORPHISM OF CHOSEN ENZYMES

Pavol MUDRY — Marian DRAGUN

During 2005-2006 we have devoted attention to influence of different concentrations of cadmium ions (0, 15, 60, 240 and
960 umol.dm™ in full Hoagland solutions) on enzyme polymorfism of seven enzymes — acid phosphatase (ACP), alcohol
dehydrogenase (ADH), isocitrate dehydrogenase (IDH), malate dehydrogenase (MDH), 6-phosphogluconate
dehydrogenase (PGD), phosphoglucoisomerase (PGIl) and phosphoglucomutase (PGM) - in coleoptiles (5 days
cultivation), in leaf blades of developed leaves and in the central parts of primary root systems of seedlings (14 days of
cultivation) of two self-pollinated maize (Zea mays L.) lines and their single-cross. From analyses and their genetical
interpretation resulted: a) the biological material was homogeneous on the basis of enzyme polymorphism, self-
pollinated lines had homozygous constitution in each analysed locus and hybrid had three loci (Acpl: 2/4, Idh2: 4/6 and
Pgd1: 2/3.8) with heterozygous constitution, b) ions of cadmium negatively influenced seedling growth and development,
concentration of 960 pmol.dm™ Cd was toxic and stopped further growth and development of maize seedlings after five
days cultivation, c) the coincidence of constitutions in all analysed loci responsible for enzyme polymorphism expression
supported their genotypic, organ and ontogenetic stability at high doses of cadmium ions (Table 1 and 2).

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

Uvod

K vyznamnym exogénnym faktorom ovplyviujicim rast a vyvin pol'nohospodarskych plodin, a teda aj
ich produkénych schopnosti, patria xenobiotika (cudzorodé latky) ku ktorym patria aj tazké kovy (hlavne Cd,
Pb, Hg, Ni, Zn, Cu). Symptomy toxicity pozorované na rastlinach spdsobené vysokymi koncentraciami
toxickych kovov mozno spéjat’ s mnozstvom interakcii na bunkovej trovni. Toxicita moze byt spdsobena
vézbou kovov na sulfanylové skupiny v proteinoch (vratane enzymov), ¢o sa prejavi inhibiciou aktivity
enzymov alebo porusenim ich Struktiry (VAN ASSCHE, CLIJSTERS, 1990). Enzymy su jednymi z
hlavnych teréov toxickych kovovych idénov. Inhibicia enzymov toxickymi kovmi moéze byt spdsobena
maskovanim katalyticky aktivnych skupin alebo denaturaciou bielkovin. Okrem toho nadbytok toxickych
kovov moéze stimulovat formovanie radikdlov a reaktivnych kyslikovych skupin (DIETZ et al., 1999;
GALLEGO et al., 1996).

Kukurica siata (Zea mays L.) patri k nasim kI'aicovym pol'nohospodarskym plodinam a je po pSenici a ryzi
tretou najvyznamnej$ou plodinou z celosvetového hladiska. Je preto pochopitelné, Zze je Casto Studovana
v interakcii s ionmi tazkych kovov. Kadmium je neesencidlnym prvkom pre rastliny (VERKLEI], SCHAT,
1990) a jednym potencialne z najrizikovejsich kovovych polutantov, pretoze je extrémne toxicky pre rastliny,
zivocichov a l'udi (CIESLINSKI et al., 1996). Kukurica reaguje na vyssie koncentracie ionov kadmia, ako je
ich prirodzena koncentracia. Zmeny aktivity enzymov v skorych etapach rastu a vyvinu kukurice vyvolané
vy$$imi koncentraciami kadmia st rozsiahlo Studované a publikované. Na druhej strane vSak je potrebné
poznamenat’, Ze sa venuje malo pozornosti biochemickej a ekofyziologickej ulohe a vyznamu multiplicity
enzymov vo vztahu k vy$s§im koncentraciam kadmia (napr. vo vztahu k rezistencii kultivarov).

Hlavnym cielom naSej experimentalnej prace bolo: a) uskutocnit’ analyzu a genetickt interpretaciu
polymorfizmu vybranych druhov enzymov kukurice, b) overit’ vhodnost’ pouzitia Standardizovanej metody aj
na organoch kukurice inych, ako je koleoptila, ¢) vyhodnotit’ vplyv kadmia v kultivaénom médiu vo vztahu
ku genotypom a analyzovanym rastlinnym orgdnom v sledovanom useku ontogenézy, d) vyhodnotit
bioindikaény vyznam polymorfizmu vybranych enzymov vo vzt'ahu k pdsobeniu iénov kadmia.

Material a metody

Vrokoch 2005-2006 sme uskutocnili analyzy polymorfizmu enzymov dvoch rodic¢ovskych
samoopelivych linii L&. 3098 (Q) a L¢. 3150 (&) a ich dvojliniového hybrida Sc 3098 x 3150 kukurice siate;j
(Zea mays L.), ktorych biologicku identitu garantovala a pre experimentalnu pracu poskytla slovenska firma
Sempol Holding a. s., Trnava (Ing. Miloslav Masnica, PhD.). Analyzu a geneticki interpretaciu
polymorfizmu enzymov sme uskutocnili Standardizovanou metédou horizontalnej elektroforézy na
Skrobovom géle (STUBER a kol., 1988). Kli¢enie zfn trvalo pét’ dni a nasledné kultivécia kliencov Strnast’
dni v termostate na filtracnom papieri v Petriho miskach za tmy a pri teplote 25 °C. Experimentalne varianty
reprezentovali kli¢ence kultivované v 12,5 ml plného Hoaglandovho roztoku bez a s pridavkom kadmia vo
forme Cd(NOs),4H,0, a to v koncentraciach: 0, 15, 60, 240 a 960 pmol.dm™. Po piatich diioch kultivacie
analyzované vzorky tvorili koleoptily (11 mm dlhé segmenty), po $trnastich dnoch casti listovych cepeli
primarnych listov (150 mg) a stredné tiseky primarnych koreniovych systémov (250 mg).

Analyzy polymorfizmu kyslej fosfatazy (ACP, E.C. 3.1.3.2) a malatdehydrogenazy (MDH, E.C. 1.1.1.37)
sme uskutoCnili v systéme tlmivého roztoku B (L-histidin a kyselina citrénova, pH=5,7),
alkoholdehydrogenazy (ADH, E.C. 1.1.1.1) vsysttme C (kyselina boritda a hydroxid litny, pH=8,3),
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izocitratdehydrogendzy (IDH, E.C. 1.1.1.42), 6-fosfoglukonatdehydrogenazy (PGD, E.C. 1.1.1.44),
fosfoglukoizomerazy (PGI, E.C. 5.3.1.9) a fosfoglukomutazy (PGM, E.C. 2.7.5.1) v systéme D ( L-histidin a
kyselina citrobnova, pH=6,5).

Vysledky a diskusia

Z vizualneho hodnotenia experimentalneho biologického liniového a hybridného materialu vyplynulo, ze
pritomnost’ iénov kadmia v zivnom médiu negativne ovplyvnila kli¢enie, rast a vyvin kli¢encov kukurice,
pricom vplyv bol evidentnejsi po 14-dnovej kultivacii a menej citlivé boli varianty hybrida. Na vyvijajucich
sa organoch boli evidentné nekrotické zmeny pri koncentraciach 240 a 960 pmol.dm™ Cd. Koncentracia 960
pmol.dm™ Cd bola extrémne toxickou na rast avyvin korefovej sistavy iklitka kli¢iacich rastlin a
zablokovala d’alsi rast a vyvin organov, preto ich po Strnastich dioch nebolo mozné pouzit' na analyzu
(klicok mal iba 6 cm, neboli vyvinuté listy adostatoéne vyvinutd korefiova ststava). V naSich
experimentalnych podmienkach kultivacia kliGencov po piatich diioch pri koncentracii 960 pmol.dm™ Cd
bola neperspektivna. Po §trnastich diioch kultivacie varianty s koncentraciou 0, 15, 60 a 240 pmol.dm™ Cd
maju vyvinuté korene i listy, ale orgény kliencov variantu s koncentraciou 240 pmol.dm™ Cd boli priblizne
o polovicu kratsie.

Vyznamna cast’ vedeckych prac riesi vzt'ah rastlinného organizmu k toxickym iénom tazkych kovov na
urovni zmeny aktivity, resp. koncentracie kli€ovych enzymov latkového a energetického metabolizmu.
Stratégia rastlinnych druhov v reakcii na pritomnost’ idnov tazkych kovov v prostredi (prijem, transport,
detoxikacia, bioakumulacia, remedidcia) vo vztahu k enzymom nie je jednotna, ba Casto protichodna.
V tomto smere existuji medzidruhové, vnutrodruhové a interorganové rozdiely, na ktoré sme poukazali
vpraci MUDRY et al. (2007). Z hladiska aplikaéného chybajii vedecké prace, ktoré by riesili zmeny
kvalitativneho zastipenia enzymov a zmeny aktivit izoforiem tychto enzymov vo vztahu k pdsobiacim
i6nom toxickych kovov a ich dopad na produkéné schopnosti pol'nohospodarskych plodin.

Vysledky analyz aich genetickej interpretacie st uvedené v Tab. 1 a2. Znich vyplyva, Ze vzorky
rodi¢ovskych liniovych materidlov aich dvojliniového hybrida s homogénne aidentické na zaklade
porovnania fingerprintov z predoslych analyz. Samoopelivé linie vo vSetkych analyzovanych lokusoch maja
homozygotnu konstituciu, kym ich dvojliniovy hybrid ma tri lokusy s heterozygotnou konstiticiou Acpl:
2/4, 1dh2: 4/6 a Pgdl: 2/3.8. Tym spinaja kritéria linii a hybridov aj z hladiska biochemickej diverzity.
Ostatné analyzované lokusy (Adhl, Mdhl, 2, 3, 4, 5, Mmm, Idhl, Pgd2, Pgil, Pgml a 2) st vo vSetkych
vzorkdch monomorfné. Nedochddza ku kvalitativnym zmenadm v zastipeni izoenzymov v analyzovanych
lokusoch anezaznamenali sme ani expresiu inych lokusov analyzovanych druhov enzymov, napriek
pouzitym extrémnym dédvkam Cd v zivnom médiu. To vSak nevylucuje zmeny na urovni koncentracii, resp.
aktivit detekovanych izoforiem. Na interorganovej urovni sme tiez nezaznamenali ziadne zmeny. Zhodnost’
konstiticie analyzovanych lokusov zodpovednych za expresiu polymorfizmu enzymov potvrdzuje ich
genotypovi, organovu a ontogeneticku stabilitu aj za pdsobenia vysokych davok iénov kadmia.

Zaver

Praca prinasa a hodnoti vysledky vplyvu réznych davok kadmia v Hoaglandovom Zzivnom roztoku na
polymorfizmus siedmich druhov enzymov. Z nich vyplyva, ze zvoleny Standardizovany metodologicky
postup analyzy polymorfizmu enzymov mozno uspesne pouZzit' aj v neskorSich fazach ontogenézy rastlin
kukurice. Vysledky potvrdili negativny vplyv iénov kadmia v zivnom médiu na rast a vyvin kli¢encov
kukurice, ktory nie je spdsobeny zmenou kvalitativneho zastupenia izoforiem. Ztoho vyplyva, ze
polymorfizmus enzymov $tudovanych lokusov kukurice nie je bioindikatorom toxického pdsobenia i6nov
kadmia.

Pod’akovanie: Vyskum bol podporeny Vedeckou grantovou agentirou MS SR a Slovenskou
akadémiou vied (VEGA projekt ¢. 1/3489/06).
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Tabulka 1: Polymorfizmus enzymov (ACP, ADH a MDH) organov kli¢encov troch genotypov kukurice siatej
(Zea mays L.) kultivovanych pri roznych koncentraciach kadmia

Genotyp (1) Koncentracia Cd  Pocet analyz. Enzymy, lokusy a alely (6)
Orgin (pmol.dm™) (3) vzorieck ~ACP  ADH MDH
2) Doba Kkli¢enia (4) 5) Acpl Adhl Mdh1 2 3 4 5 Mmm

L¢&. 3098 (9) 5 dni kli¢enia (10)
koleoptila (7) 0 1 2 4 6 3 16 12 12 M
koleoptila 15 1 2 4 6 3 16 12 12 M
koleoptila 60 1 2 4 6 3 16 12 12 M
koleoptila 240 1 2 4 6 3 16 12 12 M
koleoptila 960 1 2 4 6 3 16 12 12 M
L& 3150 (&) 5 dni Kli¢enia
koleoptila 0 1 4 4 6 3 16 12 12 M
koleoptila 15 1 4 4 6 3 16 12 12 M
koleoptila 60 1 4 4 6 3 16 12 12 M
koleoptila 240 1 4 4 6 3 16 12 12 M
koleoptila 960 1 4 4 6 3 16 12 12 M
Sc L¢. 3098 x Lé. 3150 5 dni klicenia
koleoptila 0 1 2/4 4 6 3 16 12 12 M
koleoptila 15 1 2/4 4 6 3 16 12 12 M
koleoptila 60 1 2/4 4 6 3 16 12 12 M
koleoptila 240 1 2/4 4 6 3 16 12 12 M
koleoptila 960 1 2/4 4 6 3 16 12 12 M
L¢&. 3098 (9) 14 dni kli¢enia (11)
vyvinuty list (8) 0 1 2 4 6 3 16 12 12 M
vyvinuty list 15 1 2 4 6 3 16 12 12 M
vyvinuty list 60 1 2 4 6 3 16 12 12 M
vyvinuty list 240 1 2 4 6 3 16 12 12 M
L& 3150 (&) 14 dni kli¢enia
vyvinuty list 0 1 4 4 6 3 16 12 12 M
vyvinuty list 15 1 4 4 6 3 16 12 12 M
vyvinuty list 60 1 4 4 6 3 16 12 12 M
vyvinuty list 240 1 4 4 6 3 16 12 12 M
Sc L¢. 3098 x L¢é. 3150 14 dni klicenia
vyvinuty list 0 1 2/4 4 6 3 16 12 12 M
vyvinuty list 15 1 2/4 4 6 3 16 12 12 M
vyvinuty list 60 1 2/4 4 6 3 16 12 12 M
vyvinuty list 240 1 2/4 4 6 3 16 12 12 M
Lé. 3098 (9) 14 dni kli¢enia
koreniovy systém (9) 0 1 2 4 6 3 16 12 12 M
koreniovy systém 15 1 2 4 6 3 16 12 12 M
korenovy systém 60 1 2 4 6 3 16 12 12 M
korefiovy systém 240 1 2 4 6 3 16 12 12 M
L& 3150 (&) 14 dni kli¢enia
korenovy systém 0 1 4 4 6 3 16 12 12 M
korenovy systém 15 1 4 4 6 3 16 12 12 M
korenovy systém 60 1 4 4 6 3 16 12 12 M
korenovy systém 240 1 4 4 6 3 16 12 12 M
Sc L¢. 3098 x Lé. 3150 14 dni klicenia
koreniovy systém 0 1 2/4 4 6 3 16 12 12 M
korenovy systém 15 1 2/4 4 6 3 16 12 12 M
korefiovy systém 60 1 2/4 4 6 3 16 12 12 M
korenovy systém 240 1 2/4 4 6 3 16 12 12 M
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Tabul’ka 2: Polymorfizmus enzymov organov kli¢encov troch genotypov kukurice siatej (Zea mays L.)
kultivovanych pri ré6znych koncentraciach kadmia

Genotyp (1) Koncentracia Cd Pocet analyz. Enzymy, lokusy a alely (6)
Organ (umol.dm™) (3) vzoriek IDH PGD PGI PGM

2) Doba kli¢enia (4) (5) 1dh1 2 Pgdl 2 Pgil Pgml 2
L¢. 3098 (9) 5 dni kli¢enia (10)
koleoptila (7) 0 1 4 6 3.8 5 4 9 4
koleoptila 15 1 4 6 3.8 5 4 9 4
koleoptila 60 1 4 6 3.8 5 4 9 4
koleoptila 240 1 4 6 3.8 5 4 9 4
koleoptila 960 1 4 6 3.8 5 4 9 4
L& 3150 (&) 5 dni kli¢enia
koleoptila 0 1 4 4 2 5 4 9 4
koleoptila 15 1 4 4 2 5 4 9 4
koleoptila 60 1 4 4 2 5 4 9 4
koleoptila 240 1 4 4 2 5 4 9 4
koleoptila 960 1 4 4 2 5 4 9 4
Sc L¢. 3098 x Lé. 3150 S dni klicenia
koleoptila 0 1 4 4/6 2/3.8 5 4 9 4
koleoptila 15 1 4 4/6 2/3.8 5 4 9 4
koleoptila 60 1 4 4/6 2/3.8 5 4 9 4
koleoptila 240 1 4 4/6 2/38 5 4 9 4
koleoptila 960 1 4 4/6 2/38 5 4 9 4
L¢. 3098 (9) 14 dni kli¢enia (11)
vyvinuty list (8) 0 1 4 6 38 5 4 9 4
vyvinuty list 15 1 4 6 3.8 5 4 9 4
vyvinuty list 60 1 4 6 38 5 4 9 4
vyvinuty list 240 1 4 6 38 5 4 9 4
L&. 3150 (3) 14 dni kli¢enia
vyvinuty list 0 1 4 4 2 5 4 9 4
vyvinuty list 15 1 4 4 2 5 4 9 4
vyvinuty list 60 1 4 4 2 5 4 9 4
vyvinuty list 240 1 4 4 2 5 4 9 4
Sc L¢. 3098 x Lé. 3150 14 dni klicenia
vyvinuty list 0 1 4 4/6 2/38 5 4 9 4
vyvinuty list 15 1 4 4/6 2/38 5 4 9 4
vyvinuty list 60 1 4 4/6 2,38 5 4 9 4
vyvinuty list 240 1 4 4/6 2/38 5 4 9 4
L¢&. 3098 (9) 14 dni kli¢enia
korenovy systém (9) 0 1 4 6 3.8 5 4 9 4
koreniovy systém 15 1 4 6 3.8 5 4 9 4
koreniovy systém 60 1 4 6 3.8 5 4 9 4
korenovy systém 240 1 4 6 3.8 5 4 9 4
L&. 3150 (3) 14 dni kli¢enia
koreniovy systém 0 1 4 4 2 5 4 9 4
korenovy systém 15 1 4 4 2 5 4 9 4
koreniovy systém 60 1 4 4 2 5 4 9 4
koreniovy systém 240 1 4 4 2 5 4 9 4
Sc L¢. 3098 x Lé. 3150 14 dni klicenia
koreniovy systém 0 1 4 4/6 2/3.8 5 4 9 4
korenovy systém 15 1 4 4/6 2/38 5 4 9 4
korenovy systém 60 1 4 4/6 2/38 5 4 9 4
koreniovy systém 240 1 4 4/6 2/3.8 5 4 9 4
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RETROTRANSPOZONOVE MARKERY V ANALYZE POPULACII
JACMENA SIATEHO
RETROTRANSPOSONS MARKERS IN BARLEY POPULATION ANALYSIS

Katarina HRUBIKOVA — Agata CANDRAKOVA — Milan BEZO — Jana ZIAROVSKA

The barley genome is comprised by many representatives of transposons classes in its intergene regions what facilitates
the effective genome analyses by transposon-based markers. The aim of the study was to design an effective marker
system for the analyses of 26 barley (Hordeum vulgare, L.) populations. Designing the primer was based on the sequence
of LTR region of the BARE-1 retroransposon and the primer 5"-ATTGCCTCTAGGGCATAATTCCAACAGTTC-3" was
used for PCR-IRAP. Regarding the genetic base of resistance to Blumeria graminis f. hordei, two main clusters were
performed in dendrogram. The first contain genotypes with the resistance gene mlo 11 (nine genotypes)
and the second contain genotypes with different resistance genes (mlo 6, mlo 7, mlo 9 and mlo 11).

Key words: retrotransposons, BARE-1, PCR-IRAP

Uvod

Transponovatel'né prvky st jednym z najddlezitejSich faktorov ovplyviujicich Strukturu gendomov
organizmov. Predstavuji rozptylené poradia nukleotidov v genéme, ktoré sa prednostne zacleiuji do
geneticky aktivnych oblasti chromozomov. Ich zaclenenim priamo do génov alebo do ich okolitych sekvencii
mozZu ovplyvnit’ expresiu génov alebo ich Gplne inaktivovat’. Podiel’ajii sa na somatickej nestabilite, sterilite,
poruchach kli¢enia a dedi¢nych ochoreniach (BENETZEN, 2000).

Tranpsonovatelné prvky st definované podla mechanizmu, akym sa mnozia v genémoch organizmov.
Mechanizmus mnoZenia zahriiujici tvorbu mRNA anasledne ¢cDNA pomocou reverznej traskriptazy
je charakteristicky pre 1. triedu transponovatelnych prvkov, retrotranspozony. Druhd trieda
transponovatel'nych prvkov, transpozony vyziva mechanizmus ,,vystrihnutia-a-vlozenia“ na urovni DNA. Do
tejto triedy patria napriklad Ac prvky rozsirené najmé v 'udskom genome.

Retrotranspozony sa na zdklade ich Struktiry acyklu transpozicie delia na dve podtriedy, LTR
retrotranspozony a retrotranspozony bez LTR oblasti. LTR retrotranspozony su tvorené dlhymi koncovymi
opakovaniami nukleotidov (Long Terminal Repeats, LTR), ktoré sa nachadzaji na 5" a3" konci
(SCHULMAN, KALENDAR, 2005). LTR retrotranspozony sa d’alej delia do dvoch kategoérii podla
podobnosti poradi nukleotidov a organizacie, a to Tyl-copia (drozofyla typ alebo Pseudoviridae) a gypsy
kategériu (Metavididae).

Copia-podobné retrotranspozony maju vntitorni doménu (¢ast’ medzi 5'LTR a 3’LTR) tvoreni génmi
pre obalovi bielkovinu (GAG), aspartickil proteindzu (AP), integrazu (IN), reverzni trabskriptazu (RT)
aRNazu H (RH). Obalova bielkovina retrotraspozonov je jednou zo spolo¢nych ¢&rt, ktoré maju
retrotranspozony a retrovirusy. Aspartickd proteaza Stiepi aktivny polyprotein na funkéné zlozky, integraza
sprostredkovava zaclenenie cDNA na nové miesto v gendme, reverzna traskriptaza (enzym spatného prepisu)
je zodpovedny za tvorbu kopii cDNA aRNaza H je dolezita pre replikdciu retrotranspozénu
(TODOROVSKA, 2007). Gypsy-podobné retrotranspozény majui integrazu na konci otvoreného ramca
¢itacieho (ORF, Open Reading Frame). 5'LTR obsahuje poradie nukleotidov promotora, zatial' ¢o 3'LTR
terminatora a polydenylaéného konca. Stéastou 5'LTR su regulaéné tandemové poradia nukleotidov, cis,
ktoré st umiestnené v protismere miesta zacCiatku transkripcie (U3 oblast’) alebo v smere vyskytu UTR
(Untranslated Region, oblasti, kde nedochadza k prepisu genetickej informacie).

Podtrieda retrotranspozény bez LTR oblasti je reprezentovana LINE (Long Interspersed Elements, dlhé
rozptylené prvky) a SINE prvkami (Short Interspersed Elements, kratke rozptylené prvky). Vnutorna
doména je podobna doméne LTR retrotranspozénov.

Retranspozicna aktivita vicSiny retrotranspozoénov je vyvolana stresom (HIROCHIKA, 1997;
KALENDAR et al., 2000), ¢i uz abiotickym (klimatické podmienky, pletivové kultiry) alebo biotickymi
(patogénne Cinitele).

Pre svoju rozsiahle zastipenie v gendme a polymorfizmus maju retrotranspozony vyznamné zastupenie
ako genetické markéry pre porovnavacie Studie gendmov, identifikaciu DNA odtlackov, pozicnom mapovani
génov, analyze pribuznosti a genetickej biodiverzity (KUMAR, BENNETZEN, 1999).

Retrotranspozony ako genetické markéry su uplatnitelné aj vd’aka nasledovnym vlastnostiam, ktoré
HIROCHIKA (1997) uvadza nasledovne: a) mutacie sposobené v¢lenenim retrotranspozonu su stabilné, pre
svoj mechanizmus replikacie, b) oblast’ premiestnenia retroranspozonu je odli$na od miesta povodnej kopie,
¢o moze vyvolat’ vznik nadhodnych mutacii, ¢) jednym z mechanizmom transpozi¢nej aktivity je stres, d)
maji schopnost’ mutagenézy v dosledku ich zaclefiovania do génov, ¢) nizsi pocet kopii ulahcuje
identifikaciu v¢lefiovania sa retrotranspozonov zodpovednych za Specifickil mutaciu a f) su znacne rozsirené
takmer vo vSetkych druhoch rastlin.

Medzi najrozsirenejsie retrotranspozony v gendme ja¢metia siateho patri copia-podobny BARE-1 a gypsy-
podobné BAGY-1 a BAGY-2. V genome pSenice je to retrotranspozon Wis-2 a v gendome ryze Tos skupina
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patriace do copia-podobnych. Pri kukurici je to najmé retrotranspozoén Opie (copia-podobny) a z gypsy-
podobnych retrotranspozonov, su to najmé Cinful, Grande a Huck (TODOROVSKA, 2007).

Travy obsahuji skupiny transkripéne, translaéne a integracne aktivnych retrotranspozénov, ktoré
umozinuju porovnavaci a uceleny pristup pre porozumenie zivotného cyklu retrotranspozoénov a ich vplyvu na
genom (VICIENT et al., 2001).

Zakladné metody urcovania LTR retrotranspozonov zahfiaju:

1. Syntézu genoémovej alebo cDNA retrotranspozénu pomocou PCR za pouzitia prajmerov
komplementarnych k vysoko stabilnym sekvenciam LTR alebo RT v ramci vnutornej domény.

2. Vysledné PCR produkty st bud’ zaclenené do klonovacich vektorov a ndsledne sekvenované alebo st
sekvenované priamo.

3. Predpokladané poradia nukleotidov retroranspozénov si porovndvané metddami bioinformatiky
so znamymi sekvenciami retrotranspozonov.

K metdédam analyzujicim retrotranspozony pomocou PCR, okrem inych patria IRAP (Inter-
retrotransposon  Amplified Polymorphism, metéda polymorfizmu zmnozenych usekov medzi
retrotranspozonmi) a REMAP (Retrotransposon-Microsatellite Amplified polymorphism, metdda poly-
morfizmu zmnozenych tsekov medzi retrotranspozénmi a mikrosatelitmi) (KALENDAR et al., 1999).

Polymorfizmus sledovany na zaklade retrotranspozénov je vytvarany prave jedine¢nym biologickym
procesom syntézy RNA podla predlohy DNA, spédtného prepisu DNA podla RNA a zaclenenie DNA na
nové pozicie v genéome. Nové miesta vclenenia sa su od seba vzdialené v rozpiti niekolkych sto az
niekolkych tisic nukleotidov a maji stabilnu poziciu (BEZO et al., 2005).

Tvorbe a vyuzivaniu retrotranspozénovych a mikrosatelitnych markérov gendémov réznych druhov
rastlin (Pan, ja¢men, lul'ok, kukurica, lipnica, laskavec a Cucoriedka) pre fylogenetické stadie, Studie
genetickej biodiverzity a identifikaciu DNA odtlackov genotypov sa venuje kolektiv autorov v ramci rieSenia
projektov APVT, VEGA a GA_SPU.

V prispevku predstavujeme jednu z moznosti vyuzitia DNA markérov na baze retrotranspozonov
pre analyzu fylogenetickych vztahov populécii jacmena siateho vo vztahu k odolnosti vo¢i mucnatke
travovej (Blumeria graminis f. hordei).

Material a metody

Biologicky material: V experimentoch sa pouziva 26 populacii jaémena siateho (Hordeum vulgare, L.)
pochadzajice zo slachtitel'skej stanice Hordeum, s.r.o. Jednd sa o niachylné aodolné populicie voci
muénatke travovej (Blumeria graminis f. sp. hordei), (odolnost’ viazana na mlo gén), registrované odrody
a novoslachtence.

I1zol4cia DNA: Celkova DNA bola izolovana z Cerstvych listov desat’diiovych rastlin podl'a Crowley et al.
(2003, upravené). Kvalita a kvantita izolovanej DNA bola elektroforeticky porovnavanim analyzovanych
vzoriek so vzorkami Pudskej gendmovej DNA (Human Genomic DNA, Promega, 245 pg.ml™") so zniamou
koncentraciou.

Navrh prajmerov: Pri navrhu prajmerov sa vychddzalo zo znamych poradi nukleotidov LTR oblasti
retrotranspozonu  BARE-1  (pristupové ¢islo Z17327) Pre PCR-IRAP bol testovany prajmer
5-ATTGCCTCTAGGGCATAATTCCAACAGTTC-3" (BARE-P-01). Prajmer je komplementarny opacne
orientovany vychadzajtici z 5'LTR BARE-1 retrotranspozénu jaCmeiia a zachytava bazy 305-334 v orientacii
smerom von z retrotranspozonu.

Podmienky PCR-IRAP: PCR sa uskuto¢tiovali v tlmivom roztoku zlozenom z 20 mmol.dm™ Tris-HCI
(pH 8,0) a 50 mmol.dm™ KCI; 35 ng DNA; 5 pmol.dm™ prajmera; 1 U Taq polymerazy; 3 mmol.dm~ MgCl,
a 0,3 mmol.dm™ dNTPs. Celkovy objem reakcie bol 15 ul. Casovy ateplotny priecbeh PCR-IRAP bol
nasledovny, Givodna denaturacia DNA 2 minuty pri 94 °C, nasledovalo 35 cyklov s krokmi, 1 minuta pri 94
°C, 1 minuta pri 55 °C a 2 mintty pri 72 °C. Zavere¢na polymerizacia 10 mintt pri 72 °C.

Analyza PCR produktov a vyhodnocovanie dat: Produkty PCR boli rozdelované na 2% agar6zovom géle
(Amresco 3:1, Invitrogen™). Elektroforeogramy boli spracované dokumentaénym systémom Kodak EDAS-
290 a vyhodnotené analytickym systémom obrazu Kodak 1D. Na zaklade ziskanych fragmentov DNA,
elektroforézou rozdelenych podl'a velkosti, bola zostavena matica pritomnosti a pozicie DNA fragmentov.
Z matice boli vypocitané indexy podobnosti (SI-Similarity Index) podla autorov NEI a LI (1979). Vetvové
Clenenia vzajomnych zavislosti boli zostrojené hierarchickou zhlukovou analyzou metédou UPGMA
(Unweighted Pair-Group Method Using Arithmetic Averages) zoskupenim zhlukov na zaklade priemerov
euklidovskej vzdialenosti (PEVZ) pozicie fragmentov DNA profilu PCR v Statistickom programe SYNTAX.

Vysledky a diskusia

V ramci prebichajice projektu boli experimentalne prace zamerané na analyzu polymorfizmu dsDNA
rastlin jaémena siateho pomocou BARE-1 retrotranspozonu a mikrosatelitov. V prispevku prezentujeme
¢iastkové vysledky aplikacie retrotranspozonov pri mapovani genému jaémena siatecho. PCR-IRAP analyzou
26 populécii jacmena, bolo namnozenych celkovo 169 DNA fragmentov rozdelenych do 16 trovni. Celkovy
polymorfizmus v sibore dosiahol 62 %. Priemerna hodnota indexu podobnosti Sy pre tieto populacie bola
0,814.
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Zostrojenim vetvového Clenenia UPGMA analyzou boli genotypy rozélenené do dvoch hlavnych
zhlukov spajanych na tirovni 0,212 E + 02 PEVZ (obr. 1). Samostatne vy¢lenenou odrodou je Dundy (kdd 5),
pochadzajuca z Velkej Britanie, nesuca gén odolnosti mlo 11.

Prvy zhluk je charakteristicky pritomnost’ou populacii danskeho, anglickych a holandského $lachtenia,
zatial' ¢o v druhom zhluku maji prevahu populacie slovenského a ¢eského povodu. Z hl'adiska geneticke;j
podmienenosti odolnosti voci mucnatke travovej sa v jednom zhluku vyskytuji genotypy s génom odolnosti
mlo 11 (devét genotypov) av druhom zhluku bolo zaznamenand zastipenie populacii s roznymi génmi
odolnosti (mlo 6, mlo 7, mlo 9 amlo 11)

Na zéaklade pozicii DNA fragmentov PCR-ISSR profilu boli zhlukovou analyzou zoskupené viaceré
populéacie na urovni 0,000 E + 00 PEVZ, ¢ize ako populacie so zhodnym PCR-IRAP profilom (obr. 1).
Z hladiska vyznamu pre Slachtitel'sky proces na Slovensku je pozoruhodné spojenie odolného
novoslachtenca SK 5835-25-00 (kod 17) a nachylnej odrody Poprad (kod 24), spojenie dvoch slovenskych
novoslachtencov SK 4954-7-01 (kod 18) a SK 5840-34-01 (kdéd 19) a napokon odolna odroda Nadir (kod 23)
s nachylnym novoslachtencom SK 5374 (kod 25).

Retrotranpozonové markéry pomocou PCR-ISSR potvrdili pritomnost’ jedného spoloéného komponentu
krizenia (odroda Kompakt) v pripade oboch novoslachtencov 5734-6-00 (kod 21) a SK 5398-10-98 (kod 22)
(obr. 1, bodkovana ¢iara).

OdliSnost’ PEVZ

0] B R I ST T
2 7 8T )4 12 6 9 3 16 20 13 10 (e 1916 e 25)3_1"_2_2__‘.15 5

Obrazok 1: Vetvové Clenenie (dendrogram) jacmena siateho hodnoteného prajmerom BARE-P-01
metoédou PCR-IRAP podlPa PEVZ (priemer euklidovskych vzdialenosti zhlukov). Plnou ¢iarou su
zvyraznené populicie slovenského pévodu s rovnakym PCR-ISSR profilom a preruSovane, majice
spolo¢ného komponenta kriZenia

Zaver

Retrotranspozony sa javia byt vhodnym zakladom pre tvorbu molekulovych markérov, vdaka ich
vyraznému zastupeniu v gendme rastlin a vysokej urovni polymorfizmu. Umoziiuju ziskat’ Specifické DNA
odtlacky testovanych genotypov, sledovat’ fylogenetické vztahy a napomahat’ vyberu vhodnych genotypov
pre ich d’alSie uplatnenie v $lachtitel'skom procese.

RieSenie projektu okrem uvedenych analyz prispeje k ziskaniu poznatkov z oblasti rozsirenia
retrotranspozénu  BARE-1 a mikrosatelitov v genome odrod jaémena siateho vo vztahu genetickej
podmienenosti odolnosti vo¢i micnatke travovej. V ramci projektu sa d’alej realizuje analyza polymorfizmu
medzigénovej DNA jedincov F1 generacie, ako aj Stidia rozmiestnenia BARE-1 retrotranspozoénu vzhl'adom
na rastovu fenofazu jaémena. Predpoklada sa vytvorenie databazy informacii o genetickej vzdialenosti alebo
pribuznosti jednotlivych genotypov jacmena na zaklade DNA markérov v §lachtitel'skom programe..

Prispevok bol pripraveny spodporou VEGA projektu 1/3452/06 ,,Vyvoj retrotranspozénovych
a mikrosatelitnych markérov identifikacie odrod a F1 ja¢mena siateho (Hordeum vulgare, L.) vo vztahu
k odolnosti vo¢i muénatke travovej (Blumeria graminis f. sp. hordei).
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PATOGENITA HRDZE PSENICOVEJ PRI OPTIMALNEJ A ZVYSENEJ
TEPLOTE
WHEAT LEAF RUST PATHOGENICITY AT OPTIMAL AND INCREASED
TEMPERATURE

Stefan MASAR

Influence of temperature, isolate of wheat leaf rust and wheat leaf rust resistance gene on the number and size of wheat
leaf rust uredinia was observed. The plants were grown at temperatures of 30/20 °C day/night and 25/15 °C day/night.
Genotypes of bread wheat Audace, Batis, Corsaire, Folio, Charger, Regain, and were used. To infect the seedlings,
isoltaes of Puccinia recondita f. sp. tritici 2132, 2142, 2163 and 2164 were used. The most advantageous gene
combinations for the number of uredinia and the area of uredinia of Puccinia recondita f. sp. tritici were Lr13+Lr37,
Lr13+LrH and partially also Lr10+Lr13 in the genotypes Folio, Charger and Regain.

Key words: Triticum aestivum - wheat - Puccinia recondita f. sp. tritici - wheat leaf rust - resistance - uredinia

Uvod

Klimatické zmeny maju zavazné environmentalne a financné dosledky. V tejto stvislosti je potrebné
monitorovanie ich priebehu nielen z hladiska klimatologie, ale aj z hladiska patogenity hospodarsky
dolezitych fytopatogénov. V mnohych vztahoch hostitela a patogéna boli popisané hostitel'ské gény
rezistencie s citlivostou na teplotu. Interakcia hostitel’ - patogén sa pri pSenici skiima v patosystéme T.
aestivum — P. recondita (KOLMER, 1996). VyuZzivanie rezistentnych odrdd je najlepSou cestou k ochrane
proti hrdzi pSenicovej. Rezistentné odrody obsahuju jeden a viac génov rezistencie. Doteraz je znamych vySe
60 génov rezistencie. Vacsina z nich je uc¢inna pocas celého Zivota rastliny, niektoré iba v stadiach dospelosti
rastliny, o je oznacované ako rezistencia dospelych rastlin - adult plant resistance — APR (WINZELER et
al., 2000). Ciel'om prace bolo zhodnotit’ vplyv optimalnej a zvysenej teploty na patogenitu frekventovanych
izolatov Puccinia recondita f. sp. tritici na genotypoch pSenice s roznymi génmi rezistencie proti nej.

Material a metédy

V experimente boli pouZité genotypy Triticum aestivum L. (6x): Audace, Batis, Corsaire, Folio, Charger,
Regain a Terza. Na infekciu semenacov hrdzou psenicovou sme pouzili izolaty Puccinia recondita f. sp.
tritici: 2132, 2142, 2163 a 2164, udrziavané v nasej banke izolatov. Predstavuju v prirode casto
frekventované patotypy uvedeného patogéna. Infekcia bola robena nanaSanim vodnej suspenzie obsahujuce;j
spory Puccinia recondita f. sp. tritici na prvy list mladych rastlin. Rastliny boli izolované igelitovou foliou
48 hodin, ¢im sa dosiahla 100% relativnej vlhkost’ vzduchu. Rastliny boli pestované v zahradnom substrate
pri 12 hodinovej fotoperidde, na osvetlenie sme pouzili 400 W vybojky Philips HPL-N, teplota farby 3900 K,
tepla biela, ¢o zodpoveda priemeru slne¢ného dna, pri dvoch teplotnych rezimoch: vyssia = 30°C/+ 20°C
deii/noc (dalej 25), nizSia + 25°C/+ 15°C deti/noc (d’alej 15). Uredinospéry kli¢ia v kontakte s vodou
a prenikaju cez stomata (SAMBORSKI 1985). Podmienky pre vyvoj patogéna boli upravené nad ramec
optimalnej teploty potrebnej pre vyvoj hrdze psenicovej, ktora sa po infekcii najlepSie vyvija pri teplote 15-
25°C (McINTOSH et al., 1995). Teplota bola regulovana zariadenim Carrier 407¢ s kontinualnym nitenym
obehom chladen¢ho vzduchu. Rastliny sme hodnotili 14 dni po infekcii. Na infikovanych listoch boli na
uréenej ploche listu spo¢itané uredinia (PU). Na vyhradenej ploche bola merana dizka a irka kazdého
uredinia v pixeloch. Udaje sme ziskali z obrazkov skenovanim napadnutych listov skenerom HP scanjet 4370
pri 600 dpi vo formate JPEG. Plocha uredinia sa vypocitala ako plocha kruhu alebo elipsy. Pri rozliseni
1024x768 velkost’ pixelu predstavuje 0,38mm. Z tychto hodnoét sme vypoditali priemernt plochu jedného
uredinia (PPU), celkovu plochu uredinii (PUC) a podiel plochy uredinii z ur¢enej plochy listu (PUPL). Vplyv
teploty, izolatu, druhu, genotypu a génu na pocet a morfometrické charakteristiky uredinii Puccinia recondita
f. sp. tritici sme testovali v programe SPPS for Windows. Genotypy pSenice pouzité v experimente boli
vybrané v ramci rieSenia rezortnej ulohy VaV 2005 UO 27/050 02 06/050 02 06 - Parametrizovanie a
vyuzitie genetickych zdrojov v tvorbe genotypov adaptovanych na zmenu klimy.

Vysledky a diskusia

Vyber genotypov bol ovplyvneny predbeznymi vysledkami ich rozdielnej rezistencie nielen proti
Puccinia recondita f. sp. tritici, ale aj rezistenciou proti Stagonospora nodorum, Blumeria graminis f. sp.
tritici a Fusarium culmorum (MASAR et al., 2006). Vysledky analyz vplyvu endogénnych a exogénnych
faktorov na velkost” a po¢et uredinii Puccinia recondita f. sp. tritici st v tabulke 1. Na analyzu sme pouzili
generalny linearny model, ktory umoznuje analyzu rozptylu. Na variabilitu znakov pocet uredinii, priemerna
plocha uredinia, celkova plocha uredinii a podiel plochy uredinii z plochy listu vysoko vyznamne vplyvala
teplota, izolat Puccinia recondita f. sp. tritici a gény rezistencie proti hrdzi pSenicove;j. Interakcie teplota x
izolat boli vysoko vyznamné v pocte uredinii a v priemernej ploche uredinia. Interakcie teplota x gén
rezistencie boli vyznamné v znakoch priemerna plocha uredinia a plocha uredinii celkom. Interakcie izolat
x gén rezistencie a teplota x izolat x gén rezistencie boli tak isto vysoko vyznamné vo vSetkych znakoch.
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Pocet a plocha uredinii bola ovplyvnena teplotou. Pocet uredinii, celkova plocha uredinii a podiel plochy
uredinii z plochy listu bol pri vyssej teplote nizsi. Priemerna plocha uredinia bola pri vyssej teplote vicsia.
Poukazuje to na obranny mechanizmus rastliny, ktora reaguje na vyssiu teplotu uzatvaranim prieduchov,
ktoré st vstupnou branou infekcie (SAMBORSKI, 1985).

Tabulka 1: Priemerné $tvorce vplyvu teploty, izolatu a génu rezistencie proti hrdzi pSenicovej na pocet
a plochu uredinii Puccinia recondita f. sp. tritici

Zdroj premenlivosti Znak df Priemerné Stvorce
PU 48 116,875%*
U 43 5338,391**
Model PUC 48 187040,597**
PUPL 48 134,945%*
o0 T 158,227+
Teplota PPU 1 2637,071**
PUC 1 122797,931**
PUPL 1 125,982%**
i 3 30,780%*
PUPL 3 18,588+
20 5 31,146%*
- 5pU 5 1008.,687**
PUC 5 81453,618"*
PUPL 5 66,681
o0 3 49,886**
. PPU 3 1996,686**
Teplota x 1zolat PUC 3 5911,838
PUPL 3 2,816
PU 5 5,346
, PPU 5 358,505*
Teplota x Gén PUC 5 10073,182*
PUPL 5 4,572
PU 15 19,701%*
- PPU 15 471,426%*
Izolat x Gén PUC 15 33157,118**
PUPL 15 23,901**
U T 13,096**
o PPU 15 278,89 1%
Teplota x Izolat x Gén PUC 15 16245,673*%*
PUPL 15 10,633**
PU 64 2,875
Error PPU 64 146,894
PUC 64 3583,395
PUPL 64 2,400
PU 112
Total PPU 112
PUC 112
PUPL 112
** P<0,01, * P<0,05
Najniz§i pocet aplochu uredinii vyjadrené v znakoch PU, PPU, PPC a PUPL (obr. 1) mal genotyp

s kombinaciou génov Lr13+Lr37 v genotype Folio (GOYEAU, PARK, 1997). Efektivna bola aj kombinacia
génov Lr10+Lr13, ktor ma genotyp Charger (BLAZKOVA et al., 2002) a kombinacia génov Lr13+LrH
v genotype Regain (GOYEAU, PARK, 1997). Gén LrH je ojedinely a bol zisteny v australskej odrode
Harrier, od nazvu ktorej je odvodené jeho oznacenie (McINTOSH et al., 1995). Na pocet a plochu uredinii
vyznamne vplyvali gény, kde vzdy to bola kombinacia Lrl3 s d’al$im génom. Gén Lr13 je efektivnejsi pri
vysSej teplote (PRETORIUS et al., 1984). Oproti tomu gén Lr37 z Aegilops ventricosa bol efektivnejsi na
mladych rastlindch pri nizSej teplote (BARIANA, McINTOSH, 1994). Za nimi nasledovali kombindcia
génov Lr10+Lr37 v genotype Terza (HUANG et al., 2004), Lr37 v genotypoch Audace (GOYEAU, PARK,
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1997) a Corsaire (WINZELER et al., 2000) a Lrl3 v genotype Batis, ktory je pokladany za APR gén
(WINZELER et al., 2000). Pocet a plocha uredinii bola ovplyvnena izolatom Puccinia recondita f. sp. tritici
z celkovej plochy listu boli pri izolate 2163 (tab. 2). NajnizSia priemerna plocha uredinia bola pri izolate
2132 anajvyssia pri izolate 2163. Izolat 2163 je znamy patotyp Puccinia recondita f. sp. tritici 77SaBa.
Izolat 2132 je patotyp 12SaBa, izolat 2142 je patotyp 57SaBa a izolat 2164 je patotyp 61SaBa. Patotypy sme
uréili podla ka¢a (KIRALY et al., 1970). Uvedené patotypy su na Slovensku Gasto frekventované, priom
77SaBa je povazovany za najagresivnej§i z uvedenych (BARTOS et al., 2001).

Tabul’ka 2: Priemerné hodnoty vplyvu patotypu Puccinia recondita f. sp. tritici na pocet uredinii,
priemernu plochu uredinia, celkovii plochu uredinii a podiel plochy uredinii z plochy listu v pixeloch

Znak Patotyp Priemer
12SaBa 6,833
y o 57SaBa 7,479
Pocet uredinii 77SaBa 5.083
61SaBa 5,688
12SaBa 33,077
Priemerna plocha uredinia >7SaBa 44,773
77SaBa 49,160
61SaBa 47,398
12SaBa 228,845
. e 57SaBa 302,983
Celkova plocha uredinii ~7SaBa 228,600
61SaBa 255,958
12SaBa 6,170
. o . 57SaBa 7,841
Podiel plochy uredinii z plochy listu 77SaBa 6.110
61SaBa 7,222

Zaver

Na variabilitu znakov pocet uredinii, priemerna plocha uredinia, celkova plocha uredinii a podiel plochy
uredinii z plochy listu vysoko vyznamne vplyvala teplota, izolat Puccinia recondita f. sp. tritici a gény
rezistencie proti hrdzi pSenicovej. Pocet uredinii, celkova plocha uredinii a podiel plochy uredinii z plochy
listu bol pri vy$sej teplote niz$i. Priemernad plocha uredinia bola pri vysSej teplote vdcsia. Najniz§i pocet
a plochu uredinii mal genotyp s kombinaciou génov Lr13+Lr37, pricom sa uplatnil gén Lrl3, ktory je
efektivnejsi pri vyssej teplote.
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NOVE PRISTUPY V ANALYZE VYSOKOMOLEKULARNYCH
GLUTENINOVYCH PODJEDNOTIEK (HMW-GS) PSENICE
NEW ADVANCES FOR ANALYSIS HIGH-MOLECULAR-WEIGHT GLUTENINS
OF WHEAT

Daniel MIHALIK — Edita GREGOVA

The wheat (Triticum aestivum L.) contains six genes encoding high molecular weight (HMW) subunits of glutenin. Each
of the loci Glu-Al, Glu-B1 and Glu-D1 contains tightly linked the genes x and y, which are related but have subtle
differences in their structures and properties. We analyze old wheat varietes and landraces of the Carpatian Basin in
Central Europe and we found one new allele which is encoded by Glu-D1 loci. We discovered one line with entirely new
protein electrophoretical profile at gene products of Glu-D1 loci. We confirm our finding by size-exclusion high-
performance liquid chromatography (SE-HPLC) and also by reversed-phase high-performance liquid chromatography
(RP-HPLC). An unusually small y-type high molecular weight (HMW) glutenin subunit gene from Triticum aestivum L.
was sequenced. This gene, encoded at the locus Glu-D1 was designated 12.3. The derived amino acid sequence was
compared with the amino acid sequences of the HMW glutenin subunits Dy10 and Dy12 of T. aestivum.

Key words: HMW-GS, wheat, Dy12.3

Uvod

Pseni¢né bielkoviny st unikatne medzi bielkovinami obilnin i ostatnych rastlin pre svoju schopnost
formovat’ cesto pouzitelné pre pecenie chleba, peciva, kolacov i vyrobu cestovin (Autran,1993). Zrelé zrno
obsahuje 10-15% bielkovin, z toho 80-90% vsetkych bielkovin tvoria zasobné bielkoviny. Na zéaklade
rozpustnosti, ktord je determinovana ich primarnou Struktirou, nekovalentnymi vizbami (vodikové vézby
a hydrofobne interakcie) a kovalentnymi(disulfidickymi) vdzbami, sa uz niekol'ko desatroéi pouziva ich
klasifikacia na: albuminy — rozpustné vo vode, globuliny — rozpustné v roztokoch soli, prolaminy — rozpustné
v alkoholoch, gluteliny — rozpustné v slabych kyselinadch a zasadach. Gluteninové podjednotky s vysokou
molekulovou hmotnostou (HMW-GS), ktoré sa podielaju na celkovych zasobnych bielkovinach iba malou
castou, ale svojou funkcénostou a dblezitostou st vSak mimoriadne vyznamné. HMW-GS st kddované
alelami lokusov Glu-1, lokalizovanych na dlhych ramenach chromozémov 1 homeologickej skupiny(Glu-1A,
Glu-1B, Glu-1D). Struktiry typickej podjednotky typu x ay publikoval (SHEWRY akol., 1992), ktory
podrobne analyzoval podjednotky x-typ (1Dx5) a y-typ (1Dyl10). Zasadny vplyv na kvalitu muky ma aj
kvalitativne zastipenie jednotlivych HMW-GS a ich kombinacie. Na stanovenie jednotlivych HMW-GS sa
vyuziva elektroforeticka separacia proteinov v akrylamidovom géli tzv. SDS-PAGE, alebo A-PAGE. Asi od
polovice 90-tych rokov sa v analyze alel lokusu Glu-1, zaala vyuzivat’ polymerazova retazova reakcia
(PCR). Anderson a kol.(1989) identifikovali sekvenciu dvoch génov HMW-GS genému D a na jej zaklade
D'OVIDIO a ANDERSON (1994) pouzili sekvenciu alely kodujucej podjednotku 5 (alela 1Dx5) na
rozliSovanie genotypov s réznymi pekarskymi vlastnostami, detekovanymi v tomto pripade pritomnostou
alely 1Dx5, respektive 1Dx2. VARGHESE akol. (1996) pouzili rovnaky par primerov pre skrining
europskych odrdd pSenice a segregujucich a zistili, Ze tento spdsob analyzy dokaze spolahlivo nahradit’
doteraz najcastejSie pouzivany sposob analyzy alel Glu-1 lokusu — elektroforézu gluteninov v SDS-PAGE

Material a metody

V praci bol pouzity vybrany genotyp hexaploidnej pSenice letnej formy ozimnej (Triticum aestivum L.
spp. aestivum ) Noe. Detekcia gluteninového spektra bola uskutocnend metdédou polyakrylamidovej gélovej
elektroforézy v pritomnosti dodecylsulfatu sodného (SDS-PAGE). DNA bola izolovana pomocou kitu
(Qiagen). PCR bola vykona pomocou termocykléru (MJ Research, PTC-200, Peltier Thermal Cycler) a Taq
DNA polymerazy (Invitrogen), dNTP(Invitrogen) a primerov (Invitrogen). DNA fragmenty boli izolované
z agardzového gélu a klonované do plazmidu pCRII-TOPO (Invitrogen). Plazmidmi sme transformovali
chemicky kompetetntné bunky baktérii E.coli kmeti TOP 10°F(Invitrogen). Plazmidy po transforméacii boli
analyzované pomocou restrikénych endonukledz (New England Biolabs) anapokon sekvenované
v sekvenac¢nom servise firmy Ecoli. Sekvenacné data boli spracované pomocou volne pristupného softvéru
Bioedit 7.0.

Vysledky a diskusia

Vyhodu novych metéd molekularno—biologického vyskumu popisuje vo svojej praci JUHASZ
a kol.(2001), kde analyzovali staré mad’arské odrody psenic. Pri odrode Bankuti 1201 zistili, Ze tato odroda
obsahuje alely 1Dx2 a 1Dyl2 anavySe alelu 1Ax2*. Porovnavanim pekarskych kvalit so pSenicami
s rovnakym profilom elektroforetogramov v SDS-PAGE, zistili, Ze tato odroda ma lepsie pekarske kvality.
Nasledne dana skupina vedcov analyzovala sekvencie DNA génov kodujicich HMW-GS ato parmi
primerov Specifickych pre N-terminalnu oblast’ génov 1Dx2, 1Dy12 a definovali primery pre oblast’ génu
kodujaceho 1Ax2*. Identifikovali sme novi vysokomolekularnu gluteninovii podjednotku typu y Glu-D1
gluteninového génu Triticum aestivum L. kultivar Noe, ktorej mobilita v podmienkach SDS-PAGE sa
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odliSuje od doposial’ identifikovanych podjednotiek 1Dy12 a 1Dy10. Dantl podjednotku sme oznacili ako
1Dy12.3. Sekven¢nd DNA analyza kodujicich regionov nového génu potvrdila, Ze sa skutocne jedna o novii
podjednotku HMW-GS. Velkost dedukovaného maturovaného proteinu 1Dy12.3 (67866 Da) a podjednotiek
1Dy12 (68695 Da) a 1Dy10 (67 495 Da) je d’alsim dokazom novej kvality. Vyssiu homoldgiu kodujacich
usekov DNA vykazuje podjednotka 1Dy12.3 s podjednotkou 1Dy12 az 98,58%, resp. 91,35% s podjednotkou
1Dy10. Uplna zhodu sekvencii DNA a dedukovanych proteinov vykazujii vetky tri podjednotky iba
v sekvenciach kodujucich signalny peptid a C-terminalnu doménu. NajvécsSie rozdiely st medzi centralnou
doménou podjednotick 1Dy12.3 a 1Dy10, kde sa okrem viacerych jednobazovych substiticii (ktoré maju
vplyv na aminokyselinové zlozenie dedukovanych proteinov) liSia aj deléciami, resp. inzerciami celych
repetitivnych motivov, najvyraznejsi rozdiel medzi 1Dy12.3 a 1Dy12 je v oblasti centralnej domény, kde ma
podjednotka 1Dy12.3 deléciu 18 nukletidov v pozicii (1467-1484), kodujucich hexapeptid PEQGQQ
a deléciu 6 nukleotidov v pozicii (1426-1431) kodujucich dipeptid GQ. Vyvinuli sme primery, pomocou
ktorych sa daju odlisit’ vSetky tri spominané podjednotky.

Zaver

Analyza vysledkov potvrdila existenciu nového génu na chromozéme 1D a charakteristika tohto génu
kédujicu vysokomolekularnu gluteninovu podjednotku prinieslo nové doteraz nepopisané poznatky. Analyza
bielkovin pomocou SDS — PAGE sa ukazuje ako dostatocna na urCenie genotypu, ale v pripade malych
rozdielov medzi podjednotkami je nutné analyzovat’ az po Groven sekvencie nukleotidov danych génov.
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