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MIKROSATELITNY POLYMORFIZMUS GENOTYPOV JACMENA
MICROSATELLITE POLYMORPHISM OF BARLEY GENOTYPES

Zelmira BALAZOVA — Zdenka GALOVA — Martin VIVODIK

The aim of our study was to detect genetic diversity of thirty barley genotypes based on ten microsatellite markers. Ten
primer pairs amplified altogether 55 different polymorphic alleles with an average number of 5,5 alleles per locus. The
number of allele ranged from two (locus HVCMA) to eleven (locus HVRCABG). All ten microsatellite markers were
polymorphic and produced reproducible data. The diversity index (DI), the polymorphic information content (PIC) and
probability of identity (PI) of the tested SSR markers were calculated. The diversity index of the tested SSR markers ranged
from 0,291 to 0,866 with an average of 0,622. Six (60%) of 10 microsatellite loci obtain values of index diversity higher than
0,6, what is generally considered sufficient for this purpose. The polymorphic information content (PIC) ranged from 0,248
to 0,866 with average value 0,587. The most important feature of marker for differentiation of genotypes is probability index.
The lowest probability of identity of chosen barleys was at the locus HYRCABG (0,008). High values of DI and also of PIC
present high level of genetic polymorphism in tested microsatellite loci. Results showed the utility of microsatellite markers
for estimation of genetic diversity of barley genotypes leading to genotype identification.
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Uvod

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

Mikrosatelity st jednoduché repetitivne sekvencie dlhé iba niekol'ko bazovych parov (1-6). St to markery
genomovo S$pecifické s kodominantnou dedi¢nostou. Kvoli ich jednoduchému pouzitiu, zalozenému na
polymerazovej retazovej reakcii (PCR), sa stavaji vel'mi uzitoénym nastrojom na §tidium genetickych vztahov
medzi druhmi, populaciami a odrodami. Na ja¢meni boli mikrosatelitné analyzy $tudované len v poslednych
rokoch (BECKER a HEUN,1995, RUSSELL et al., 1997, MACAULAY et al., 2001, BAEK et al., 2003,
KRAIC, 2005). Na Slovensku mikrosatelitné analyzy boli pouzité na diferenciaciu odréd pSenice
(GREGANOVA et al., 2005), jaémeia (KRAIC, 2005), cicera (JOMOVA et al., 2005), v Cechach boli pouzité
pri $tadiu triticale (VYHNANEK a BEDNAR, 2006). Mikrosatelitné analyzy preukazali vysoky stupefi
polymorfizmu, st reprodukovatel'né, majii schopnost’ detekcie heterozygotov i heterogenitu (BAEK et al., 2003).

Cielom prace bolo detekovat’ geneticky polymorfizmus 30 genotypov jacmena siateho pomocou desiatich
mikrosatelitnych markerov, ktoré publikoval a opisal BECKER a HEUN (1995) resp. MACAULAY et al.
(2001).

Material a metédy

Na analyzy bol pouzity subor 30 genotypov jaémena siateho jarnej aj ozimnej formy poskytnuty UKSUP
Bratislava. Celkova rastlinna DNA bola izolovana z mladych 7-10 diiovych listov jacmeia kombinaciou dvoch
izolaénych postupov — podl'a DELLAPORTU et al. (1983) a GRANERA et al. (1990). Mikrosatelitné analyzy
boli uskutocnené¢ podla BECKER a HEUN (1995) resp. podla MACAULAY et al. (2001). Polymerazové
retazové reakcie (PCR) boli uskutocnené v objeme 20 pl v MJ PTC 200 termocykleri. Na detekciu PCR
produktov, mikrosatelitnych alel boli pouzité 6 % denaturované PAGE gély a vizualizované boli striebrom
(BASSAM et al, 1991). Vysledné PCR produkty v polyakrylamidovych géloch boli naskenované a
vyhodnotené. Z poctu alel detegovanych pre kazdy mikrosatelit boli vypocitané frekvencie jednotlivych alel
a nasledne indexy diverzity (DI), pravdepodobnosti identity (PI) a polymorfické informacné obsahy (PIC) podla
RUSSELL et al. (1997).

Vysledky a diskusia

Na diferenciaciu 30 genotypov jaémena bolo pouzitych 10 parov primerov. VSetkych 10 parov primerov
amplifikovalo jeden lokus. V 10 mikrosatelitnych lokusoch bolo detekovanych 55 alel s réznou velkostou,
pricom priemerny pocet alel bol 5,5. Pocet alel na lokus sa pohyboval v rozmedzi od 2 do 11. Najvyssi pocet
roznych alel (11) bol detekovany v lokuse HVRCABG. Najmensi pocet roznych alel bol detekovany v lokuse
HVCMA, kde boli detekované len dve alely s réznou velkost'ou, co mohlo byt spdsobené nizkym poctom (9)
repeticii pouzitého mikrosatelitu. Kodominantnd povaha mikrosatelitnych markerov umoziuje detekciu
heterozygotného stavu. V dvoch lokusoch (HVCMA, HVGNIRE) boli zistené u jedného genotypu dve alely s
roznymi velkostami. Vysoky stupen polymorfizmu v sledovanych lokusoch potvrdzuji aj vysoké hodnoty
indexu diverzity a polymorfického informa¢ného obsahu. Z 10 mikrosatelitnych markerov, v 80 % lokusoch sme
dosiahli hodnoty DI vyssie ako 0,5 a v 60 % lokusoch hodnoty DI vyssie ako 0,6. Priemernd hodnota DI v
sledovanych lokusoch bola 0,622 a priemerna hodnota PIC bola 0,587. Tieto hodnoty nam poukazuju na vysoka
diferenciaénti schopnost’ mikrosatelitnych markerov, priCom prezentuju vysok uroven polymorfizmu odrod
jacmena detegovaného pomocou mikrosatelitnych markerov. Podobné hodnoty PIC a DI ziskal KRAIC (2005) i
GREGANOVA et al. (2005).

79 Adresa autora: Prof. RNDr. Zdenka Galova, CSc., Mgr. Zelmira Balazova, PhD., Ing. Martin Vivodik, Katedra biochémie a biotechnoldgie, FBP SPU v Nitre,
Tr.A.Hlinku 2, 949 76 Nitra, t.¢.: 037/6414327, e-mail: Zelmira.Balazova@uniag.sk



Nové poznatky z genetiky a $l'achtenia pol'nohospodarskych rastlin Zbornik z 15. vedeckej konferencie, Piedtany : VURV, 2008

Tabul’ka 1: Prehl'ad poctu ziskanych mikrosatelitnych alel, vypoc¢itané hodnoty PIC, DI, PI.

SSR pocet lokus na

marker alel chromozéme DI PIC PI
HVCMA 2 7H 0,291 0,248 0,545
HVGNIRE 6 0,711 0,694 0,074
HVRCABG 11 4H 0,866 0,866 0,008
Bmac40 10 6H 0,849 0,846 0,010
Bmac67 6 3H 0,691 0,652 0,123
Bmag13 4 3H 0,340 0,316 0,458
Bmag135 3 7H 0,527 0,419 0,331
Bmag173 4 6H 0,593 0,546 0,203
Bmag211 4 1H 0,624 0,567 0,188
Bmag225 5 3H 0,727 0,716 0,051
priemer 55 0,622 0,587 0,199

Zaver

Spomedzi DNA technik v sucasnosti vyuzivanych na ja¢meni, najvyssi polymorfizmus bol pozorovany pri
mikrosatelitnych analyzach, ¢o potvrdili aj nasSe vysledky. Mikrosatelitné analyzy poukazali na moznost
detekcie genetického polymorfizmu medzi vybranymi genotypmi ja¢mena, pomocou ktorého je mozné
identifikovat’ genotypy a zaroven detegovat heterozygotov.
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VARIABILITA AGRO-MORFOLOGICKYCH ZNAKOV A VLASTNOSTI
STARSICH A NOVSICH GENOTYPOV JARNEHO JACMENA
VARIABILITY OF AGRO-MORPHOLOGICAL CHARACTERISTICS OF OLD AND
NEW VARIETIES OF SPRING BARLEY

Michaela BENKOVA — Maria ZAKOVA

A set of 106 spring barley accessions of Slovak origin and former Czechoslovakia origin, developed from 1900 to 2003, was
studied in 2004-2005. The study was conducted to assess the impact of breeding on nine agro-morphological traits of barley
cultivars. The obtained data were analysed statistically using basic statistic characteristics, analysis of variance (ANOVA),
correlation analysis and principal component analysis (PCA). An analysis of variance revealed strong influence of year on
selected traits and especially strong influence of genotype on all the traits of study. Changes of traits at new genotypes were
observed for plant height, 1000-grain weight, spike per m’, spike density, grain yield, resistance to lodging, resistance to
powdery mildew, total starch and protein contents. PCA based on agro-morphological traits divided the whole collection in
the two groups corresponding to two different periods (1900-1971 and 1972-2003).

Key words: spring barley, variability, evaluation, ANOVA, PCA analysis, correlation

Uvod

Ja¢men je neodmyslitelnou sucast'ou obilnin na Slovensku. Historicky vyvin jarného ja¢mena na tzemi
byvalého Ceskoslovenska poukazuje na skutoénost’, Ze skoro vietky domace sladovnicke odrody boli vysledkom
rekombinacii vlastnosti povodnych krajovych odrod (LEKES, 1997). Hanacky jaémeti ovplyvnil rozhodujiicim
sposobom S$lachtenie a vyvoj pestovania sladovnickeho ja¢mena v celej strednej Eurdpe apre vicsinu
sladovnickych odrdd bol ich genealogickym predkom. Porovnanie starych a suasnych odrdd jarného jaémena
vo vybranych znakoch a vlastnostiach moze poskytnut’ obraz o jeho vyvoji na nasom uzemi. Podobné §tudia
boli vykonané v mnohych krajinach (RIGGs et al.,1981; WYCH a RASMUSSON,1983). Cielom tohto
prispevku bolo zhodnotenie a porovnanie zmien vo vybranych znakoch a vlastnostiach v genotypoch jarného
jaémena vyvinutého pocas storocia.

Material a metody

Hodnotili sme 106 genotypov jarného ja¢mena (Hordeum vulgare L.) vyvinutych v rokoch 1900-2003.
Polny experiment bol zaloZzeny v lokalite Borovce do maloparcelkovych pokusov v 3 opakovaniach v
znéhodnenych blokoch na parcelky velkosti 2,5 m* polas rokov 2004—2005. Znaky a vlastnosti sa hodnotili
podra prisluiného klasifikatora (LEKES et al., 1996, IPGRI, 1994): vyska rastliny (mm), hmotnost’ 1000 zfn (g),
pocet klasov na m?, hustota klasu, uroda zrna (t.ha-1), odolnost’ voé&i poliehaniu (body 1-9), odolnost’ voéi
mucnatke travovej (body 1-9), celkovy obsah Skrobu (%) a obsah bielkovin (%). Vysledky boli zhodnotené
Statistickou analyzou ANOVA a PCA (HOTELLING,1993), ktoré st stiCastou Statistickych balikov, SPSS 8.1 a
STATGRAPHIC 6.1.

Vysledky a diskusia

Pouzita dvojfaktorova analyza ukazala vysoko preukazny (P<0.01) vplyv ro¢nika na znaky vyska rastliny a
uroda zrna a vplyv genotypu na vsetky znaky (tab. 1), ¢o je v zhode so zistenymi poznatkami CONDONA
(2004). Statisticky vysoko preukazny vplyv na vietky znaky okrem znaku hustota klasu mala interakcia rok x

genotyp.

Tabulka 1: Analyza rozptylu sledovanych agronomickych znakov a vlastnosti

preniglrﬁjv osti A:Rok Opakovanie B: Genotyp AxB Chyba Spolu 200 4Prlemer2 005
dre 1 2 105 105 420 635
Hustota klasu 1.291 0.052 3215+ 0.516 1.545 1232 11.94 12.05
Pocet klasov /m> | 1839057 9269.0 17100.5%% | 13801.0%* | 69132 | 13841.0 760 870
Vyska rastliny | 116641%* 4434 38822.2%*% | 7470.5%% | 10832 | 9026.6 | 827.9 800.8
HTZ 193.8 4.30 27.2%% 11.1%+ 3.23 8.8 38.4 395
Uroda 126.1%* 40.62%* 9. 74+ 1.63%+ 0.11 2.91 7.15 6.26
Polichanie 369.8 37.19 13.89%* 4.05%x 0.74 4.42 6.45 7.98
Od"h}}if[f vodi 3.04 1.719 13.31%+ 5.0%* 0.44 3.19 5.03 5.17
Obsah skrobu 62.156 0.03 22.61%% 9.72%* 2.33 8.87 5987 | 60.63
Obsah bielkovin 357 3.23 7.43%* 3.19%+ 0.35 2.73 11.73 12.31

*% P<0.01,* stupne volnosti; ®PM — mu¢natka travova
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Korela¢nou analyzou sme zistili linearnu zavislost’ niektorych sledovanych znakov. Analyza ukézala pozitivou
korelaciu medzi znakmi Groda zrna a znakmi: pocet klasov na m” (2004 r=0.460** a 2005 r=0.301**), hustota
klasu (2004 r=0.468** a 2005 r=0.405**) a obsah Skrobu (2004 r=0.455** a 2005 r=0.362**). Pozitivny
vysoko preukazny vztah trody k poétu klasov na m> a k poétu zin na klas potvrdili viaceri autori, ako napr.
GRAUSGRUNER a kol.(2002) a ORTIZ a kol. (2002). Medzi obsahom bielkovin a vyskou rastliny bola tiez
pozitivna korelacia (2004 r=0.593%* a 2005 r=0.474**). Uroda zrna negativne korelovala s vyskou rastliny
(2004 r=-0.431** a 2005 r=-.581**) a obsahom bielkovin (2004 r=-0.668** a 2005 r=-0.457**). Obsah
bielkovin koreloval negativne aj s celkovym obsahom $krobu 2004 r= -0.485** and 2005 r=-0.598**). Podobné
vysledky atrendy zaznamenali aj ini autori ako CONDON et al.(2004), GRAUSGRUBER et al. (2002)
a ORTIZ (2002).

PCA analyza zobrazuje geneticku diverzitu medzi sledovanymi genetickymi zdrojmi. Prvé dva komponenty
predstavuji 61,27 % celkovej variability medzi sledovanymi znakmi a genotypmi. Prvy komponent obsahuje az
48 % diverzity a pozitivne koreloval so znakmi HTZ, tGroda, pocet klasov na m?, hustota klasu, odolnost’ vogi
mucnatke trdvovej a poliechaniu a negativne koreloval s vyskou rastliny a obsahom bielkovin. Druhy komponent
negativne koreloval s HTZ, obsahom $krobu a pozitivne s potom klasov na m” a hustotou klasu. Aplikovanim
analyzy sa vytvorili dve skupiny. Prva obsahovala 52 genotypov z rokov 1900—1971, ktoré st charakterizované
vySSou vyskou rastliny a nizSou trodou a druha skupina zgrupovala 54 genotypov z rokov 1972—2003, ktoré su
nizsie a Grodnejsie. Predel medzi tymito skupinami vytvorili genotypy vzniknuté z ,kratkosteblovej” odrody
“Diamant [1965]”. Tato odroda vyznamne ovplyvnila d’alSie §achtenie jarného ja¢mena.
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UROVEN ODOLNOSTI NOVOSL’ACHTENYCI,-I KMENOYV PSENICE LETNEJ
VOCI MUCNATKE TRAVOVEJ
THE LEVEL OF RESISTANCE OF WHEAT BREEDING LINES TO POWDERY
MILDEW

Katarina BOINANSKA

Resistance of 117 wheat breeding lines to powdery mildew was observed in 2008. The evaluation was done at the field
conditions and in laboratory. The range of the pathogen attack for each wheat breeding line was observed by means of
AUDPC values. Breeding lines were found that were significantly resistant to powdery mildew when compared with the
controls (selected Slovak registered cultivars were chosen as controls). These were V,-17, V,-18, V,-42, V,-44, \V/,-55, V,-57,
V,-59, V,-60, MS 1750, SK142, SK146, SK147 and SK149. The presence of Pm1, Pm2, Pm3, Pm4b, Pm6, Pm7, Pm8, Mid
genes was detected. In some cases resistance in field can be brought on by adult plant resistance.

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

Uvod

Ochorenie pSenice letnej micnatku travovi spésobuje obligatny patogén Blumeria graminis (DC) Speer f. sp.
tritici Marchal. Najsilnej$i infekény tlak a epidemicky vyskyt tohto patogéna je predovsetkym v jarnych
mesiacoch, ale pri vhodnych podmienkach (nizsie teploty a zrazky) sa vyskytuje a nad’alej vyvija pocas celej
vegetacie pSenice. Straty na vynosoch sa mézu pohybovat v rozmedzi 5-15 %, KEMA et al. (1995) uvadza
v uritych pripadoch az 45 %. Pestovanie odrdd pSenice s geneticky zabudovanou odolnostou eliminuja straty
na vynosoch a v kone¢nom désledku znizovanim nakladov na ochranu rastlin zefektivituju pol'nohospodarsku
vyrobu. V roku 2008 boli v polnych a laboratérnych podmienkach hodnotené novoslachtené kmene pSenice
letnej v odolnosti vo¢i mucnatke travove;.

Material a metody

V polnych podmienkach SCPV - VURV v Pie§tanoch bolo v roku 2008 hodnotenych 117 novoslachtenych
kmefiov (dalej len kmene) p3enice letnej formy ozimnej (Triticum aestivum L.) pochadzajicich z VSS Viglas -
Pstrusa, z VSS Maly Sari§ a zo spoloénosti HORDEUM s.r.o. zo Sladkoviova. V prirodzenych polnych
podmienkach bolo napadnutie patogénom hodnotené percentom napadnutej plochy v dvoch opakovaniach
v pravidelnych casovych intervaloch. Tieto hodnoty boli pouzit¢é na stanovenie hodnoty AUDPC podla
SHANERA a FINNEYA (1977). Na analyzu variancie a nasledné Statistické spracovanie bol pouzity Statisticky
program SPSS® 13.0. V laboratornych podmienkach boli kmene s najniz§imi hodnotami AUDPC testované
podl'a autorov HSAM & ZELLER (1997). Na geneticku analyzu odolnosti boli pouzité izolaty patogéna so
znamym virulenénym spektrom pre najfrekventovanejsie gény rezistencie (Pm1, Pm2, Pm3, Pm4a, Pm4b, pm5,
Pm6, Pm7, Pm8, Pm9, Pm17, Mld).

Vysledky a diskusia

Analyzou variancie hodnot AUDPC kmetiov psenice letnej z VSS Pstrusa boli najdené preukazné rozdiely
medzi jednotlivymi kmefimi. Hodnoty AUDPC sa pohybovali v rozmedzi od 0 (V,-17, V,-18, V,-44, V,-55, V,-
59 a V,-60) do 3035 (V,-19). V porovnani s kontrolnymi odrodami (Astella, Brea, Ilona, Torysa) boli hodnoty
AUDPC kmenov V,-17, V,-18, V,-42, V,-44, V,-55, V,-57, V,-59 a V,-60 preukazne nizSie. Preukazne vysSie
hodnoty AUDPC v porovnani s kontrolami mali kmene V,-3, V,-19, V,-54 a V,-56.

Medzi hodnotami AUDPC kmefiov p3enice pochadzajiicich z VSS Maly Sari§ boli analyzou variancie
najdené preukazné rozdiely. Najniz§ia hodnota AUDPC bola 293 (MS 1750) a najvyssia bola 1238 (K 1732-131-
88). V porovnani s kontrolnymi odrodami (Ilias, Ilona, Torysa, Venistar) mal preukazne niz§iu hodnotu AUDPC
len kmei MS 1750, aj to len v porovnani s kontrolnymi odrodami Ilona a Torysa. Ziadne iné hodnoty AUDPC
neboli preukazne odlisné.

Medzi hodnotami AUDPC kmenov zo spolo¢nosti HORDEUM s.r.o boli analyzou variancie najdené
preukazné rozdiely. V porovnani s kontrolnymi odrodami (Astella, Brea, Ilona) neboli ndjdené preukazne
odlisné hodnoty AUDPC. Preukazne nizsie hodnoty AUDPC mali kmene SK142, SK146, SK147 a SK149 len
v porovnani so Stvrtou kontrolnou odrodou Torysou. Najniz§iu hodnotu AUDPC (258) mal kmen SK142
a najvyssiu (1246) dosiahol kment SK141.

Genetickou analyzou odolnosti boli v laboratornych podmienkach detegované Specifické gény rezistencie
Pm1, Pm2, Pm3, Pm4b, pm5, Pm6, Pm7, Pm8 a Mld samostatne alebo v kombinaciach (tab. 1). U niektorych
kmeniov neboli najdené ziadne Specifické gény rezistencie a niektoré kmene nest Specifické gény rezistencie,
ktoré sa pouzitymi izolatmi nedali identifikovat’.
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Tabul’ka 1: Specifické gény rezistencie identifikované v novoslachtenych kmetioch psenice letnej

Specifické gény rezistencie Novoslachtené kmene pSenice letnej

siadny V,-2,V,-32,V,-39,V,-40, V, - 50, MS 1750, K 1993-45, MS 1854-2,
K 1953-9, PS 2-40, K 1953-207, K 1734-336-156, K 1734-336-174

neidentifikovatel'ny V,-6,V,—-17,V,—-18,V,-51,V,-55,V,—-57, V,— 66

Pmi V,-30

Pm2 V,—-7,V,—-42,V,-59, MS 1782, K 1953-228, MS 1912

Pm2,6 V,-10,V,-16

Pm2,Mid V,-28

Pm2,6,7, V,—58, MS 1375

Pm3 V,—44,V, - 60

Pm3,4b V,-34

Pm4b,6 V,-5,V,-21

Pm4b,8 V,-22,V,-23

Pmd4b, Mld MS 1756

Pm6,7 V,—-45,V,-65,K 1981-411

Pm6,7,8 V,-33

Pm7 V,—41, MS 1734

Pm8 V,-36

Mlid V,-43

V odolnosti vo¢i mii¢natke travovej na psenici boli medzi hodnotenymi kmeiimi pSenice zistené preukazné
rozdiely Vel'mi $iroka variabilita v odolnosti bola medzi kmefimi z VSS Pstrusa, boli najdené kmene rezistentné
az vysoko vel'mi citlivé. U vel'mi vysoko citlivych kmetioch bol vyskyt patogena zaznamenany na celej rastline
vratane klasu. UZSia variabilita v odolnosti bola medzi kmefimi z VSS Maly Sari$ a zo spoloénosti HORDEUM
S.1.0, boli najdene len kmene ktore boli preukazne odolnejs1e 1en v porovnani s kontrolnou odrodou Torysou ,

Genetickou analyzou v laboratéornych podmienkach sa u mektorych odolnych kmenov nedali identifikovat
Specifické gény rezistencie (tab. 1), na listovych segmentoch po inokulécii neprejavili symptémy ochorenia,
neboli infikované. Tieto gény rezistencie mohli zabezpecovat’ obranu voci ochoreniu aj v pol'nych podmienkach.
Specifické gény rezistencie detegované u kmetiov, ktoré boli v polnych podmienkach odolné, st okrem génov
Pm2 aMId neefektivne. U 13 testovanych kmefiov nebol ndjdeny Ziadny Specificky gén rezistencie voci
mucnatke travovej. Uroven odolnosti v polnych podmienkach mohla byt zabezpecena nespecifickou
odolnostou. PAILLARD et al. (2000) zistili, Ze pocas 10 rokov pestovania pSenice za podmienok vysSieho
infekéného tlaku patogéna, sa uroven nespecifickej rezistencie zvysila. Preto je v procese tvorby novych odrod
nevyhnutné tvorit, hodnotit' a testovat’ novy material v naSich podmienkach. Podobne JORGENSEN et al.
(2000) povazuju skrining a testovanie novych materidlov a komerénych odréd za délezity vstup pre tvorbu
europskych rezistentnych odrod.

Zaver

Medzi sledovanymi novoslachtenymi kmefimi boli vo vSetkych suboroch najdené genotypy vel'mi odolné az
rezistentné vo¢i micnatke travovej na psenici. Novoslachtené kmene psenice V,-17, V,-18, V,-42, V,-44, V,-
55, V,-57, V,-59, V,-60, MS 1750, SK142, SK146, SK147 a SK149 boli $tatisticky preukazne najodolnejSie

Praca bola financovana prostriedkami MP SR projektom Vyskumu a vyvoja ¢. 2006 UO 27/091 05 01/091 05 11
na zaklade Zmluvy ¢. APVT-27-028704.
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ODHAD NAPADNUTIA SLOVENSKYCH REGISTROVANYCH ODROD PSENICE
MUCNATKOU TRAVOVOU A HRDZOU PSENICOVOU V ROKOCH 2005-2008
ASSESSMENT OF POWDERY MILDEW AND LEAF RUST SEVERITY ON
SLOVAK REGISTRATED VARIETIES IN 2005-2008

Katarina BOJINANSKA — Stefan MASAR

Obligate pathogens belong to more important pathogens they can cause high crop losses through their activity. The wheat
resistance to powdery mildew and to leaf rust was evaluated from 2005 to 2008. Data of fungal attack were the assessment
base for resistance development of wheat varieties. Obtained data showed the effect of evaluative year, period of registration
and variety provenance. Powdery mildew resistance has been more highly within new Slovak varieties and leaf rust
resistance has been more highly within new foreign varieties. In discussion has showed the influence of weather process to a
disease severity and possible influence of contribution of APR carrying varieties.

Key words: wheat, Triticum, powdery mildew, leaf rust, disease severity

Uvod

Obligatne parazity obilnin patria medzi vyznamné patogény, ktoré svojou aktivitou zapricinuju 540 % straty
na urodach (SATORRE & SLAFER, 2000; KOLMER, 1996). Rychly vyvojovy cyklus ajednoducha forma
roz§irovania tychto patogénov su pric¢inou neustalej nutnej ochrany rastlin pocas vegetacie. Preto je geneticky
podmienena odolnost’ nevyhnutnym prvkom v modernej technologii pestovania rastlin. V priebehu rokov 2005—
2008 bola hodnotena odolnost’ psenice letnej vo&i muénatke travovej na pSenici a hrdzi pSenicovej. Udaje
o napadnuti odrdd tvorili podklady pre vyhodnotenie vyvoja odolnosti odrdd voéi uvedenym patogénom.

Material a metody

V rokoch 2005-2008 bola hodnotena odolnost’ 74 registrovanych odrdd psenice letnej (7riticum aestivum L.)
voci obligatnym parazitom mucnatke travovej na pSenici (Blumeria graminis (DC) Speer f. sp. tritici Marchal)
a hrdzi pSenicovej (Puccinia triticina Ericks.) v pol'nych podmienkach. Prirodzeny infekény tlak patogénov bol
podporeny vysevom nachylnych odrod v pravidelnych vzdialenostiach medzi pokusnymi parcelkami.
Napadnutie rastlin patogénom bolo hodnotené podla BABAJANCA (1988). Percentualne hodnoty plochy
napadnutia boli pouzité na vypocet hodnoty AUDPC podl'a SHANER & FINNEY (1977), ktoré boli pouzité pri
Statistickom spracovani. Odolnost’ registrovanych odréd bola hodnotena v pokusnych rokoch, podla obdobia
registracie — odrody registrované do roku 2000 (vratane tohto roku) a po roku 2000 a podla pévodu — pévodné
slovenské odrody a zahrani¢né odrody.

Vysledky a diskusia

Mucnatka travova

Na variabilitu hodnét AUDPC vysoko vyznamne vplyval rok hodnotenia a vyznamne obdobie registracie
odrody (tab. 1). Vyznamné rozdiely v hodnotach AUDPC boli medzi vSetkymi rokmi hodnotenia (tab. 2).
AUDPC z hladiska povodu odrody nebola vyznamna. Tak isto nebola vyznamna ani jedna interakcia medzi
sledovanymi zdrojmi variability. Odrody registrované do roku 2000 mali vysSie hodnoty AUDPC ako odrody
registrované po roku 2000. Odrody registrované po roku 2000 slovenského povodu mali niz§ie hodnoty AUDPC
ako odrody povodom zo zahranicia registrované v tom istom obdobi. V ziskanych hodnotach AUDPC je mozné
postrehntit’ pozitivny posun v ich znizovani vplyvom obdobia registracie a domaceho pévodu odrod. Hodnoty
AUDPC maju mozny suvis s pricbchom pocasia v mesiacoch april aZ jun. Najnizsie hodnoty AUDPC v roku
2007 boli v podmienkach najniz§ich zrazok za sti¢asnej nizkej teploty.

Hrdza psenicova

Na variabilitu hodnét AUDPC vysoko vyznamne vplyval rok hodnotenia, obdobie registracie a vyznamne
povod odrody (tab. 1). Vyznamne sa liSili hodnoty AUDPC roku 2006 od rokov 2007 a 2008 (tab. 2). Medzi
hodnotami AUDPC rokov 2007 a 2008 neboli vyznamné rozdiely. Vysoko vyznamne na hodnoty AUDPC
vplyvala interakcia rok hodnotenia x obdobie registracie. Odrody registrované po roku 2000 mali vyznamne
nizSie hodnoty AUDPC ako odrody registrované do roku 2000. Zahrani¢né odrody mali vyznamne niz§ie
hodnoty AUDPC ako slovenské odrody. Mozny vplyv priebehu pocasia v mesiacoch april az jun na hodnoty
AUDPC je evidentny aj pri tomto patogénne. Najvyssie hodnoty AUDPC boli zaznamenané prave v roku 2006
s najvyssou teplotou a najvacsou sumou zrazok.

Optimalna teplota pre vyvoj sledovanych obligatnych patogénov sa pohybuje od 15 °C - 20 °C (McINTOSH
et al.,, 1995). Pre vyvoj patogéna mucénatky travovej je nevyhnutna suvztaznost' teploty a vzdusnej vlhkosti,
ktoré su zlozkami deficitu vodnych par, parametru vyznamného v dynamike vody v systéme hostitel' — patogén
(BELANGER et al., 2002). Kedze udaje o teplote sa podstatne nelisili, rozhodujucim faktorom v zavaznosti
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ochorenia bola suma zrazok v sledovanych mesiacoch, ¢o sa prejavilo zvySenou vlhkostou vzduchu v poraste.

v

Pri hrdzi pSenicovej bola limitujiicim faktorom najvysSia priemerna teplota v spojitosti s najvy$§im thrnom

zrazok.

Tabul’ka 1: Priemerné §tvorce z analyzy rozptylu hodnot AUDPC pre mucnatku travova a hrdzu pSenicovi

Zdroj premenlivosti df AUDP,C muqnatky AUP P-C hrd.ze
travovej psenicovej

Model 12 11607446,71** 113320,31**
Rok hodnotenia 2 4197939,22%* 279448,90**
P6vod odrody 1 44635,85 11980,28*
Obdobie registracie 1 290956,07* 57470,27**
Rok hodnotenia x P6vod odrody 2 8283,10 6730,97
Obdobie registracie x Povod odrody 1 37944,74 3604,96
Rok hodnotenia x Obdobie registracie 2 49168,93 46292,71**
Rok hodnotenia x Obdobie registracie x Povod odrody 2 264564,75 1279,46
Chyba 352 75454,35 3100,58
Spolu 364

** Vplyv preukazny na hladine o= 0,01; * vplyv preukazny na hladine o = 0,05

Tabul’ka 2: Rozdiely v hodnotach AUDPC v pokusnych rokoch

AUDPC mucnatky travovej AUDPC hrdze pSenicovej
Stredna chyba Stredna chyba

(D Rok | (J)Rok | Rozdiely (I-J) priemeru Rozdiely (I-]) priemeru
2006 2007 188,95* 37,91 90,64* 7,66
2008 -184,73* 36,72 98,28* 7,44
2007 2006 -188,95%* 37,91 -90,64* 7,66
2008 -373,68* 33,30 7,64 6,72
2008 2006 184,73* 36,72 -98,30* 7,44
2007 373,68* 33,30 -7,64 6,72

* Vplyv preukazny na hladine a = 0,05

Zaver

Odolnost’ registrovanych odrdéd voci obom obligdtnym patogénom stanovena podla BABAJANCA (1988)
varirovala v celej Skale od vysoko odolnych odréd po velmi vysoko nachylné. Nové odrody registrované po
roku 2000 mali vysSiu troven odolnosti vo¢i obom patogénom. Nové odrody povodom zo Slovenska oproti
zahraniénym odrodam vykazovali vy$siu odolnost’ vo¢i micnatke travovej. Naproti tomu odolnejSie voci hrdzi
psSenicovej boli nové odrody zahrani¢ného povodu. Na rozsah napadnutia pSenice letnej mucnatkou travovou
a hrdzou pSenicovou vplyval priebeh pocasia. Narastajuca uroven odolnosti voéi sledovanym patogénom
naznacuje na vyssi podiel odrod s génmi odolnosti u¢innymi v dospelosti rastlin.
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GENOTYPOVE ROZDIELY CITLIVOSTI FOTOSYNTETICKEHO APARATU NA
PROSTREDIE
GENOTYPE DIFFERENCES OF SENSIBILITY OF PHOTOSYNTHETIC
APPARATUS IN RELATION TO THE ENVIRONMENT

Marian BRESTIC — Jana PIVKOVA — Marek ZIVCAK

One of important factors of drought tolerance is also the passive resistance against excessive water loss which is provided
especially by function of leaf cuticle. Accordingly we assessed the cuticular transpiration by method of mass loss of tedached
flag leaves in 10 wheat genotypes of different origin grown in RIPP in Piestany. After the measurements of mass loss in
observed genotypes we observed relative big differences among genotypes in measured values of cuticular transpiration.
Those genotypes by which we presuppose higher drought tolerance (varietes originated from more arid areas variety, of
durum wheat) showed lower values of cuticular transpiration compared to genotyped bred for growing in milder agro-
climatic conditions. It confirms importance of higher cuticular resistance in relation to drought tolerance.

Keywords: wheat genotypes, drought stres, cuticular transpiration

Uvod

Problém zvysenej tolerancie genotypov obilnin na sucho je pomerne zlozity a je nevyhnutné ho hodnotit’ na
vsetkych urovniach, od rastovo-vyvinovych vztahov celistvych rastlinnych organizmov a porastov, az po
molekuldrnu uroven. Vyznamné su aj vlastnosti listov, ako je ich povrch, pritomnost’ kutikularnych voskov,
stacanie listov a pod (9). Tieto vlastnosti zabezpecuju pasiviny odpor voc¢i nadmernej strate vody, ktord ma za
nasledok poskodenie doblezitych funkcii listov. Jednym zmetdéd hodnotenia je aj rychla dehydratacia
dekapitovanych listov, so sledovanim straty vody v listoch (1), ¢o sme vyuzili pri hodnoteni miery KT
u sledovanej skupiny genotypov pSenice, ktoré sa liSia povodom (rdzne geoklimatické oblasti), morfologiou
a taxonoémiou (zaradenie k botanickému druhu- pSenica letna resp. tvrdd). Takto zvolené kritéria porovnania
moZu byt ndmetom uvah o zaradeni toho rychleho a jednoducho meratelného znaku do $lachtitel'ského procesu,
ktory by prispel k tvorbe ekostabilného genotypu v podmienkach klimatickej zmeny, s vy$Sou efektivnostou
vyuzitia vody.

Material a metody

Na realizaciu experimentu sme vyuzili nasledovnych 9 odréd ozimnej pSenice (Triticum aestivum L.) a jeden
genotyp pSenice tvrdej (Triticum durum Desf), z kolekcie genotypov pestovanych na pokusnych parcelach
VURYV Piestany, v sezone 2007/2008: Biscay (Nemecko), GK Forras (Mad’arsko), Vendur (Slovensko, genotyp
pSenice tvrdej), Astella (Slovensko), Verna a Mottin (Taliansko), Steklovidnaja (Kazachstan), Pehlivan
(Turecko), Shaan, (Cina), Shark- 4 (Mexiko). Z pokusnych poli¢ok bol materidl odoberany pocas celej
vegetacie, v tyzdennych intervaloch, po dobu 7 tyzdnov. Listy boli nasytené vodou a minimalne 30 mintt
zatemnené, pre vylucenie prieduchovej transpiracie. Z kazdého genotypu sme dekapitovali 10 listov, ktoré sme
odvazili, presne zmerali listova plochu a nasledne hodinu exponovali v klimatizovanom boxe, pri teplote 20 °C.
Po uplynuti expozicnej doby sme listy znovu odvazili a na zéklade zmeny hmotnosti sme vypocitali rychlost KT
(g.m™2.h™). Z 10 opakovani bol vypoéitany aritmeticky priemer a smerodajna odchylka.

Vysledky a diskusia

Kutikula predstavuje hlavna bariéru proti Uniku vody z listov. Rychlost KT je vyznamnym faktorom
pasivnej rezistencie voci deficitu vody v prostredi a ma svoje miesto aj v novych genetickych, slachtitel'skych a
molekularno-biologickych stadiach a pokusoch o genetické modifikacie rastlin (6, 10).

Na zaklade vysledkov merani straty vody listami sme medzi testovanymi genotypmi psenice pozorovali
pomerne markantné rozdiely v stanovenych hodnotach KT (tab. 1). Namerané hodnoty sa nachadzajt priblizne
v intervale hodnot, ktoré vo svojej praci uvadzaji Rawson a Clarke (8). Na obrazku 1 je znazorneny prehl'ad
dosiahnutych priemernych hodnét KT u sledovanych 10 genotypov psenice.

Tabulka 1: Namerané hodnoty rychlosti kutikularnej transpiracie vlajkovych listov 10 genotypov pSenice.
Uvedené st priemerné hodnoty a smerodajné odchylky.

Genotyp Krajina povodu Kutikuldrna transpiracia (g.m>.h™")
Astella Slovensko 18,11+ 2,85
Biscay Nemecko 22,91 £2,67
GK Forrés Mad’arsko 20,65 £ 3,40
Mottin Taliansko 19,77 £ 2,80
Pehlivan Turecko 20,64 + 2,61
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Genotyp Krajina pévodu Kutikuldrna transpiracia (g.m>.h™")
Shaan Cina 22,72 £3,43
Shark Mexiko 34,46 + 3,47

Steklovidnaja Kazachstan 21,65+ 3,40
Vendur Slovensko 17,91 +£2,71
Verna Taliansko 23,46 +3,49
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Obrazok 1: Hodnoty kutikularnej transpirdcie vlajkovych listov testovanych genotypov psenice zoradené
v zostupnom poradi. Chybové usecky predstavuju smerodajné odchylky. Priemerna hodnota KT za cely
sledovany subor genotypov je zobrazena prerusovanou ciarou.

Podl'a nameranych vysledkov mézeme genotypy rozdelit' do troch skupin: NajvysSiu hodnotu KT ateda
najvacsiu stratu vody cez kutikulu sme zaznamenali u genotypu Shark, ktora bola vyrazne vysSia v porovnani
s priemernou hodnotou za cely subor. Podstatne niz$iu, ale stale nadpriemernu uroven sledovaného parametra,
mala aj odroda Verna. Druht skupinu tvoria genotypy Steklovidnaja, GK Forras, Pehlivan, Mottin, Astella
a Vendur, u ktorych sme namerali hodnoty KT preukazne nizsie ako priemer. Ostatné genotypy boli priblizne na
urovni priemeru, alebo sa od neho vel'mi neodliSovali. Z toho m6zeme usudit’, ze v testovanej skupine vysoko
produktivnych genotypov psenice existuju S$tatisticky vyznamné rozdiely meranej KT, priCom maximalna
prielglerrllé hodnota predstavovala takmer dvojnasobok hodnoty minimélnej (Shark 34,4 g.m™>h™" a Vendur 17,9
gm-"h").
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Obrazok 2: Hodnoty kutikularnej transpiracie viajkovych listov testovanych genotypov pSenice zobrazené podla
krajiny povodu zoradené v zostupnom poradi. Priemernda hodnota KT za cely sledovany subor genotypov je
zobrazend prerusovanou ciarou.
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Z hladiska analyzy takychto vysledkov je zaujimavé pozorovat’ stvislost miery KT konkrétneho genotypu
zaznamenana u genotypu pSenice tvrdej. PSenica tvrda je beznou plodinou predovsetkym teplejSich oblasti
(oblast’ Stredomoria) a pre tento druh je charakteristicka vyssia tolerancia voci deficitu vody a vysokej teplote
(7). Vyrazne nizSie hodnoty KT sme zistili tieZ utureckej odrody, ¢o poukazuje na jej vyS$iu mieru
prispdsobenia sa aridnym podmienkam s nedostatkom zrazok.

Naopak najvyssiu hodnotu sledovaného parametra sme zistili u genotypu Shark, pévodom z Mexika, ktory
vyrazne prevySoval genotypy pochadzajice zo stredu Eurdpy, vratane slovenského genotypu Astella. Odroda
Shark je mimoriadne skora a ako hlavny nastroj v obrane voci suchu pouziva unik pred suchom. Vyrastie, naplni
zrné a vegetaciu ukonci skor, ako redlne nastant nepriaznivé U€inky stresu zo sucha. Takisto je mozné, ze tato
odroga vytvara v domovskych podmienkach G¢innt kutikulu ako reakciu na mimoriadne nepriaznivé podmienky
prostredia (pdsobenie nizkej vzdusnej vlhkosti, vysusnych vetrov, permanentného vodného deficitu, vysokej
urovne slneCnej radiacie...). V naSich miernych podmienkach na zaciatku vegetacného obdobia, pri dobrej
zéasobenosti vodou, relativne vysokej vlhkosti vzduchu, premenlivej intenzite Ziarenia a vysokej zasobe dusika v
pdde (¢o im pri permanentnom suchu v pévodnom prostredi materskej krajiny nehrozi) sa meni anatomicko-
morfologicka stavba listov, ktora sa tak stdva eSte menej priaznivou, ako maji domace genotypy. Je preto
mozné, ze tieto genotypy z extrémnych stanovist’ st v naSich podmienkach este zranitel'nejsie, nez nase domace.
Talianska a kazaSska odroda boli priblizne na Grovni priemeru.

Zaver

Na zaklade zistenych vysledkov moézeme zhrnut', Ze pri testovanych genotypoch, kde na zéklade ich povodu
ocakavame vyS$Siu mieru tolerancie na sucho (Turecko, Kazachstan Mad’arsko, genotyp pSenice tvrdej), sme
experimentom potvrdili niz§iu mieru kutikularnej transpiracie, v porovnani s genotypmi pochadzajicimi
z miernej$ich agroklimatickych pomerov. Poukazuje to na pravdepodobny vyznam vysSej kutikularnej
rezistencie v sivise s toleranciou na sucho, o potvrdzuju aj viaceré stadie, ktoré uvadzaju vztah retencie vody
v listoch (nizSej miery KT), s vy$Sou mierou efektivnosti vyuzitia vody (3,5,8), aj ked’ tento znak sam osebe nie
vzdy koreluje s celkovou toleranciou genotypov na sucho (2,4) Zaujimavé bolo zistenie niekol’konasobne vyssej
miery kutikularnej transpiracie u mexického genotypu Shark, ¢o vysvetluje mimoriadna skorost’ tohto genotypu
a vyrovnanie sa so stresom zo sucha metédou uniku (stress escape) atak isto aj vytvorenim anatomicko-
morfologickej adaptacie stavby listov tejto odrody ako reakcia na odlisné geoklimatické podmienky nasej
republiky.
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VARIABILITA MORFOLOGICKYCH A BIOLOGICKYCH ZNAKOV ODROD A
DIVORASTUCICH POPULACII DATELINY LUCNEJ (TRIFOLIUM PRATENSE L.)
VARIATION IN MORPHOLOGICAL AND BIOLOGICAL TRAITS OF RED
CLOVER VARIETIES AND WILD POPULATIONS (TRIFOLIUM PRATENSE L.)

Jarmila DROBNA

In a field experiment established in 2007 at the experimental station of SARC - Research Institute of Plant Production
morphological and biological traits were studied on wild populations and cultivated varieties of red clover. Considerable
variation in evaluated traits was found among and within wild populations. Variance between cultivated varieties was caused
mainly by their different ploidy. The most variable characteristics between wild populations were growth habit, shape of leaf
rosette, leaf area, flowering and the highest variability within populations was recorded in plant weight and stem number. As
showed correlation and cluster analyses, morphological variation was associated with altitude of collecting location.
Populations from areas with lower elevation were characterised by loosely spreading spaced plants, small leaf rosette, by the
highest and thickest stems, the largest leaves and by the high plant weight. The results of correlation analysis showed highly
significant positive relationships between growth habits and stem length, stem thickness, leaf area and plant weight. The high
variability between and within populations indicated that they present useful material in breeding of varieties for specific
environments.

Key words: red clover (Trifolium pratense L.), wild populations, variation, morphological and biological traits

Pre slachtenie krmovin je vyznamny predovsetkym rozsah genetickej variability vnutri druhov a populécii
a distribucia genetickej diverzity medzi populdciami. Nakol'ko geneticka diverzita medzi Sachtenymi odrodami
je limitovana v porovnani s variabilitou divorasticich druhov, ich gény mozu prispiet’ k tolerancii vo¢i novym
biotickym a abiotickym stresom a mézu reprezentovat’ jedinecné alely, ktoré absentuju v genofonde $l'achtenych
odrod (HOLLAND, 2004). Na vysoky rozsah genetickej variability odrod a populacii dateliny licnej a jej
vyuzitie poukazuju viaceri autori (GREENE et al, 2004, MOSJIDIS et al., 2004, PELIKAN et al., 2006). Aj ked
divorastuce populacie vykazuju horsiu agronomicku vykonnost’, ich vysoku trvacnost’ a morfologiu odlisni od
pestovanych odrod je mozné vyuzit’ pri §lachteni odrdd adaptovanejsich k nepriaznivym podmienkam prostredia
(PROSPERI et al. 2006). STEINER, GARCIA (2001) uvadzaju, ze niektoré morfologické znaky st vyznamné
pre prirodzent adaptaciu genotypov k Specifickému prostrediu.

Material a metéda

V pokuse zalozenom v roku 2007 na experimentalnej baze SCPV-VURV Piestany bolo hodnotenych 27
divorastucich populacii d’ateliny 1a¢nej, ziskanych na zberovych expediciach v rokoch 1995-2001 na Slovensku,
v Cechéch, Pol'sku a Slovinsku. Pokus bol zaloZeny metdédou znahodnenych blokov v $tyroch opakovaniach, 10
rastlin v jednom opakovani. Ako kontroly boli pouzité slovenské odrody Manuela, Viglana (2n), Margot
a Sigord (4n). V roku 2008 bolo hodnotenych 19 morfologickych a biologickych znakov. Pri hodnoteni
vysledkov boli pouzité vypocet koeficientu variability, korela¢na analyza a zhlukova analyza. Z celkového poctu
hodnotenych znakov bolo pre analyzy vybranych 12 kvantitativnych a kvalitativnych znakov.

Vysledky a diskusia

Ziskané vysledky (hodnoty varia¢nych koeficientov pre jednotlivé populacie a odrody, vysledky korelacnej
a zhlukove] analyzy) st vel'mi rozsiahle, a preto su uvedené v skratenej forme v tabul’kach a v texte.

Hodnotenie variability ukazalo, ze d’atelina lu¢na vykazuje vysoky stupen variability, ktora sa pri vacsine
znakoch najviac prejavila medzi, resp. vnutri populacii (tab.1).

Odrody sa vyznacovali polovzpriamenym tvarom trsu s prevazne kvitnicimi bylami, vy$§im poctom
hrubsich a dlhsich byli, vd¢Sou plochou listu a vy$§ou hmotnostou rastliny. Medzi odrodami bol zisteny nizky az
stredny stupen variability, avSak variabilita vnutri odrod bola vysoka zvlast pri znakoch hmotnost’ rastliny, pocet
byli, pocet bo¢nych vetvi a percento kvitnutia, ¢o poukazuje na ich niz$iu vyrovnanost’ ako sa o¢akavalo. Mensie
diferencie medzi odrodami boli vysledkom rozdielnej ploidie kontrolnych odrdd. Nevyznamné rozdiely medzi
odrodami prezentuju aj vysledky zhlukovej analyzy (tab. 2), kde odrody tvorili jeden zhluk.

Ako sa predpokladalo, vnutri i medzi populdciami bola pri vac¢Sine znakov zistena vysoka variabilita, ktora
by mohla byt’ vysledkom rozdielnych environmentalnych a geografickych podmienok lokalit zberu. Potvrdzuju
to 1 vysledky korelacnej analyzy (tab. 3), kde bol zisteny vyznamny negativny vztah medzi nadmorskou vyskou
lokality zberu a znakmi tvar trsu, tvar listovej ruZice, hmotnost’ rastliny, pocet byli, dizka a hrabka byle a plocha
listu. Populacie pochadzajiice z nizsie polozenych lokalit (zhluk 3) mali rozlozity tvar trsu, mala alebo vel'mi
malt listova ruzicu, byle s najvyssou dizkou a hribkou, najviacsie listy a najvys§iu hmotnost’ rastliny. Opaénéa
tendencia bola zistena pri populaciach z lokalit zberu s vy$§ou nadmorskou vyskou (zhluky 2,6).

Pri hodnoteni prejavu jednotlivych znakov aich vzajomnych vztahov nas najviac zaujimal vztah medzi
tvarom trsu a ostatnymi znakmi. Z vysledkov vyplyva, ze genotypy s polovzpriamnym, resp. rozlozitym tvarom
trsu mali dlhsie a hrubsie byle, vyssi pocet bocnych vetvi, vacsiu plochu listu a vys$Siu hmotnost’ rastliny. Aj
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vtomto pokuse sa dokazal vyznamny pozitivny vztah medzi hmotnostou rastliny apoctom byli aich
morfologiou, ako aj medzi hmotnost'ou rastliny a plochou listu.

Zaver

Hodnotenim divorastucich populacii a odrod d’ateliny licnej sa potvrdila vysoka variabilita vybranych
morfologickych a biologickych znakov medzi populaciami. Fenotyp hodnotenych populacii bol v znacnej miere
ovplyvneny geografickymi podmienkami lokalit zberu. Zistené diferencie medzi populdciami, ako aj vysoka
variabilita individudlnych rastlin naznacuji moznost’ vyuzitia divorasticich populédcii pri Slachteni odrod
adaptovanych k r6znym podmienkam prostredia.
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Tabul'’ka 1: Variabilita vniitri a medzi populdciami a odrodami d’ateliny lucne;j

Odrody Populacie
Min Max CV%* CV%** Min Max CV%* CV%**
Trs - tvar 7 7 0 17,6 1 5 51,9 36,4
Trs - morfobiotyp (MB) 3 4 16,5 0 1 6 56,0 5,5
Listova ruzica (LR) - tvar 5 7 15,4 19,4 1 5 66,1 47,7
Rastlina - hmotnost’ (HR) 162,5 185,0 9,9 584 60,5 90,7 22,1 64,9
Rastlina - pocet byli (PB) 22,7 27,7 3,9 48,9 18,9 23,9 3,0 58,3
Byl - dizka 483,0 582,5 7,8 12,8 272,5 517,0 18,3 16,1
Byl - hrabka 4,5 5,5 9,7 12,8 2,5 4.4 14,6 16,4
Byl - pocet internodii 5,5 5,8 2,7 11,1 4,3 6,0 7,2 16,4
Byl - pocet bo¢nych vetvi (BV) 1,8 2,5 17,2 49,1 1,8 3,6 16,1 39,0
List - plocha 15,0 22,1 17,2 31,4 4,4 14,8 29,6 31,3
Percento kvitnutia 32,5 40,0 10,5 16,3 0 100,0 48,1 16,3
Percento prezitych rastlin (PR) 71,5 92,5 8,8 52,5 52,5 97,5 16,1 30,0

CV% - priemerné hodnoty variaénych koeficientov medzi populaciami a odrodami, CV% - priemerné hodnoty variaénych
koeficientov vnutri populécii a odrod

Tabulka 2: Zhlukova analyza - priemerné hodnoty znakov v jednotlivych zhlukoch suvedenim poctu
odrdéd/populacii

Zhluky

Znak 1(4) 24 3(6) 4 (10) 54) 6(3)
Trs - tvar 7 3 5 1-3 (5) 1-3 1
Trs - morfobiotyp (MB) 3-4 1-2 2-3 1-2 3-5 6
Listova ruzica (LR) - tvar 5-7 1-3 3-5 1-3 1 1
Rastlina - hmotnost’ (HR) 171,5 72,8 123,1 84,3 89,3 73,3
Rastlina - pocet byli (PB) 27,1 20,1 25,3 22,9 26,1 26,4
By - dizka 535,1 378,4 4943 367,4 381,6 2922
Byl - hrubka 5,0 3,1 4,0 32 3,1 2,6
Byl - pocet internodii 5,7 5,0 5,4 49 5,2 5,6
Byl - pocet boénych vetvi (BV) 2,0 2,4 2,6 2,3 2,8 3,1
List - plocha 19,4 10,5 13,6 9,2 8.4 4,7
Percento kvitnutia 35,6 91,9 62,9 93,8 50,0 0,8
Percento prezitych rastlin (PR) 81,9 59.4 69,6 83,8 85,6 88,3
N.m.v. 326,3 709,5 383,0 566,7 562,0 694,0
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Tabul’ka 3: Korela¢na matica medzi hodnotenymi znakmi

Trs Trs LR Byl Byl Byrl Byrl List .
Znak tvar MB tvar HR PB dii},ka hrﬁ%ka poé?/int. poé?]BV plocha % PR | % kvit
Trs MB -0,178
LR tvar 0,877 | -0,022
HR 0,855| 0,116| 0,877
PB 0,241 0,407| 0,382| 0,588
Byl-dizka 0,799 | -0,160| 0,789 0,851| 0,386
Byl-hrtibka | 0,882| 0,001 | 0,805| 0,906| 0,258| 0,840
Byl-pocint 0,337 0,535| 0,501| 0,613| 0,548| 0,442| 0,506
Byl-po¢BV | -0475| 0,364 | -0,444| -0,375| 0,108 | -0,310| -0,404| 0,173
List-plocha 0,907 | -0,133| 0,851| 0,882| 0,218| 0,827| 0943| 0,378| -0,558
% PR -0,206| 0,288 | -0,190| -0,040| 0,346| -0,231| -0,174| -0,067| 0,199 | -0,268
% kvit 0,002 | -0,866| -0,152| -0,304| -0,539| -0,037| -0,195| -0,619| -0,289| -0,032| -0,172
N.m.v. -0,494| 0,105| -0,585| -0,545| -0,317| -0,614| -0,500| -0,192| 0,214| -0,527| 0,106| 0,116

Hrubo vyznacené hodnoty - §tatisticky vyznamny korela¢ny koeficient pri P<0,05, resp. P<0,01
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MECHANICKE VLASTNOSTI JABLK
MECHANICAL PROPERTIES OF APPLES

Juraj DUNCA

In this work are introduced measured mechanical properties of apples: mass, volumen, expecially force necessary at
destruktion of apples and density of apples
Key words: Apple, mass, force necessary at destruktion of apples

Uvod

Medzi vyznamné mechanické vlastnosti jablk patria: sila potrebnd na destrukciu (poskodenie) jabik,
hmotnost’, objem a hustota jabik. Meranim pevnostnych vlastnosti jabik sa zaoberali prace (ABBOT et al., 1995;
DUNCA, SVEC, 2005; DUNCA 2006; MOHSENIN 1970). Stadium mechanickych vlastnosti jabik méa vyznam
najmi pri zbere, doprave a pri uskladneni z hPadiska mozného poskodenia (HRICOVSKY et al., 1990). Stidium
mechanickych vlastnosti ovocia (u nas najmi jabik) ma dolezity vyznam aj z hladiska racionalnej vyzivy
obyvatel'stva (HRICOVSKY et al., 1990; HRICOVSKY et al., 2003).

Material a metédy

Meranie mechanickych vlastnosti jabik sa uskutoénilo v laboratérnych podmienkach. Pevnostné vlastnosti st
charakterizované silou potrebnou na destrukciu (poSkodenie) Supky jablka. Zistovali sme ju jednoduchym
pristrojom, ktory sme zhotovili na tento uéel (DUNCA, SVEC, 2005). Biologicky material, t. j. vzorky jabik sme
ziskali z Katedry ovocinarstva FZKI v Nitre. Objem jabik sme uréili pomocou odmerného valca. Hustotu jabik
sme vypocitali ako podiel hmotnosti jablka ajeho objemu. Namerané udaje sme vyhodnotili aj metdédami
matematickej Statistiky.

Vysledky a diskusia

Na ilustraciu uvadzame vysledky merani jablk odrody Ontario (tab. 1). V tabulke st uvedené namerané
hmotnosti a sila potrebnd na destrukciu (poskodenie) jablka odrody Ontario, objemy a vypoéitané hustoty jabik.
Znakom F; — F, st oznadené sily potrebné na deStrukciu jablka. Znakom F(N) je oznacena priemerna sila na
destrukciu jablka. Vypocitana smerodajnéd odchylka sily sp = 6,71 N a vypocitany variacny koeficient vg = 7,03
%. Vypocitana smerodajna odchylka hmotnosti s,, = 36,0 g a vypocitany variacny koeficient v,, = 31,12 %.
Vypocitand smerodajna odchylka objemu sy = 45,09 cm’ a vypoéitany variaény koeficient vy = 33,75 %.
Vypocitand smerodajna odchylka hustoty jablka s, = 37,22 g.cm™ a vypoéitany variaény koeficient hustoty
jablka v, = 4,27 %. Tesnost’ vizby medzi hmotnostami jabik a silami potrebnymi na destrukciu (poskodenie)
sme vyjadrili korelaénym koeficientom. Vypoéitany korelaény koeficient medzi hmotnostami jabik a silami
potrebnymi na poskodenie jablk je r = 0,04. Vypocitany korelaény koeficient medzi objemami a silami jabik je r
= 0,004. Malé ciselné hodnoty korelacnych koeficientov svedCia o zlozitejSej zavislosti medzi mechanickymi
vlastnostami.

Zaver

.V praci st uvedené namerané hmotnosti jablk a vypogitané sily potrebné na destrukciu jabik odrody Ontario.
Dalej su vypocitané smerodajné odchylky, variacné koeficienty a korelacné koeficienty. Dosiahnuté vysledky sa
vyuziju vo vyucovani a v d'alSom vyskume mechanickych vlastnosti jablk.
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Tabul’ka 1: Hmotnost a sila potrebna na poskodenie (destrukciu) jablka odrody (ONTARIO)

n m V] V2 \Y% F] F2 F3 F4 F
@ | (m) | (@m) |pgemd)| ) ) ™) ™) ™)
1. 116,5 1800 1936 0,8566 100 100 70 90 90,0
2. 157,7 1800 1980 0,8761 90 105 105 90 97,5
3. 207,8 1500 1750 0,8312 90 90 100 90 92,5
4. 176,8 1500 1720 0,8036 100 90 90 90 92,5
5. 179,8 1500 1710 0,8562 90 100 100 100 97,5
6. 83,0 1840 1940 0,830 95 90 100 100 96,2
7. 124.9 1840 1985 0,8614 100 98 90 88 94,0
8. 110,0 1840 1970 0,8461 110 90 110 88 99,5
9. 84,8 1840 1938 0,8653 98 88 86 70 85,5
10. 103,3 1840 1958 0,8754 100 115 110 120 111,2
11. 96,7 1840 1950 0,8791 90 90 90 110 95,0
12. 107,5 1840 1960 0,8958 90 95 105 110 100,0
13. 77,1 1860 1940 0,9637 90 100 88 80 89,5
14. 98,6 1860 1970 0,8964 95 88 100 90 93,2
15. 94,9 1860 1975 0,8252 80 80 80 80 80,0
16. 130,6 1860 2005 0,9007 100 100 90 100 97,5
17. 85,6 1860 1960 0,856 90 88 100 86 91,0
18. 99,0 1860 1966 0,9340 102 120 120 100 110,5
19. 97,3 1860 1970 0,8845 110 90 110 90 100,0
20. 81,8 1860 1950 0,9089 105 90 100 90 96,2
> 2313,7 17,4456 1909,3
X 115,68 0,8723 95,46
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SLECHTENI LECIVYCH A AROMATICKYCH ROSTLIN V CESKE REPUBLICE
BREEDING OF MEDICINAL AND AROMATIC PLANTS IN THE CZECH
REPUBLIC

Karel DUSEK — Elena DUSKOVA — Katefina KARLOVA

The using of medicinal and aromatic plants is very popular in the Czech Republic and, though the collecting of plant drugs in
nature is very often there, some species are cultivated in the field and also the special cultivars instead of wild species are
produced. First cultivars of the most often used plants were registered in 1941 and a lot of them stay in the National list of
varieties listed in the State Variety Book up to the present day. There is 33 varieties presented in the Czech National list of
plant varieties and it represent 29 botanical species — it means the most of species has only one recommended cultivar. The
majority of listed cultivars (23) were registered before more than 20 years and it have a character of landraces or just a
primitive selected material from natural populations. Thought this situation it is surprising that a lot of varieties were
restricted in last few years without any compensation by new cultivars and for some species, which were named in the list,
there is no cultivar registered anymore. The origin of listed varieties is quite uniform — only one variety comes from abroad
and all the rest is Czech breaded. The other point influencing the situation in registration of new varieties is the new
legislative frame, which currently does not provide any registration of medicinal and aromatic plants.

Key words: State Variety Book, registration, medicinal plants, aromatic plants, culinary plants

Uvod

Cilem této prace je podat struény piehled o stavu soucasného Slechténi lécivych, aromatickych a
kofeninovych rostlin (LAKR) v Ceské republice a nastinit prognozu jeho vyvoje. Jedna se o piispévek shrnujici
informace od jediné Ceské firmy, ktera se v soudasné dobé §lechténim této komodity zabyva, Ustiedniho
kontrolniho a zkuSebniho Gstavu zemédélského (UKZUZ), ktery ma na starosti zkouseni novych odraid pro
registraci i pravni ochranu a kvalifikovaného odhadu autorti.

Material a metody
S ohledem na informativni charakter pfispévku byla pouZzita pouze metoda kompilace informaci z nize
uvedenych pramend.

Vysledky a diskuze

Podat struény, ale piesto uceleny piehled o stavu sou¢asného §lechténi hospodaiskych plodin v Ceské
republice 1ze nejlépe na zakladé informaci o registraci odriid, kterou provadi UKZUZ. V piipadé LAKR je viak
situace komplikovangjsi, protoZze v poslednich nékolika letech zaznamenala legislativa této komodity v CR
vyrazné zmény.

Prvnim vyznamnym pocinem v této oblasti byl zakon ¢. 92/1996 Sb. ze dne 15. biezna 1996 (Zakon o
odriidach, osivu a sadbé péstovanych rostlin), ktery do seznamu druhti, které podléhaji povinné registraci pii
uvadéni do obehu, zatadil ze skupiny LAKR pouze né¢kolik polozek. Z tradi¢nich 1é¢ivych rostlin se jednalo
pouze o hefmanek pravy a matu peprnou; plodiny jako konopi, kmin, hoi¢ice a mék jsou trvale zatazeny v
kategorii olejnin a pradnych rostlin. Zakon ale soucasn¢ umozioval v pfipadé vySlechténi odridy u ostatnich
druhd 1éCivych a kofeninovych rostlin podat zadost o jeji registraci. Odruda pak byla zkousena stejnym
zpusobem jako u druhti v druhovém seznamu uvedenych, a pokud pozadavkiim vyhovéla, byla registrovana na
zakladg tzv. “dobrovolné registrace”.

Tento zakon byl nahrazen zdkonem ¢. 219/2003 Sb. ze dne 25. ¢ervna 2003 (Zakon o ob&hu osiva a sadby),
ktery se jiz priblizil legislativé ES (Evropské spolecenstvi) a v druhovém seznamu jiz zadné typické 1éCivé a
kofeninové rostliny neuvadél — druhy jako piskavice fecké seno, hoicice bila i ¢ernd, konopi seté, kmin, mak a
fenykl vsak byly uvedeny jako jeteloviny a luskoviny, olejniny a pfadné rostliny a zeleninové druhy. I tento
zakon vsak zachoval moznost “dobrovolné registrace” dalsich druhii, ackoli kvtli nestanoveni zadné kategorie
osiva se jednalo o registraci pouze formalni.

Dne 5. kvétna 2006 se vSak situace zasadné zmenila, protoze vstoupil v platnost zakon ¢. 178/2006 Sb.
(Zakon o obéhu osiva a sadby) a touto novelizaci moznost registrovat v Ceské republice odridy 1é¢ivych a
aromatickych rostlin zanikla. V piipadé vyslechténi nové odridy je mozné pozadat pouze o ud€leni ochrannych
prav k odrtdg, a to dle podminek ES ve dvou urovnich: A) narodni odridovéa prava — v CR dle zakona ¢.
408/2000 Sb. (Zakon o ochrané prav k odridam, ve znéni pozdéjsich predpist), ktery uplatiiuje prava na tizemi
jednoho nebo vice ¢lenskych statl ES; a B) odridova prava Spolecenstvi — dle nafizeni Rady (ES) 2100/94, o
odridovych pravech Spolecenstvi, v platném znéni, ktera jsou uplatiiovana na izemi v§ech ¢lenskych statd.

Tento vyznamny legislativni posun se na zménach v odriidové skladbé LAKR v CR vyrazné projevil.
Zatimco v Seznamu odrid zapsanych ve Statni odridové knize z 1. ¢ervence 2006 bylo uvedeno 58 odrud téchto
rostlin ze 42 druhi, tak v témze Seznamu z 1. fijna 2007 uvadéla kapitola ¢. 6 Lécivé a aromatické rostliny
pouze 33 odrid ze 30 druhti. Tento vyrazny pokles byl zplisoben tim, Ze v roce 2007 platnost registrace 52 odrad
LAKR skoncila a o prodlouzeni této registrace, o které bylo dle tehdejsi legislativy mozné zadat do 31. prosince

9 Adresa autorov: Karel DUSEK, Elena DUSKOVA, Katefina KARLOVAV
Crop Research Institute, Dept. of vegetables and special crops Olomouc, Slechtiteld 11, 783 71 Olomouc, Czech Republic (e-mail: Dusek@genobanka.cz)



Nové poznatky z genetiky a §I'achtenia pol'nohospodarskych rastlin Zbornik z 15. vedeckej konferencie, Piedtany : VURV, 2008

2005, pozadali nejvetsi udrzovatelé odrid (SEVA-FLORA, s.r.o. a AGROGEN, s.r.0.) pouze u 28 odrud z 27
druhd LAKR. Od roku 2005 tedy postupné probihaji pokusy pro ovéfeni uniformity a stalosti téchto odrud a
jejich hodnoceni je v tomto roce dokoncovano. Odridam, které spliuji nutné pozadavky, je registrace
prodlouzena na dalSich 10 let (Holubaft, 2008a). Jiz ted’ je ale znamo, ze napf. jedind dosud registrovana odrida
Salvéje 1ékarské 'Krajova™ jiz nadale neodpovida pivodnim deklarovanym vlastnostem a bude tedy ze Seznamu
odrid vyfazena (HOLUBAR, 2008b).

Soubézné se zkousenim na prodlouzeni registrace byly v r. 2006 zaloZzeny posledni dva pokusy na registraci
jednoletych druhit LAKR (bazalka prava a kopr vonny) (HOLUBAR, 2008a). Odrida kopru viem pozadavkiim
vyhovéla a v letosnim roce byla registrovana pod jménem 'Oliver” (Seznam odrud ..., 2008). U ptihlasené
odrtidy bazalky nebyly splnény pozadavky na uniformitu odriidy a zkousky byly proto preruseny (HOLUBAR,
2008b).

Po posledni zméné legislativy, ktera zptisobila, Ze registrace odriid LAKR v CR prosté jiz neni mozna a nelze
ani dale prodluzovat jiz uznané registrace, voli néktefi Slechtitelé a udrzovatelé cestu pravni ochrany odruad.
Souhrnny seznam odriid s pravni ochranou vysel formou Véstniku UKZUZ a je volné piistupny na jejich
webovych strankach. Ze skupiny 1é¢ivych a aromatickych rostlin je v seznamu uveden ostropestiec mariansky
‘Silyb’a tfezalka teckovana "Uperikon” a 'Gold” (Seznam chranénych odrid ..., 2008). Dalsi odrida
ostropestice, kterou pro firmu Moravol, spol. s r.0. na zakazku vyslechtila SEVA-FLORA, s.r.o0., ma za sebou 1.
rok zkousek a pokud i ve 2. roce splni pozadavky na udéleni pravni ochrany, stane se_majetkem firmy Moravol,
spol. s r.o. V situaci, kdy Slechténi LAKR neni podporovéano statem ani legislativou je tento zplsob prace —
$lechténi formou placené sluzby — jedinym moznym fesenim (GRBAVCIC, 2008).

Na ¢eském trhu se vyskytuje celd fada komercn€ uspésnych, ptevazné zahrani¢nich, forem LAKR, které vSak
nemaji charakter odridy. Pfikladem mohou byt napiiklad formy bazalky pravé, napt. z nabidky firmy Semo,
S.I.0.

Sougasny systém zpiisobuje, Ze $lechténi LAKR je v CR problematické. Slechténim LAKR se dnes v CR
zabyva pouze firma SEVA-FLORA, s.r.o., ale i ta musi u této komodity diky dotacni politice Slechtitelskych
programu hledat jiné, komplikovanégjsi cesty — formu zakazek nebo Zadani o grantové projekty (Grbavcic, 2008).
Slechténi tradi¢nich 1é¢ivych a kofeninovych rostlin na vy$si obsah G&innych latek neni efektivni, protoze trh
tyto vlastnosti bohuzel nevyzaduje. Udaje o obsahu téchto latek tedy ani nikdo nezjistuje. Slechténi novych
popularnich druhii (tfapatka, parcha saflorova atd.), kterému se SEVA-FLORA, s.r.o. vénuje (GRBAVCIC,
2006), probiha hlavné¢ metodou vybérti ze sbérii, coz sebou Casto ptfinasi nedostatecnou uniformitu vybraného
materialu (HOLUBAR, 2008b).

Zavér
Zaverem lze pouze smutné konstatovat, ze ackoli Slechténi 1éCivych, aromatickych a kofeninovych rostlin,

vvvvvv

v potravinaiském a farmaceutickém primyslu, stava se dnes v CR toto odvétvi paradoxné vlivem nezajmu trhu,
legislativnich zmén a nepfiznivé dotaéni politiky Slechténi drahym pifepychem nebo naopak pfislovecnou
»popelkou* svého oboru.
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TVORBA VYSOKO REGENERABILNYCH GENOTYPOV JACMENA SIATEHO
REKURENTNOU SELEKCIOU LINII ODVODENYCH Z JEDNEHO SEMENA
DEVELOPMENT OF HIGHLY EMBRYOGENIC GENOTYPES OF BARLEY
THROUGH RECURRENT SELECTION OF SINGLE SEED DERIVED LINES

Juraj FARAGO — Natalia FARAGOVA

In the present work, we analyzed the embryogenic capacity of 15 single seed derived (SSD) lines obtained through recurrent
selection from 4 cultivars and 1 breeding line of barley (Hordeum vulgare L.). In general, the callus induction rate was not
improved by the use of SSD lines, however, frequency of embryogenic lines and average number of regenerants per
embryogenic callus proved to be significantly higher in most of the SSD lines, comparing to standard populations.

Key words: barley, embryogenic callus, regeneration ability, genotype

Uvod

Hoci st vypracované relativne u€inné protokoly pre genetickl transformaciu jaémena ¢i uz mikrobalistickou
technikou (WAN a LEMAUX, 1994; OBERT et al., 2008) alebo prostrednictvom Agrobacterium tumefaciens
(TINGAY et al.,, 1997, HENSEL et al., 2008), vramci druhu stale iba niekol'ko malo odrdd je mozné
transformovat’ s akceptovatelnou frekvenciou. Najpouzivanej$im genotypom na genetick(l transformaciu
jacmena stale ostava modelova odroda ‘Golden Promise’ (WAN a LEMAUX, 1994; HOLME et al., 2006 a ini)
s vysokou regeneracnou schopnost'ou v in vitro kultire. Menej ¢asto boli pouzité iné, z hl'adiska praktickej
aplikovatel'nosti biotechnologickej metdédy vhodnejSie lokdlne adaptované odrody a to prave z dévodu nizke;j
a variabilnej in vitro regenera¢nej schopnosti. ZvySenie aplikovatelnosti metédy genetickej transformacie pri
ja¢meni a rozSirenie na viac S$lachtitel'sky vyznamnejSich odrdd sa dd dosiahnut dvoma pristupmi. Prvy je
vyhl'adavanie a testovanie roznych odréd jaémenia na in vitro regeneraénti schopnost’ (RIKIISHI et al., 2003;
SERHANTOVA et al., 2004 a ini) a druhy, geneticky pristup, je zvySenie in vitro regeneraénej schopnosti
genotypov v ramci odréd zamernou akumuldciou aliel, zaCastiujacich sa na in vitro regeneraénej schopnosti, v
jednom alebo malo elitnych genotypoch (KOMATSUDA et al., 1995; MANO et al., 1996). Prace autorov
KOMATSUDA et al. (1995) a MANO et al. (1996, 2002) odhalili najmenej 3 gény ako aj QTL determinujiice
in vitro regenera¢nt schopnost’ kalusov jaémena z nezrelych embryi.

Cielom nasej prace bolo vyuzit' poznatky o dedi¢nej determindcii in vitro regenera¢nej schopnosti pri
jacmeni a v ramci vybranych odrdd, u ktorych bola predtym testovand embryogénna kapacita, pouzitim metody
selekcie embryogénnych genotypov odvodenych zindividudlnych semien zvySit in vitro regenera¢na
schopnost’.

Material a metody

Pri vybranych liniach jaémena siateho (Hordeum vulgare L.) s vysokou in vitro regenera¢nou schopnostou
bola otestovana embryogénna kapacita potomstiev individualnych rastlin ziskanych z jedného semena (SSD
linii). SSD linie boli pripravené pri Styroch odrodach (‘Golden Promise’, ‘Orbit’, ‘Akcent’, ‘Sladko’) a jedne;j
§lachtitel'skej linii (‘SK5066°) jaémena. Regeneracna schopnost’ potomstiev SSD linii v in vitro kultire bola
otestovana postupom adaptovanym na podmienky VURV Pieitany z protokolu W. Harwood (John Innes
Centre, Norwich, Anglicko) (HARWOOD et al, 1995). Donorové rastliny boli pestované v polnych
podmienkach. Zdroje explantatov, nezrelé embrya boli izolované z donorovych rastlin ~ 12-14 dni po antéze a
po povrchovej sterilizacii v 0,1 % roztoku HgCl, boli z nich izolované nezrelé stitky. Tieto boli v aseptickych
podmienkach ukladané na modifikované zivné médium BCI1 (s pridavkom CuSQO,) na indukciu tvorby kalusu.
Dvadsatosem-dnové kalusy boli nasledne subkultivované na modifikované zivné médium FWG s pridavkom
0,1 mg.I" BAP. Regeneracna schopnost’ kultir bola vyhodnotend po 21-28 ditoch na regeneraénom Zivnom
médiu (postup BCI1-FWG).

Vysledky a diskusia

SSD linie vybranych odrod a Slachtitel'skych linii ja¢mena siateho boli pripravené vr. 2004 a 2005
skriningom embryogénnej schopnosti individualnych zfn jamena a dopestovanim embryovych osi patriacich
k regenerujucim Stitkom do Stadia dospelej rastliny. Vysledky experimentov st uvedené v tab. 1. Zo ziskanych
vysledkov vyplyva, Ze va¢sina SSD linii ziskanych z testovanych odrdd, okrem odrody Akcent, mala vylepsené
parametre regeneracénej schopnosti v in vitro kultire nezrelych embryi. Vyznamné rozdiely medzi SSD liniami
a kontrolnymi populaciami jaémena neboli zaznamenané len v schopnosti tvorit kalus z nezrelych Stitkov.
Naopak, 12 SSD Linii z 15 testovanych v r. 2006 a 12 z 13 testovanych v r. 2007 vykazovalo oproti kontrolnym
populaciam vyssi vyskyt embryogénnych kalusovych linii. K zvySeniu priemerného poctu regenerantov na
embryogénny kalus doslo v r. 2006 pri 9 SSD liniach a v r. 2007 pri 12 liniach. K najvyraznej$iemu zvySeniu in
vitro regeneracnej schopnosti doslo pri SSD liniach GP/9, 0/2, O/3, S/5 a SK/2. Z prezentovanych vysledkov
vyplyva, ze selekcia embryogénnych genotypov pri jaCmeni siatom moze prispiet’ k zvySeniu embryogénnej
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schopnosti linii odvodenych z individualnych semien, hoci toto zvySenie je radovo niz§ie nez napr. pri
rekurentnej selekcii embryogénnych genotypov pri lucerne siatej (FARAGO et al. 1997). Dosiahnuté vysledky
potvrdzuju tiez, Ze schopnost’ kalogenézy a schopnost’ regeneracie z kalusov st pri ja¢meni na jednej strane
determinované inymi genetickymi mechanizmami, na strane druhej kalogenéza je kodovana pravdepodobne
vacsim poctom génov s niz§im Gcinkom, kym samotna in vitro regeneracia somatickych embryii men$im
poctom génov vyssieho tcinku (KOMATSUDA et al., 1995; MANO et al., 1996).

Zaver

V praci sme podas dvoch rokov (2006, 2007) testovali in vitro regeneraénu kapacitu 15 linii ja¢mena
odvodenych zjednolivych semien selekciou embryogénnych genotypov. Vysledky poukazuji na moznost
ziskania vysokoregenerabilnych genotypov pri jacmeni pouzitim tejto techniky.
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Tabulka 1: Embryogénna schopnost’ SSD linii 4 odrdod a 1 §lachtitel'skej linie jaémena siateho v porovnani s kontrolnymi
odrodami v 2 rokoch testovania.

Genotyp 2006 2007

Pocet % kalog. % Pocet Pocet % kalog. % Pocet

explt. EKL’ reg./EK* explt. EKL reg./EK
Golden Promise' 64 91,7 38,0 1,91 90 89,7 41,4 1,65
GP/9 64 89,7 47,8 2,05 90 80,2 46,2 2,15
GP/37 64 84,5 42,2 1,76 90 71,6 43,4 2,20
GP/40 64 89,8 47,4 1,94 90 92,8 48,4 1,98
Orbit' 64 89,5 22,9 2,94 90 96,6 28,6 2,45
0/1 na’ - - - 90 100 28,2 2,97
072 64 96,6 29,6 3,27 90 86,9 38,4 3,35
0/3 64 94,5 30,8 3,09 90 73,8 31,1 3,73
O/4 64 95,1 30,9 3,48 90 96,2 36,0 3,03
0o/5 na - - - 90 100 31,3 2,68
Akcent! 64 96,3 25,0 2,60 na - - -
A/3 64 94,5 32,7 2,43 na - - -
A/4 64 96,3 19,2 2,13 na - - -
A/7 64 98,3 34,5 2,40 na - - -
Sladko' 64 100 29.4 2,62 na - - -
S/1 64 96,7 28,1 2,40 na - - -
S/2 64 94,5 32,7 2,63 na - - -
S/5 64 96,1 40,8 2,85 na - - -
SK/5066' 64 91,4 25,5 2,30 90 93,4 22,5 2,36
SK/1 64 94,8 36,5 2,38 90 98,9 34,8 2,63
SK/2 64 95,3 27,3 2,44 90 83,8 38,7 2,74
SK/3 na - - - 90 88,2 23,3 3,03
SK/4 64 98,3 24,5 2,29 90 98,7 333 2,34
SK/5 na - - - 90 87,8 27,9 3,21

TKontrola — $tandardna populacia; “na = netestované; “EKL = embryogénne kalusové linie; “EK = embryogénne kalus
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POROVNANIE POCETNOSTI AEROBNYCH BAKTERIi V RIZOSFERE DVOCH
TYPOV GENETICKY MODIFIKOVANYCH RASTLIN LUCERNY SIATEJ
COMPARISON OF THE ABUNDANCE OF AEROBIC BACTERIA IN THE

RHIZOSPHERE OF TWO TYPES OF GENETICALLY MODIFIED PLANTS OF
ALFALFA

Natélia FARAGOVA — Juraj FARAGO

In a laboratory experiment we compared abundance of culture groups of aerobic bacteria in the rhizosphere of 5 genotypes
containing the AMVcp gene for the capsid protein of AMV and 5 genotypes containing the marker gene gus. Plants were
grown in sterile and non-sterile substrate. Abundance of aerobic bacteria from the rhizosphere of transgenic plants was
compared with that of donor isogenic non-transgenic line and randomly chosen genotypes of the cultivar Lucia. Comparing
the abundance of bacterial colonies isolated from soil samples from the rhizosphere of transgenic and non-transgenic lines
of alfalfa, we only observed statistically significant differences between transgenic lines containing the marker gene gus,
namely in nitrification bacteria.

Key words: aerobic bacteria, alfalfa, genetically modified organisms, rhizosphere

Uvod

Transgénne rastliny mézu ovplyviiovat’ pddne mikroorganizmy réznymi spdsobmi, ktoré zahfiiaji priame
anepriame efekty (DUNFIELD a GERMIDA, 2004). Priame efekty zavisia od spektra aktivit transgénnych
bielkovin a kvantity tychto bielkovin akumulujucich sa v prostredi. Nepriame efekty su na rozdiel od priamych
efektov sprostredkované zmenami rastlinnych bielkovin a zloZenia korenovych exudatov, ku ktorym dochadza
v dosledku modifikacie metabolickych procesov transgénom, ¢i produktom transgénu v rastlinnych bunkach.

Material a metédy

V experimente boli pouZzité:

1.) geneticky modifikované klony lucerny siatej (Medicago sativa L.), pochadzajlice z vysokoregenerujiceho
genotypu Rg 9/I-14-22, izolovaného z odrody Lucia (FARAGO et al., 1997) s vnesenym génom AMVcp-s pre
plagtovi bielkovinu virusu mozaiky lucerny (KUDELA et al., 1995) a vnesenymi markerovymi génmi (npt Il
agus)

2.) vychodiskovy nemodifikovany klon: SE/22-GT2.

Rastliny sa pestovali v dvoch substratoch, a to v sterilnej a v nesterilnej zemine, z ktorej sa pred vysadbou
klonov vykonal mikrobiologicky rozbor. Pogas kultivacie sa odoberali podne vzorky z okolia korefiov (od hibky
0,02 m od vrchnej Casti) v dvoch terminoch (na zaciatku a na konci kvitnutia). Mikrobiologické analyzy: a.)
pritomnost’ Azotobactera na Ashbyho agare agregatvou metodou stanovenim fertilnych zrnieok z celkového
pocétu v %, b.) celkovy pocet aerobnych mikroorganizmov tvoriacich kolonie na Thortonovom agare vyjadrenim
poctu koldnietvoriacich jednotiek (KTJ) v prepocte na 1 g suSiny pddy, c.) pocetnost’ celulolytickych baktérii
vyuzitim filtraéného papiera ako zdroja uhlika v Zivnom médiu vyjadrent v KTJ/ 1 g susiny pody, d.) po¢etnost’
amonizaénych baktérii kultivovanych na misovopeptonovom agare (MPA, Imuna, Sarisské Michalany) v KTJ/
1 g susiny pody, e.) pocetnost’ nitrifikacnych baktérii na zivnom médiu pre nitrifikaéné baktérie (PAUL a
CLARK, 1989) a denitrifikacnych baktérii na zZivhom médiu pre denitrifikacné baktérie (PAUL a CLARK,
1989) v KTJ/ 1 g pody, f.) mnozstvo bakteridlnych spdér na Thortnovom agare po pasterizacii vzorky v KTJ/ 1 g
suchej pody (DONEGAN et al., 1999).

Vysledky a diskusia

Pri geneticky modifikovanych rastlinach s vnesenymi génmi pre plastovu bielkovinu virusu mozaiky lucerny
AMVcp-s a markerovymi génmi nptll agus boli sledované Statisticky vyznamné rozdiely v pocetnosti
kultivacnych skupin (s vynimkou amonizacnych baktérii v 1. odbere a celulolytickych baktérii v 2. odbere)
medzi pestovatel'skymi substratmi a klonmi (ANOVA, p < 0,05). Pri vzajomnom porovnani tychto dvoch typov
transgénnych klonov boli Statisticky vyznamné rozdiely detekované v pocetnosti medzi celulolytickymi,
sporulujicimi a nitrifikaénymi baktériami v 1. odbere a amoniza¢nymi, celulolytickymi baktériami a celkovym
poctom mikroorganizmov v 2. odbere (ANOVA, p < 0,05).

V porovnani s predkultivatnym rozborom sa pri prvom termine odberu znizila pocetnost’ vsetkych
sledovanych kultiva¢nych skupin v rizosfére transgénnych rastlin obsahujucich AMVcp-s a nptll a gus gény,
s vynimkou amonizacnych baktérii. Pri druhom termine odberu sa pri geneticky modifikovanych rastlinach s
vnesenymi AMVcp-s gény zvysila pocetnost’ amonizacnych a celulolytickych baktérii a pri modifikovanych
rastlinach s vnesenymi markerovymi génmi zvysila pocetnost amoniza¢nych baktérii oproti ich poctom
v predkultivacnom rozbore. V rizosfére transgénnych rastlin s vnesenym AMVcp-s génom pri 1. termine odberu
bola sledovana vysSia pocetnost’ amonizacnych, celulolytickych baktérii a celkového poctu kolonietvoriacich
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mikroorganizmov v porovnani s izogénnou liniou SE/22-GT2 v nesterilnom substrate a celulolytickych baktérii
a celkového pocétu mikroorganizmov tvoriacich kolonie v sterilnom substrate. Pri druhom termine odberu sa
rizosféra rastlin luceny nesticich AMVcp-s gény vyznacovala vysSou pocetnost'ou nitrifikaénych baktérii o 41 %
v nesterilnom substrate a amoniza¢nych a celulolytickych baktérii v sterilnom substrate 038 az 77 %
v porovnani s rizosférou nemodifikovanej parentalnej linie. Ak porovname rizosférne vzorky rastlin s vnesenymi
markerovymi génmi s nemodifikovanymi klonmi SE/22-GT2 bolo zaznamenané zvySenie pocetnosti
denitrifikacnych, celulolytickych baktérii a celkového poctu kolonietvoriacich mikroorganizmov o 15 az 146 %
v nesterilnom substrate a amonizacnych baktérii, celkového mnozstva mikroorganizmov a celulolytickych
baktérii 0 9 az 55 % v prospech transgénnych klonov pri prvom termine odberu. V 2. termine odberu vzoriek bol
v porovnani s kontrolnou nemodifikovanou liniou zaznamenany pokles pocetnosti takmer vSetkych sledovanych
skupin baktérii v rizosfére lucerny svnesenymi génmi nptll agus, svynimkou amonizacnych baktérii
v sterilnom substrate a nitrifikaénych baktérii v nesterilnom substrate. Vysoky pomer medzi nitrifikacnymi
a denitrifikacnymi baktériami bol pri 1. odbere detekovany v rizosférach klonov A4-4-1 (6,4), A4-5-2 (6,0), A5-
3-3 (5,4), A5-9-3 (5,2) netransgénnej linie SE/22-GT2 (4,8), odrody Lucia (3,9) a pri 2. odbere v rizosférach
klonov B4-1-1 (5,1), A4-5-2 (4,9), A4-4-1 (4,7). Pritomnost’ Azotobacter spp. bola zistena len v rizosfére rastlin,
bez ohl'adu na typ genetickej modifikacie, pestovanych v nesterilnej poéde, o zrejme suvisi sich vysokou
citlivostou voci fyzikalno-chemickym zmenam v pdde.V rizosférach transgénnych klonov lucerny s vnesenymi
markerovymi a AMVcp-s génmi bolo pozorované zvysSenie percentualneho zastipenia Azotobacter spp. v 2.
termine odberu o 7 %.

Pocas genetickej manipulacie rastlinnych buniek mo6zu techniky in vitro kultivacie rastlin (pouzitie vysokych
koncentracii rastovych reguldtorov, proces selekcie transformovanych buniek, zvlast’ ak sa pouzije antibiotikum
kanamycin) vyprovokovat' neziadiice zmeny vlastnosti regenerovanej rastliny. Napr. tzv. polohovy efekt
z miesta integracie transgénu(-ov) moze zmenit expresiu niektorych génov parentilnej rastliny a viest
k neo¢akavanym zmenam v charakteristikach rastliny (CURTIS et al., 2002). Neocakavané charakteristiky sa
mozu vyskytnat' tiez v pletivach koreniov transgénnych rastlin a v korenovych exudatoch (TESFAYE et al.,
2003). V dosledku komplexného zloZenia a diverzity mikrobialnych spoloéenstiev pody, ktoré st asociované
s korenimi rastlin a st selektivne ovplyviované exudaciou korenov, zmeny v zlozeni korenovych exudatov medzi
transgénnymi rastlinami a netransgénnymi rastlinami mozu vyvolat’ odlisné efekty na mikrobialne spolocenstva.
Takéto odlisné efekty mozu Ciastocne vysvetlit’ zistené rozdiely v sledovanych parametroch medzi transgénnymi
a netransgénnymi rastlinami v nasich experimentoch.

Okrem toho mnohi autori referuju o tom, ze mikrobialne spolocenstva pody st velmi plastické v zlozeni
a Struktare v zavislosti réznych koreilovych zoén, agrotechnickych praktik a inych environmentalnych faktorov
(napr. BUCKLEY a SCHMIDT, 2003). Taktiez napr. FANG et al., (2005) zistili, Ze bakterialne spolocenstva
v rizosfére kukurice st viac ovplyvnené textiirou pody nez kultivaciou transgénnych odrod. Navyse, v mnohych
pripadoch rozdiely medzi rizosférnymi mikrobidlnymi spolocenstvami spojenymi s transgénnymi rastlinami
a parentalnymi netransgénnymi rastlinami sa ukézali byt docasné a zavislé na pritomnosti zivych rastlin
(DUNFIELD a GERMIDA, 2003).

Vsetky uvedené priklady sved¢ia o tom, ze sucasné poznatky o vztahoch medzi Struktirou a dynamikou
rizosférnych mikrobidlnych spolo¢enstiev a rastom a zdravotnym stavom rastlin, zvlast’ ked’ sa jedna o geneticky
modifikované rastliny, si limitované, avSak pouzitie viacerych metdd Stadia mikrobidlnych spolocenstiev
v kombinacii moéze v buducnosti priniest zasadné poznatky dolezit¢ ako pre Slachtitelov, tak aj pre
mikrobiologov. Je tiez zrejmé, ze hodnotenie vplyvu transgénnych rastlin na pédne mikroorganizmy je dolezité
pre determindaciu potencialnych rizik spojenych s uvolfiovanim transgénnych rastlin do zivotného prostredia.

Zaver

Hoci boli detekované rozdiely v pocetnostiach kultivaénych skupin, Statisticky vyznamné rozdiely neboli
preukazné pri porovnavani rizosférnych vzoriek transgénnych rastlin s vnesenymi AMVcp-s, nptll a gus génmi
aich geneticky nemodifikovanych izogénnych linii, az na skupinu nitrifikacnych baktérii v rizosfére rastlin
lucerny obsahujucich markerové gény (ANOVA, p<0,05).
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NUTRICNA KVALITA KOLEKCIE GENOTYPOV LASKAVCA
NUTRITION QUALITY OF AMARANTH ASSORTMENT GENOTYPES

Zdenka GALOVA — Eva PALENCAROVA — Zelmira BALAZOVA

Amaranth is used such as cereals but it is ranged to pseudocereals. The aim of our work was to compare individual
genotypes of amaranth on the base of biochemical characteristics and by means of calculated coefficient of nutrition quality.
The content of proteins, fractionation of proteins and electrophoretic separation of storage proteins by the method ISTA SDS-
PAGE in the seeds of 26 genotypes Amaranthus L. were determined. Based on results we can say that amaranth is
characterised by significant food value and low content of prolamin proteins therefore we can suggest it for production of
foodstuff suitable for patients with different diets.

Key words: amaranth, nutrition quality, protein fractions, SDS — PAGE

Uvod

Laskavec sa zarad'uje k pseudoobilninam a vyznacuje sa vysokou nutri¢nou hodnotou (MIKULIKOVA et
al, 2005). Semena amaranta maju pomerne vysoky obsah bielkovin (13—18%) s takmer optimalnym zastipenim
esencialnych aminokyselin a vysokym obsahom lyzinu (TOSI et al., 2003). Za nepriaznivu vlastnost’ amarantu
mozno povazovat' vysoky obsah tukov, ktory sa pohybuje v rozmedzi 7-8 % v susine semena (MUCHOVA, et
al., 2000). Laskavec obsahuje 5—krat viac Zeleza ako psenica, je bohaty na vapnik, hor¢ik, fosfor a draslik. Je
vhodnym zdrojom vlékniny a antioxidantov, najmi vitaminu C a B—karoténu (MIKULIKOVA et al., 2005).
V doésledku nizkeho obsahu prolaminov a gliadinov, mézu vyrobky z laskavca nahradit’ pSeni¢nii muku vo
vyzive l'udi s celiakiou, ale aj fenylketontiriou (BRESSANI et al., 1992).

Material a metody

Analyzované boli vzorky 26 genotypov laskavca ziskané z Génovej banky semennych druhov SR SCPV
VURV v Piestanoch. V celozrnnom rote vzoriek bol stanoveny celkovy dusik podla Kjeldahla, percentualne
zastupenie bielkovin (% N x 5,7) a frakénd skladba bielkovin (ICC metdda). Elektroforetickd separacia
zésobnych bielkovin bola realizovana Standardnou referencnou metédou podla metodiky ISTA SDS-PAGE
(WRIGLEY, 1992). Bielkovinové profily jednotlivych genotypov boli vyhodnotené pomocou systému
GelWorks 1D pre Windows.

Vysledky a diskusia

V sucasnom obdobi sa venuje vel'kd pozornost’ vyuzitiu pseudocerealii v raciondlnej vyzive ako Ciastocna
nahrada chlebového obilia. Do tejto skupiny sa zarad'uje aj laskavec (Amaranthus L.). Pre jeho nutri¢nt hodnotu,
zlozenie a biologické zvlastnosti je v popredi zaujmu vedcov z hladiska moznosti jeho vyuzitia v diétnom
stravovani. V obchodnej sieti je mozné dnes dostat’ ktipit’ vyrobky na baze laskavca ako st cestoviny, pop-corn,
zeleninové polievky, keksy, rozne ochutené a upravené miisli.

Chemické zlozenie semien laskavca je podmienené predovsetkym klimatickymi a vyzivovymi
podmienkami, ale taktieZ pol'nohospodarskymi technikami aplikovanymi poc¢as pestovania a oSetrovania porastu
(TOSI et al, 2003).

Pri hodnoteni nutri¢nej kvality semena je dolezity obsah bielkovin, zastupenie jednotlivych frakcii bielkovin
a s tym suvisiaci obsah esencialnych aminokyselin. Z uvedené¢ho pohl'adu nami analyzovany stibor 26 genotypov
laskavca mozno zaradit' k nizko bielkovinovym plodindm, pricom priemerny obsah bielkovin v semenach bol
11,3 % (rozsah od 9,6% — 12,8 %). Obsah bielkovin vyssi ako 12 % sme zaznamenali v genotypoch laskavca
Fakel, 17 GUA, Koniz a K 436. Najniz$i obsah bielkovin bol zaznamenany v novoslachtencoch AMAR - 2D
(9,8%) a RRC 1113 (9,6%).

Obsah cytoplazmatickych bielkovin (albuminov a globulinov), ktoré sa vyznacuji najvys$Sou nutricnou
kvalitou suvisiacou s vysokym zastipenim esencialnych aminokyselin, v semenach laskavca variroval od 46,2 %
(DF 118) do 60,0% (RRC 1113). Na druhej strane, zastipenie neplnohodnotnych frakcii bielkovin - zdsobnych
bielkovin, bolo v rozsahu 22% — 37,19 %, &o je v porovnani so pienicou priblizne o 50% menej (MUCHOVA et
al., 2000, MICHALIK et al., 2006).

Podiel prolaminovych bielkovin v semendch laskavca sa pohyboval od 2,0 % do 3,99 %, glutelinov od 20,0
% do 33,2 % anerozpustného zvysku od 13,9 % do 19,4 %. Medzi genotypy s najniz§im percentualnym
zastipenim prolaminov patrili z kolekcie laskavca Lider, A-70, RRC 1386. Obsah glutelinov vyssi ako 29%.
dosiahli genotypy PLAISMAN, BERGUNDY, PI 604 672, 5 DF 111. Osobitni pozornost si zasluzi
novoslachtenec DF 118 s 33,2% zastupenim glutelinov.

Obsah jednotlivych frakcii bielkovin sa vyuzil pre vypocet koeficienta nutri¢nej kvality (KNK), ktory do
urcitej miery charakterizuje vyzivni hodnotu semena. V pripade pseudoobilnin dosahuje koeficient nutri¢nej
kvality ovela vysSie hodnoty v porovnani s konvenénymi obilninami, ¢o je spdsobené vysokym podielom
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protoplazmatickych bielkovin a sti€asne nizkym podielom zasobnych bielkovin. Priemerna hodnota koeficienta
nutricnej kvality v analyzovanych genotypoch bola 2543,1 %, priCom varirovala v rozmedzi od 1821,3% do
3534%, co poukazuje na dobra vyzivni kvalitu laskavca v porovnani s inymi obilninami ako je pSenica, jaCmen
&i raz (MICHALIK et al., 2006).

Denzitometrickym vyhodnotenim elektroforeogramov zasobnych bielkovin v prostredi SDS-PAGE bolo
zistené zastipenie jednotlivych frakcii v sledovanych genotypoch laskavca. Z vysledkov vyplyva, ze podiel
vysokomolekularnych gluteninovych podjednotick (HMW-GS) predstavoval v priemere 2,39 %, pricom
v jednotlivych genotypoch variroval od 0,39 % do 6,9 %. Zastlipenie nizkomolekularnych gluteninovych
podjednotiek (LMW-GS) a prolaminov bolo v priemere 45,41 %. Podiel zvySkovych albuminov a globulinov
dosiahol 52,17 %, &o je v sulade s vysledkami MUCHOVEJ et al. (2000), MICHALIKA et al. (2006) a d’al3imi.
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Zaver

Na zaklade ziskanych vysledkov frakénej skladby bielkovin, ako aj elektroforetického spektra zasobnych
bielkovin a vypocitaného koeficienta nutri¢nej kvality mozno povedat, Ze analyzované genotypy laskavca sa
vyznaéuju vyznamnou nutricnou hodnotou, nizkym zastupenim prolaminovych bielkovin, ¢o umoziuje ich
vyuZitie v racionalnej vyzive.
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RAMULARIOVA SKVRNITOST LISTOV JACMENA: NOVA CHOROBA NA
SLOVENSKU
RAMULARIA LEAF SPOT OF BARLEY: NEW DISEASE IN SLOVAKIA

Jozef GUBIS — Martina HUDCOVICOVA — Lenka KLCOVA — Michaela BENKOVA —
Klara KRIZANOVA

The objectives of our work were to collect plant materials with symptoms Ramularia collo-cygni (R. collo-cygni), isolate and
identificate this pathogen in samples and evaluate the resistance of selected genotypes of barley to R. collo-cygni in field
trials. During summer 2006, 2007 and 2008 an unknown necrotic leaf spot disease was observed in spring barley leaves
growing in middle of Slovakia. Leaf samples from diseased barley plants were tested by PCR for the presence of R. collo-
cygni. PCR analyses of diseased barley leaves confirmed the presence of the Rcc in barley. The resistance was evaluated
under field conditions at locality Viglas — PstruSa in 2008. Genotypes exhibited a continuous range of response from
very susceptible to moderately resistant but none was immune against the disease. To our knowledge, this is the first
report of R. collo-cygni in Slovakia.

Key words: Ramularia collo-cygni, PCR, resistance

Uvod

V roku 1987 HUSS et al. identifikovali patogéna Ophiocladium hordei Cav. zapri¢inujuceho nové ochorenie
jacmena v Rakusku. Neskor SUTTON a WALLER (1988) izolovali tohto patogéna z d’alsich travnatych rastlin
a zmenili jeho taxonomicku poziciu a pomenovanie na Ramularia collo-cygni. Od tohto obdobia bol potvrdeny
vyskyt tohto patogéna vo viacerych krajinach Eur6py, ale aj na Novom Z¢lande a Juznej Afrike (FREI et al.,
2007). Aj napriek tomu, Ze R. collo-cygni bol rozpoznany ako vyznamny patogén ja¢mena jeho izolacia
a identifikovanie je Casto obtiazne (FREI a GINDRAT, 2000). Avsak, v stcasnosti boli vyvinuté molekuldrne
sondy pre detekciu R. collo-cygni (HAVIS et al., 2006; FREI et al., 2007), ktoré m6zu mat’ vyznamny dopad na
stadium epidemioldgie a populacnej bioldgie tohto patogéna.

Ciel'om nasej prace bolo ziskanie rastlinného materialu so symptomami R. collo-cygni, izolacia a nasledna
identifikacia tohto patogéna vo vzorkach a zhodnotenie rezistencie vybranych genotypov ja¢mena siateho
f. jarnej voéi R. collo-cygni v pol'nych podmienkach.

Material a metody

Kultary R. collo-cygni boli uchovavané na PDA agare v biologickom termostate pri 20 °C v Petriho miskach.
Celkova genomicka DNA patogéna bola extrahovand z monosporickych kultar kultivovanych na agarovych
podach. Mycélium patogéna bolo zoskriabané z agarovych platni a DNA bola extrahovana pouzitim Dneasy
Plant Mini Kit (QIAGEN GmbH - Germany). Rovnakou metddou boli extrahované vzorky infikovanych listov.
PCR analyzy na diagnostiku Rcc sa uskutoénili vyuzitim PCR primerov a PCR amplifikécia prebiehala podla
FREI et al. (2007). Elektroforeticka separacia PCR produktov sa uskutoCnila v 1,4 % agarézovom géle
farbenom etidium bromidom a produkty boli vizualizované UV lampou. Mikroskopické hodnotenia boli
uskutocnené stereomikroskopom SZM-168, pricom hodnotené listy boli kultivované vo vlhkych komérkach na
filtracnom papieri nasiaknutym destilovanou vodou.

Hodnotenych bolo 29 genotypov (Danuta, Aidas, Akusinal, Alsa, Astor, Aura, Baltazar, Baronesse, Ebson,
Malz, Favorit, Logan, Louké, Meltan, Nevada, Otira, Pegy, Pivrac, Punto, Ula, Messina, Brise, Bolina, Jelen,
Rabel, Annabell, Madonna, Progres, Nitran) jaCmena siateho f. jarnej pochadzajici z Génovej banky SR na
SCPV — VURV Piestany a 33 genotypov jaémeiia siateho jarného (Xanadu, Nitran, Ezer, SK 6016-15-05, SK
6081-11-05, SK 6141-2-05, SK 6225-9-05, SK 6225-12-05, SK 6409-20-05, SK 6496-1-05, SK 6500-3-05, SK
6514-25-05, SK 6520-3-05, SK 6533-4-05, SK 6571-18-05, SK 6584-7-05, SK 6584-21-05, SK 6597-7-05, SK
6601-11-05, SK 6605-2-05, SZD 3628 A, 3567 G, 9/02-6D, Prodeum, Levan, SK 5944, SK 6226, 2144, HADM
13920, SK 6339, SK 6378, SK 6411, SK 6389) z Hordeum s.r.o. Sladkovicovo. Pol'nd odolnost’ sa hodnotila na
lokalite Viglas-PstruSa. Napadnutie R. collo-cygni sa v polnych podmienkach hodnotilo ako percento
napadnutej plochy (0, 1, 5, 10, 15, 25, 50, 75 a 100 %) v dvoch terminoch. Percentualne hodnoty boli
transformované pouZitim arcsin Vx. Analyza variacie ziskanych hodndt (ANOVA pre P <0,05) s naslednym
testom LSD bola spracovana statistickym programom SPSS (13.0).

Vysledky a diskusia

V rokoch 2006-2008 pocas hodnotenia pol'nych pokusov sme na ja¢meni siatom jarnom zaznamenali drobné,
bodkovité nekrotické $kvrny podobné hnedej $kvrnitosti jaCmena (Pyrenophora teres). Avsak na rozdiel od
P. teres, ramulariova skvrnitost’ vytvara ostro vyfarbené Skvrny len na licnej strane listu o velkosti 1-2 mm,
zatial’ ¢o na rube listu su tieto Skvrny matné, nevyrazné. Postupne dochadza k d’al§iemu tmavnutiu tychto Skvin
do ¢ierna a nasledne ich spajaniu az k tplnej nekrotizacii listu (HUSS, 2004). Na zaklade tychto symptomov sme
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z polnych podmienok uskutocnili odbery listovych vzoriek z jaémena siateho jarného pre mikroskopické stadie
v laboratérnych podmienkach. V ramci tychto analyz bolo na zéklade morfologickych znakov (rast mycélia,
tvorba konidioforov s konidiami) identifikovana pritomnost R. collo-cygni na infikovanych listoch. Na
detekovanie R. collo-cygni okrem mikroskopickych pozorovani a morfologickej charakterizacie boli pouzité
RC3 a RC5 primery podla FREI et al. (2007) s velkostou amplifikovaného produktu 348 bp. Amplifikacia
Specifickych tsekov DNA patogéna prebehla vo vsetkych testovanych vzorkach odobratych z polnych
podmienok (Vigl'as-Pstrusa, Kalna nad Hronom a Velky Krtis).

V polnych podmienkach bolo celkovo vysiatych 62 genotypov jatmena siateho, pri ktorych sme hodnotili
polni odolnost’ vo¢i R. collo-cygni. V ramci prvého hodnotenia, ktoré sa uskutocnilo v polovici jina, sa
percentudlne napadnutie genotypov pohybovalo od 10 % do 75 %. Pocas druhého hodnotenia, ktoré bolo
uskuto¢nené na zaciatku jula, bolo napadnutie genotypov od 50 % do 100 %. V polnych podmienkach sme
nezaznamenali Ziadny genotyp s Uiplnou odolnostou voci R. collo-cygni. Medzi reakciou genotypov na infekciu
R. collo-cygni boli zaznamenané signifikantné rozdiely. Najmenej napadnuty bol genotyp Aura (34 %) a naopak
najviac napadnuté boli genotypy Nitran a Ezer (81 %). Najvacsi rozvoj patogéna bol zaznamenany v mesiaci jun.
Aj napriek tomu, ze bola detekovana strednd odolnost’ medzi niektorymi genotypmi jaémena siateho formy
jarnej a ozimnej (PINNSCHMIDT et al., 2006), doposial’ sa v literatire neobjavil Ziadny genotyp, ktory by sa
v pol'nych podmienkach vyznacoval uplnou odolnostou voci R. collo-cygni. Najvacsi rozvoj R. collo-cygni
v druhej polovici jina vo svojich polnych experimentoch zaznamenali aj FREI et al. (2007), pricom najvacsim
zdrojom infekcie jacmena jarného bol jacmen ozimny, z ktorého sa patogén rozsiroval.

Zaver

Za poslednych 15 rokov je R. collo-cygni oznaCovana nielen v Eurdépe ako vyznamny patogén jaCmena.
Vyznam tohto patogéna je aj vtom, Ze sa zaraduje medzi patogény, ktoré st prenosné semenom. Priebeh
ochorenia pocas priaznivych podmienok na ja¢meni je vel'mi rychly, pricom patogén napada celu rastlinu od
listov, cez steblo, ostniny az po semeno. V praci sme detekovali pritomnost’ R. collo-cygni vyuzitim
molekularnej (PCR) techniky. PCR patogén-Specifické primery spolahlivo detekovali patogéna vo
vzorkéch infikovanych listov jacmena siateho na viacerych lokalitach. V polnych podmienkach sa ani jeden
genotyp nevyznacoval Uplnou alebo ciastocnou odolnostou. Nami ziskané vysledky st prvou potvrdenou
informaciou o vyskyte o R. collo-cygni na izemi Slovenska. Vysledky dosiahnuté realizaciou metodického
postupu prinasaju nové poznatky aj po teoretickej stranke. RozSiruji obzor poznania vednej discipliny
pol'nohospodarska fytopatologia a §lachtenie rastlin. Informacie o epidemioldgii a populédciach patogéna ako aj o
moznych zdrojoch rezistencie budu v budiicnosti vel'mi doélezité pre uspesnu $lachtitel’'sk( stratégiu.
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OVOS SIATY — PLODINA 3. TISICROCIA SO SIROKYMI MOZNOSTAMI
VYUZITIA
OATS — THIRD MILLENNIUM CROP AND ITS UTILIZATION POSSIBILITIES

ANDREA HLINKOVA — MICHAELA HAVRLENTOVA

Oats (Avena sativa L.) among the basic cereals are highly appreciated from the nutritive and the dietetic point of view.
Cereal (1-3)(1—4)-p-D-glucan (referred to as p-D-glucan) plays an important role in human diet due to its beneficial
health effects. Its content in oat grain can be influenced by both genotype and environment, although genotypes with black
colour of the glume show markedly stable biosynthetic mechanism of studied metabolite. Naked genotypes dispose of higher
content of monitored parameter and some of them with the highest content (Slovak variety SV-5, PS 106, and Adam) can be
used in breeding programme and seed processing in food industry as a convenient raw material for production of functional
foods. Genotypes with the year origin 2001 - 2005 present the highest f-D-glucan content in mature grain. The content of -
D-glucan in oat flakes ranged between 2.64% and 4.6% and oat flakes Vince (Kralova nad Vahom, Slovakia) disposed its
highest content.

Key words: p-D-glucan, oat, genotype, variability, glume colour, oat flakes

Uvod

Ovos siaty (Avena sativa L.) je obilnina znutricného a dietetického hladiska vysoko cenena. S
jeho vyzivovymi hodnotami, ktoré poukazuju na priaznivy pomer bielkovin a sacharidov, vhodny obsah
nenasytenych mastnych kyselin a vysoky obsah vlakniny, hlavne B-D-glukanu, je spojené jeho vyuzitie
v produkcii funkénych potravin. Zaujem o produkciu ovsa sa zvysil po tom, ¢o Americky vladny trad pre vyzivu
alieciva uznal ovsené plevy ako potravinu, ktord moze znizovat riziko srdcovych chorob v dosledku
fyziologickych 1ucinkov p-D-glukdnu znizovanim hladiny cholesterolu v I'udskom sére (FDA, 1997).
V humidnejSich a chladnejsich klimatickych podmienkach poskytuje vysoké a stabilné urody aje dolezitym
potravinovym zdrojom v oblastiach, kde klimatické podmienky nedovoluji produkciu kukurice a soje
(PETERSON, 2004).

B-D-glukan je linearny, viskdzny homopolysacharid tvoreny B-(1—3) a p-(1—4)-D-glukopyran6zovymi
jednotkami. Obilninami je vyuzivany ako Struktirna zlozka bunkovych stien a zasobny material endospermu. V
skupine Gramineae mdze byt do znac¢nej miery prave jeho metabolizmus zodpovedny za odpoved rastliny na
environmentalne signaly mierneho, fyziologického rozsahu. Zlozenie bunkovych stien rastlin ma taktiez dolezity
vyznam v kvalite a priprave potravin zalozenych na rastlinnej baze. B-D-glukan je znamy mnozstvom zdraviu
prospesnych ucinkov na l'udsky organizmus. Je povazovany predovsetkym za vel'mi G€inny aktivator imunity.
Pomaha znizovat’ hladinu celkového i LDL cholesterolu v krvi a tak redukovat’ riziko vzniku srdcovo-cievnych
chordb, ma schopnost’ spomalit’ absorpciu glukézy v krvi a preto mdze u 'udskej populacie redukovat’ vyskyt
cukrovky. V potravinarskej technoldgii sa uplatituje ako zahust'ovadlo, ¢i pri vyrobe nizkotuénych produktov.
Iné vyskumy poukazuji na jeho schopnost’ zlepsit' senzorické vlastnosti potravin. V praxi si zname jeho
aplikacie i v kozmetickom priemysle.

Genotyp, prostredie a ich vzajomna interakcia st vyznamnym zdrojom variacii v obsahu tohto metabolitu.
Jeho hladina mé6ze byt ovplyvnena zlozenim pddy, zrazkami i mnozstvom aplikovaného dusika, ktory ako
vyznamna zlozka hnojiva vplyva na Girodu a iné kvalitativne parametre zrna.

Cielom prace bolo zistit’ variabilitu v siibore odrod ovsa a faktory pdsobiace na obsah vyznamnej zdraviu
prospesnej zlozky zrelého zrna ovsa - B-D-glukanu - s moznostou vyuzitia v potravinovom priemysle.

Material a metody

V praci sa pouzil 86-Elenny stibor odrdd ovsa eurdpskeho povodu, réznorody na zaklade krajiny povodu,
roku vyslachtenia, plevnatosti a farby plevy. Obsah B-D-glukanu sa stanovil enzymatickou supravou Mixed-
linkage beta-glucan assay procedure K-BGLU 04/06 (Megazyme International Ireland, Ltd.) (McCLEARY,
2006). Kazda vzorka sa podrobila analyze v dvoch opakovaniach a vysledné hodnoty sa prepocitali na susinu.

Vysledky a diskusia
V praci sme sledovali obsah daného metabolitu v subore odrod ovsa eurdpskeho pdvodu. Zistili sme velka
variabilitu v obsahu B-D-glukanu. Priemerné hodnoty sa pohybovali v hraniciach 1,7 % az 8,37 %. Priemernu
hodnotu sme stanovili na 5,04 %. Priemerny obsah B-D-glukdnu v ovse siatom eurdpskeho pdvodu bol
v literatire popisany na hodnotu 3,89 % (REDAELLI et al., 2003). Podmienky pestovania vSak maju vyrazny
vplyv na jeho hladinu. Nase vysledky, ako aj vysledky inych autorov (GIVENS et al., 2000,
EHRENBERGEROVA et al., 2003) poukazuji, Ze nahé odrody disponuju jeho vy$§im obsahom v porovnani
s plevnatymi. Najvyssi obsah -D-glukénu sme zaznamenali v odrode slovenského povodu SV-5 (8,37 %). Nase
vysledky d’alej ukazali zaujimavy vztah medzi obsahom B-D-glukanu arokom vyslachtenia danej odrody.
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Odrody vyslachtené v rokoch 2001-2005 sa vyznacovali najvy$s§im obsahom danej latky. Vysvetlenim moze
byt skutocnost, ze od roku 1997, kedy bol ovos uznany vzhl'adom k vyznamnému obsahu B-D-glukanu za tzv.
funkénu potravinu, zaujem ofi ma stapajuci charakter, s ¢im moze suvisiet’ aj $lachtenie prave na jeho vyssi
obsah. Plevnaté odrody Zltej farby plevy obsahovali v priemere najvyssi obsah B-D-glukanu (3,31 %) na rozdiel
od odrdd bielej farby plevy, kde sme pozorovali jeho najniz$iu hladinu (2,94 %). Ovsy s ¢iernou farbou plevy (s
znaku, ¢o mdze naznacovat’ jeho vyrazne stabilnejsiu biosyntézu. Obsah B-D-glukanu sme porovnavali aj medzi
jednotlivymi krajinami podvodu odrod. Priemerné hodnoty sa pohybovali v rozmedzi od 2,33 % do 3,77 %, pre
jednotlivé krajiny. Ovos a jeho potravinové produkty su Coraz viacej vyhl'adavané konzumentmi, najmi kvoli
vysokého obsahu vlakniny — dblezitej zlozky raciondlnej stravy. Denny prijem vlakniny u dospelého ¢loveka by
sa mal pohybovat’ v rozmedzi 20 az 40 g, Organizacia pre vyzivu a pol'nohospodarstvo odporiaca 30 g na osobu a
pomer obilnin a strukovin by mal dosiahnut’ 4:1, t.j. denny prisun surovej zeleniny a ovocia 400 g. Znizovanie
hladiny cholesterolu, ako jedna z najvyznamnejSich zdraviu prospesnych vlastnosti B-D-glukanu, je vysoko
zavislé od prijmu. Minimalna u¢inna denna davka na redukciu zvySenej hladiny cholesterolu je 3 g, o mozno
rozdelit’ na tri davky pocas dia. Podl'a FDA, konzumacia 3 g f-D-glukénu denne vo forme ovsenych vlo¢iek
alebo otrub moze prispiet’ k 5—8 %-nému znizeniu hladiny celkového cholesterolu (FDA, 1997). Uplatnenie [3-
D-glukanu pri liecbe cukrovky je spojené sjeho schopnostou redukovat hladinu krvnej glukézy, pricom
vyznamné glykemické a inzulinemické odpovede sa pozorovali uz pri davkach 1,4 g (KIM akol., 2006).
Vysledky WURSCHA et al., (1997) potvrdili, Ze 50 %-né znizenie glykemickej hodnoty potraviny je mozné
dosiahnut pri 10 %-nej koncentracii B-D-glukanu v obilninovych produktoch. V praci sme sledovali obsah B-D-
glukanu v siedmych druhov ovsenych vlociek. Vysledky ukazali, Ze sa nachadzal v zastipeni od 2,64 % do 4,6
%. Najvyssi obsah daného metabolitu sme pozorovali pri ovsenych vlockach znacky Vince (Kralova nad
Vahom, SR). Na dosiahnutie poklesu hladiny LDL cholesterolu méZzeme odportacat’ denne 80—100 g ovsenych
vlociek, napr. vo forme ovsenej kase, ¢i miisli.

Zaver

V 86-¢lennom subore odrdd ovsa siateho sme zistili vel'ku variabilitu v obsahu -D-glukanu

Nahé odrody sa vyznacovali vys$§sim obsahom f-D-glukdnu (v priemere 4,48 %) v porovnani
s plevnatymi (3,15 %).

Najmlad$ie odrody (vyslachtené v rokoch 2001-2005) sa vyznaCovali najvyssim obsahom daného
metabolitu.

Plevnaté odrody Zltej farby plevy sa vyznacovali vysSou hladinou polysacharidu nez odrody bielej
a Ciernej farby plevy.

Ovsy s ¢iernou farbou plevy vykazovali najnizsie Standartné odchylky v obsahu sledovaného znaku.
Najvyssi obsah f-D-glukénu mali ovsené vlo¢ky Vince (4,6 %, vyrobca Kral'ova nad Vahom, SR).
Nahé odrody SV-5, PS 106, Neon, Adam a Avenuda a plevnaté Sampionka a Arnold s obsahom viac
ako 4,3 % B-D-glukanu mozeme odportacat’ ako jeho vhodné prirodzené zdroje.

YVVV V Y VYV
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NIEKTORE MOLEKULARNE A BIOCHEMICKE VLASTNOSTI PR-4 PROTEINU
SYNTETIZOVANEHO PRI INTERAKCIACH HOSTITEL-PATOGEN S ROZNYM
GENETICKYM POZADIM
SOME MOLECULAR AND BIOCHEMICAL CHARACTERISTICS OF PR-4
PROTEIN SYNTHESIZED BY HOST-PATHOGEN INTERACTIONS WITH
DIFFERENT GENETIC BACKGROUND

Elena HLINKOVA - Vladena BAUEROVA-HLINKOVA —Milan BOBAK - Danka
VALKOVA

Present work interesting in some characteristics of PR-4 protein synthesized to the end of asexual phase of development of
Blumeria graminis f.sp. hordei (BGH) on host barley plants by compatible interactions. PR-4 protein is synthesized in the
infection site by compatible interaction on cultivar Dvoran and by isogenic line PO4B with the pathotype of Sk-5/11 powdery
mildew. Cultivar Dvoran and isogenic line PO4B differ in presence of resistance gene from Mla — locus. P04B contain in its
genome resistance gene Mla-7, which answered for the level compatibility/incompatibility with the powdery mildew
pathotype SK-5/11(HR-hypersensitive reaction). Protein has a chitinase activity and its quantitative content strongly depends
on infection site. Immunological reactions showed on different amount of this protein and its serological related paralogs in
dependence of barley genotypes as well as virulence of pathogen. Results indicated on the presence both suppressor genes
into host genomes as well as orthological genes by pathogens. DNA analyses indicated that on the intensity of the synthesis
of PR-proteins and pathogenity level can participat a virus DNA of BGH. Sequencing of PR-4 protein is continued.

Key words: barley, powdery mildew, PR-4 protein, chitinase, DNA

Uvod

PR-proteiny su syntetizované v rastlinach ako odpoved na bioticky a abioticky stres.Ich kvalitativne i
kvantitativne zastipenie sa odliSuje ako v zavislosti od genotypu hostitela tak i patdogena. V pripade
inkompatibilnych reakcii prevazuju v intercelularnych extraktoch v prvych hodinach infekcie peroxidazy a
superoxiddismutazy (PR-9 proteiny), ktoré odpalia uz primarnu hyfu a kli¢iaca spéra mucnatky odpadava z
napadnutého listu (HLINKOVA et al. 1995; 2007; HUCKELHOVEN et al. 2001).Pri hypersenzitivnych
interakciach je situdcia v génovej expresii zlozitejSia a zavisi ako od bazalnych génov rezistencie tak aj od
$pecifickych génov rezistencie, o sa prejavuje ako na proteinovom zastipeni (u extracelularnych aj
intracelularnych zloziek) tak i morfologii papily, ktord sa v zavislosti od ontogenetickéj fazy vyvoja patogéna
postupne stdva kompaktnejSou a prestipenejSou ligninovymi zlozkami. Stuc¢asny vplyv oxidoreduktdz spolu s
hydrolytickymi enzymami a fytoalexinmi vedie k apoptéze a nekrdze infikovanej bunky a spolususediacich
buniek (HUCKELHOVEN et al. 2001; HARTLEB et al. 1997 ). Tento process sa ukonéuje do 60 hodin od
infekcie v zavislosti od génov rezistencie hostitel'ského genotype jacmena a génov virulencie patogéna (BGH)
(HLINKOVA et al. 2001). Okrem $pecifickych p-1,3-glukanaz (Glu, E.C.3.2.1. 39; skupina PR-2 proteinov;
MADSEN et al. 2003), ktoré su syntetizované u jacmena predovsetkym v nizkomolekulovej oblasti, syntetizuji
aj obiloviny d’al§iu vyznamnu skupinu hydrolytickych enzymov, ktorymi st chitinazy (Chi, E.C.3.2.1.14). Do
tejto kategorie boli vyclenené skupiny proteinov PR-3, PR-4, PR-8 a PR-11. Kategorizacia Chi bola vytvorena
na zéklade experimentalnych udajov ziskanych predovsetkym u dvojklicnoslistovych rastlin. Systematickejsie
analyzy PR-proteinov u ja¢mena infikovaného mucnatkou boli urobené az MUTHUKRISHNANOM et al.
(2001). Zatial’ najuplne;jsi prehlad PR-proteinov jaémena infikovanych mii¢natkou v zavislosti od typu interakcie
: gén rezistencie hostitel'a proti génu virulencie patogéna publikovali LYON a NEWTON (2005). Zaujimalo nas,
do akej miery sa bude syntetizovat’ PR-4 protein aj u inych genotypov ja¢mena nestcich vo svojom genome
rozne génv rezistencie z Mla —lokusu v porovnani so senzitivnym kultivarom Dvoran; ako aj zavislost’ génove;j
expresie na vzdialenosti od miesta infekcie ovplyvnena réznymi génmi virulencie patogéna.

Material a metody

Mladé ,osem-diiové rastliny asepticky kultivovaného ja¢mefia siateho (Hordeum vulgare L.)
roznych genotypov s odlisnymi génmi rezistencie (P02: Mla-3; P04B: Mla-7; P10: Mla-12) boli
inokulované s dvomi patotypmi mucnatky RU-3 (patotyp bol vyselektovany z divych kmenov na
Technische Universitdit Miinchen-Weihen Stephen Dr. Fischbeckom a Wolfem) a slovenskym
patotypom mucnatky SK-5/11 odchytenej na zapadnom Slovensku v oblasti horného Ponitria. Obidva
patotypy sa odliSovali génmi virulencie : RU-3( avr Ml-a3; vir Ml-a7; vir Ml-a9; vir Ml-al2; vir MI-
al3) a SK-5/11(avr Ml-a3; avr Ml-a7; vir Ml-al2, vir mlo) vo svojom genéme. Na dsmy den po
ukonceni vegetativnej fazy vyvoja patogénov boli z mladych rastlin jaCmeiia odstranené infikované
primarne listy (300mg). Tieto boli rozdelené na Casti s miestami infekcie a neinfikovanu cast. Zo
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zdravych aj infikovanych casti primarnych listov vSetkych kombinacii pri infekcii s patogénmi bol
izolovany intercelularny extrakt podla REPKU (1997).V extraktoch bolo ur¢ené kvantitativne
zastupenie proteinov podla BRADFORDA (1976 ). Zvysna listova hmota bola pouzita na izolaciu
DNA. Proteinové analyzy boli realizované pomocou 1 a 2-D PAAGE. Kyslé anodické proteiny boli
separované v prvom rozmere na 12,5% PAAG v diskontinualnom usporiadani podl'a SMITHA (1988).
2D- SDS PAGE bola robena na 15% géli podla HAMESA (1981). Gély boli farbené dusiciianom
striecbornym (BENOVA 2005). Westernblotové analyzy pre PR-4 protein boli robené podla REPKU
(1997). Kompletna genomicka DNA bola izolovana podl'a DELLAPORTA et al. (1983).

Vysledky a diskusia

Kvantitativne zastipenie proteinov v extracelularnom extrakte ukazalo, Ze najvicsia koncentracia
rozpustnych proteinov bola zistena v infikovanych castiach listov. Rozdiely boli u vsetkych
testovanych genotypov okrem kultivaru Dvoran vysoko preukazné. Kvalitativne analyzy potvrdili
pritomnost’ viacerych PR a DR-proteinov (obr. 1, 3) spojenych ako s obrannymi reakciami
hostitel'skych rastlin tak i procesom samotnej patogenézy-rozvojom haustoria pri kompatibilnych
interakciach, ktori pre obidva patotypy mucnatky vykazovala izogénna linia ja¢mena P10(MI-al2) a
kultivar Dvoran bez génu rezistencie z MIl-a lokusu. Obidva patotypy prekonavali tento gén
rezistencie. Hypersenzitivnou reakciou bola charakteristicka izogénna linia P0O4B(MI-a7) v obidvoch
pripadoch. Gén MI-a3 prekonaval patotyp mic¢natky SK-5/11, ale nie RU-3. Na zaciatku sporulécie
patogénov tak extracelularne proteinové spektra obsahovali niekolko Specifickych chitinaz. Ako
potvrdili Westernblotové analyzy (obr. 2) ich pocetnost’ zavisela nielen od génov rezistencie, ktoré su
v pripade izogénnych linii cv. Pallas v dominantnom postaveni, ale aj od génov zodpovedajicich za
bazalnu ochranu jacmena voci v§eobecnym patogénom a boli vyvinuté v priebehu evolicie a ziskané v
$Pachtitel'skych programoch. DalSou skutoénostou, ktora sa odrazila na poéte chitinaz detekovanych
pomocou ¢iastoéne Specifickej protilatky k Chi 14,4 (Mr bola urc¢end pomocou la 2D- SDS-PAGE,
obr.4) bol aj samotny patogén (jeho gény virulencie/avirulencie) a vzdialenost’ od miesta infekcie.V
proteinovom extrakte z infikovanej cCasti listu kultivaru Dvoran (patotyp mucnatky SK-5/11) sa
nachadza eSte d’alSie 4 sérologicky pribuzné chitinazy (Mr ~ 12; 40; 50 a 62kDa;obr.3) zat’ial’ ¢o s
patotypom mucnatky RU-3 iba 1 aj to s nizkym kvantitativnym vytazkom. Imunoblot potvrdil
pritomnost PR-4 proteinu aj u extraktov z izogénnych linii P04B a P10 infikovanych patotypom
mucnatky SK-5/11 avSak v nizSej koncentracii. V ich spektre boli pritomné d’alSie dve sérologicky
pribuzné Chi. Elektroforetogramy genomickej DNA (obr.5) potvrdili pritomnost’ cudzorodej DNA v
infikovanych castiach listov. Hmotnost’ je vac¢sia ako 23,1 kb. Ostatné prazky (4;2 a 1kb) zodpovedajt
najpravdepodobnesie DNA virusom podobnym partikulam identifikovanym v intracelularnom
priestore. Tieto partikuly boli identifikované pri ultrastruknych analyzach (Hlinkova et al.2007, Kunoh
et al. 1985). Je vysoko pravdepodobné, Ze nizkomolekulové Chi nie s len produktom rastlinnych
genoémov, ale podiel na ich pritomnosti méa aj pathogén (Melchers et al. 1994). Ci virusova alebo
jadrova zlozka to ukazu d’alsie DNA-proteinové analyzy.

Zavery

Ziskané vysledky ukazali, ze:
1) PR-4 protein (Chil4.4) sa vyskytuje v listoch jaémena infikovaného mucnatkou jaémennou v
zavislostisti od génového pozadia hostitel’a a patogéna;
2)Podiel na jeho kvatitativnom zastpeni s spektre hostitel’a je ovplyvneny pravdepodobne aj
virusovou zlozkou patogéna.
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Legenda k obrazkom:
Obrazok 1, 2: Proteinové spektra kyslych extracelularnych proteinov izolovanych zo zdravych a infikovanych
primarnych listov jaémena cv. Dvoran a P04B v obdobi ukonéenia vegetativnej fazy ontogenézy patogénov
Na separaciu A-PAGE bol pouzity 1 pg proteinov. Gély boli farbené dusichanom striebornym; ¢¢- Cista cast’
infikovaného listu; i¢- infikovana Cast’ listu
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Obrazok 3: Westernblot pre identifikaciu Chil4.4 u extracelularneho proteinového extraktu izolovaného z
infikovanej Casti listu cv. Dvoran v obdobi ukoncenia vegetativnej fazy ontogenézy u patogéna SK-5/11.

Na A-PAGE bolo nanesenych 25ug proteinov. Ako primarna protilatka bol pouzita protilatka z kralika
pripravena k tomuto proteinu.

Obrazok 4: 2-D-PAGExSDS-PAGE na pritomnost’ Chi 14.4 v extracelularnom proteinovom spektre
primarnych listov ja¢mena cv. Dvoran infikovanych patotypom mu¢natky SK 5/11.

Na primarnu elektroforézu bolo pouzitych 40ug proteinov. Gél bol farbeny dusi¢hanom striebornym.
Obrazok 5: Elektroforetogram genomickej DNA izolovanej z primarnych listov ja¢mena zdravych a
infikovanych rastlin v obdobi ukoncennia vegetativnej fazy vyvinu patogéna.

1-DNA izolovana z listov zdravej rastliny- cv. Dvoran; 2- DNA- izolovand z primarnych listov infikovanych
patotypom mucnatky RU-3;3- DNA — izolovana z primarnych listov infikovanych patotypom mucnatky SK-
S/11.

Na elektroforézu bolo pouzitych 8ug DNA po ocisteni RN-azou A. Ako §tandard bola pouzita DNA A-faga
Stiepencho restriktazou HindIII.
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HODNOCENI VYSKYTU VIROVYCH ZAKRSLOSTI OBILNIN U VYBRANYCH
ODRUD JECMENE, PSENICE A TRITIKALE
EVALUATION OF THE SEVERITY OF BYDV AND WDV IN SELECTED
BARLEY, WHEAT AND TRITICALE CULTIVARS

Simona HORACKOVA — Zdengk NESVADBA — Ivana POLISENSKA

Barley yellow dwarf virus (BYDV) is a widely spread luteovirus including several strains out of which PAV predominates in
the territory of the Czech Republic (CR). BYDV symptoms are apparent as uneven leaf colouration - yellow, sometimes red
or violet colour spreading from the leaf tip towards its centre and base. The most distinct symptoms are found on older
leaves, whereas young leaves are free of them. According to Stromberg (2002), the virus survives in 20 aphid species,
particularly bird-cherry aphid (Rhopalosiphum padi) and grain aphid (Sitobion avenae), that live on a number of cereal and
grass hosts. Wheat dwarf virus (WDV) is classified among monogeminiviruses and infects wheat, barley, oat and some grass
species. These strains are transmitted by leafhopper (Psammotettix alienus).

Key words : BYDV; WDV; cereal; virus; aphid

Uvod

Virus zluté zakrslosti jeémene (BYDV) je Siroce rozsifeny luteovirus s nékolika kmeny, z nichz na tzemi
Ceské republiky pievlada kmen PAV, ktery se vyznaduje silnou patogenitou a efektivitou pfenosu. Symptomy
BYDV se projevuji jako nerovnomérné zbarveni listi, zlutou, nékdy ¢ervenou nebo fialovou barvou, postupujici
od $picky ke stfedu a k bazi listu. Nejvyraznéji se symptomy vyskytuji na starSich listech, mladé listy nebyvaji
ovlivnény. Virus pieziva dle STROMBERGA (2002) ve 20 druzich msSic, zvlast€ v msici stfemchové
(Rhopalosiphum padi), kyjatce osenni (Sitobion avenue), které Ziji na fad¢ obilnich a travnich hostiteld. Virus
zasahuje do rtstu infikovanych rostlin, zpomaluje vyvoj listi a kofentl, nékdy zabraniuje metani nebo zptisobi i
odumfeni rostlin. Mezi nejtypiCtéjSi symptomy napadenych rostlin patii zkraceni délky stébla, slabsi
odnozovani, zhorSeni prezimovani. Ztraty zptisobené BYDV zaviseji predev§im na druhu obilniny, ale také na
dob¢ infekce. U ozimého je¢mene ¢ini vynosové ztraty nachylnéjsich odriid z podzimni infekce 96-100 %, pii
jarnim napadeni 10-30 %. U jarniho jeémene dochazi ke ztratam 10-30 % (HRUDOVA, POKORNY 2008).

Virus zakrslosti pSenice (WDV) fadime mezi monogeminiviry, ktery napada psenici, je¢men, oves a nékteré
druhy trav. Tyto kmeny se pfenaseji cirkulativné prostfednictvim kiiska polniho (Psammotettix alienus). Ztraty
vynost u ozimého je¢mene pii podzimnich infekcich mohou ¢init 80—100 %, u jarniho je¢mene pak az 50 %
(HRUDOVA A POKORNY, 2008).

Vyznamnou strategii ochrany proti virézam predstavuje kombinace geneticko-Slechtitelskych postupt.
V piipadé BYDV je to tvorba perspektivnich odriid se zvySenou odolnosti. Pro zvySeni odolnosti k WDV, u
které nejsou znamy zdroje odolnosti jak u pSenice, tak u jeCmene, se jako nadéjné jevi metody transgenoze
(CHRPOVA a VESKRNA, 2008).

Material a metody

Pokus byl veden na pozemku firmy Agrotest fyto, s.r.o. Kroméfiz v letech 2006 az 2008. Bylo vyseto celkem
60 odrud ozimého je¢mene, jarniho je¢mene, ozimé pSenice a ozimého tritikale, tzn. od kazdého druhu 15 odrud.
U jednotlivych odrid bylo provedeno predsetové oSetfeni zrna motfidlem Raxil Secur (firmy Bayer AG), které
obsahuje systémovy imidacloprid, ktery piisobi insekticidné jako kontaktni a pozerovy jed. Jako kontrola byly
vysety stejné odriidy, ale nemofené. Vysev ozimych i jarnich obilovin byl proveden ve druhé poloviné zafi,
secim strojem Oyjord na parcely o plose 2,5 m>. Na jafe bylo provedeno osetieni herbicidy. Prvni vizualni
hodnoceni bylo provedeno koncem bfezna. Ve vegetatnim odstupu 3 tydnd od prvniho hodnoceni byla
pritomnost viru stanovena laboratornim imunoenzymatickym ELISA testem (Enzyme linked immunosorbent
assay) (BARTUSKOVA et al., 2007). Sklizeii parcel byla provedena v plné zralosti maloparcelnim kombajnem
Osevan. Po sklizni byl stanoven vynos zrna pfepoéteny na t.ha” a 14 % vlhkost.

Vysledky a diskuze

Ve vegetacnim roce 2006/2007 velmi dobfe pfezimovaly vSechny odridy ozimého jeCmene jak Sestitadého,
tak dvouradého. Hor$i pfezimovani se projevilo u nékterych odriid ozimé pSenice a rovnéz u tritikale.
Obdivuhodné dobie, az na nékteré vyjimky, prezimovaly i odridy jarniho jeCmene. Zatimco v roc¢niku
2007/2008 byly zjistény vyrazné rozdily v prezimovani nejen u jednotlivych druhd, ale i odrid. Nejhuie
pfezimovaly jarni jeCmeny a nékteré odridy ozimého jeCmene (tab. 2). Pfi prvnim hodnoceni po zimé (26. 3.
2007) byl kromé piezimovani zjiStovan i vyskyt symptoml virdz. Prestoze podzimni nélet obilnich msic do
porostl vzchazejicich ozimi nastal jiz koncem zafi, nebyl nijak vyjimecné silny. To znamena, Ze na vzchazejici
ozimy nalétavalo malé mnozstvi msic a tim i riziko pfenosu a $ifeni podzimni (primarni) infekce BYDV nebylo
velké. Presto se vSak v jarnim vegetacnim obdobi projevily u vétSiny jemend (ozimych i jarnich) znatelné
symptomy virové zakrslosti, projevujici se jako ohniskové intenzivni Zloutnuti, mirna zakrslost, bez redukce
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poctu rostlin. U nékterych odrid se projevilo silné Zloutnuti, za¢inajici redukce odnozi, zakrslost, slabnuti celych
rostlin (tab. 1). Zacatek podzimu 2007 byl poznamenan nadpramérnou letovou aktivitou obilnych msic, zejména
msice stftemchové. V druhé dekadé¢ fijna se vyrazné zpomalil vyvoj téchto msic a to hlavné diky prudkému
ochlazeni, kdy se denni teploty pohybovaly misty kolem 10 °C. Pii hodnoceni symptomu vir6z (28. 3. 2008),
byly vizualné, témét bez napadeni, hodnoceny odridy ozimé pSenice a tritikale. Znaény projev napadeni
vir6zami byl zaznamendn u ozimého a jarniho jeCmene. Jak pozdéji potvrdil i laboratorni test, doslo k
vyraznému napadeni infekci BYDV, naopak napadeni WDV bylo minimalni a bylo prokazano pouze u Sesti z
60 hodnocenych vzorkl. Pri¢iny dosazenych vysledkd uvedeného testu souvisi zfejmé s vSeobecné
silnym vyskytem obilnych msSic, ktery se pfiblizoval hodnotdm kalamitniho podzimniho pfemnozeni v letech
2001-2002 (KOHLER, 2007).

Vysledky testu z roku 2007 potvrdily, ze reakce vétSiny odrid na BYDV byla negativni, jak na oSetené tak i
neoSetfené varianté. V roce 2008 byla prokazana negativni reakce nékterych odriid na pfitomnost viru WDV
v nemofené varianté, zatimco pozitivni reakce na WDV byla zjisténa v mofené varianté (Alissa, Vilna a Jersey).
V roce 2007 prevazoval vyskyt WDV, naopak v roce 2008 byl dominujici vyskyt BYDV. Z jednotlivych druhti
obilovin dosahly v roce 2007 nejvyssi vynos odridy Sestifadého ozimého jeémene na nemotené varianté (v
praméru odrad vynos 8,2 tha™). OSetfeni motidlem se pozitivng projevilo na zvyseni vynosu zrna pouze u
tritikale a jarniho je¢mene a to az o 10 %. V roce 2008 byla situace zcela opacna. U vSech druhti byl prokézan
vliv mofeni na zvySeni vynosu a to az o 50 % u ozimych je¢ment. Nejvys$si vynos byl zaznamenan u tritikale a
to v priméru 13 tha™ v ofetfené variantg.
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Tab.: 1 Hodnoceni symptomu virové zakrslosti Tab.: 2 Hodnoceni symptomu virové zakrslosti na infekénim poli
na infekénim poli po pFezimovani 2006/2007 po piezimovani 2007/2008 a vysledky imunoenzymatického ELISA testu
% é g ELISA | ELISA g ELISA | ELISA
Odriida 2 [svz Odriida 2 |svz Odriida 2 |svz| WDV | BYDV Odriida 2 |svz| WDV | BYDV

6-fady ozimy je¢men Jarni je¢men 6-Fady ozimy je¢men Jarni je¢men
Luxor 9 1 _||[Forum 9 3 Luxor 4 N P |[Forum 3 5 N P
Luxor 9 1 3 ||[Forum 913 Luxor 7 N P _||[Forum 613 N P
Luran 9 | 3 |[Tolar 813 Luran 6 N P ||ITolar 313 N P
Luran 91 3 [[Tolar 813 Luran 7 N P |[Tolar 713 N P
Alissa 9 | 3 [|Sebastian 81 3 Alissa 6 N P ||Sebastian 415 N P
Alissa 9 | 3 ||Sebastian 813 Alissa 7 P P ||Sebastian 713 N P
Nelly 9 | 3 [|JAmulet 913 Nelly 3 N P [[Amulet 315 N P
Nelly 91 1 |Amulet 913 Nelly 613 N P ||Amulet 613 N P
Carola 8 | 3 ||Akcent 7 |5 ] [Carola s5Ps| N P |[Akcent 3 I N P
Carola 8 | 3 ||Akcent 913 Carola 711 N P ||Akcent 513 N N
Merlot 8 | 3 |[[Prestige 713 Merlot 5 N P [[Prestige 315 N P
Merlot 9 | 3 ||Prestige 913 Merlot 7 N P [[Prestige 513 N P
Lomerit 9 1 ||Olbram 61 3 Lomerit 7 l N P ||Olbram 2 N P
Lomerit 9 ] 3 ||Olbram 713 Lomerit 813 N P_||Olbram 6 N P
Traminer 9 1 |[Nordus 8 3 Traminer 6 5 N P |[Nordus 2 N P
Traminer 9 | 3 |[Nordus 813 Traminer 811 N N |[[Nordus 5 N P
Campill 9 | 3 [[Sabel 8 | 3 | [Campill 5 H N P |[Sabel 3 N P
Campill 9 | 3 ||Sabel 813 Campill 8] 3 N P ||Sabel 6 N P

2-fady ozimy je¢men Madonna 9 3 2-fady ozimy je¢men Madonna 4 N P
Tiffany 9 | 3 [Madonna 815 Tiffany 6 N P ||Madonna 513 N P
Tiffany 9 | S ||Saloon 613 Tiffany 8 N P ||Saloon 215 N P
Duet 9 | 3 ||Saloon 813 Duet 7 P P _[[Saloon 63 N P
Duet 9 [ 3 [scarlett 8 | 3| [Duet 8 N | P [lscarlett <l ~ | »
Jolante 9 | 3 |Scarlett 813 Jolante 6 N P |IScarlett 613 N P
Jolante 9 | 3 [[Kompakt 913 Jolante 713 N P [[Kompakt 315 N P
Vilna 8 | 3 [[Kompakt 8] 3 Vilna 715 N P |[Kompakt 713 N P
Vilna 9 5 Ozima pSenice Vilna 8 3 P P Ozima pSenice
Camera 9 | 3 |[Ebi 5 1 Camera 7 - N P ||Ebi 6] 3 P P
Camera 9 | 5§ |[Ebi 6] 1 Camera 813 N P ||[Ebi 6| 1 * *
Reni 9 | 3 ||Caphorn 8 1 Reni 715 N P |[Caphorn 6] 3 P P
Reni 8 | 3 ||[Caphorn 511 Reni 715 N P ||Caphorn 711 * *

Jarni je¢men Ilias 6 1 Jarni je¢men Ilias 6 3 N P

Philadelphia 8 | 3 |[[Ilias 711 Philadelphia 215 N P |llias 711 * *
Philadelphia | 9 | 3 Tritikale Philadelphia | 6 | 3 N P Tritikale
Jersey 8 | 3 |[Tricolor 61 1 Jersey 2 H N P ||Tricolor 513 N P
Jersey 8 | 3 |[Tricolor 8] 1 Jersey 6] 3 P P |ITricolor 711 * *
Legenda: Stupné projevu: ELISA : * nebylo analyzovano
Nemotend varianta - mo¥ena varianta 1- bez symptoma P - pozitivni
SVZ = symptomy virovych zakrslosti 9 - nejsilnéjsi projev BYDV a WDV N - negativni

Prace vznikla za finanéni podpory projektu MSM 2532885901.
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IDENTIFIKACE KULTIVARU MERUNEK POMOCI MIKROSATELITNICH
PRIMERU
IDENTIFICATION OF APRICOT CULTIVARS BY MICROSATELLITE PRIMERS

Eva CHROBOKOVA — Jana RADDOVA — Miroslav VACHUN — Boris KRSKA — Miroslav PIDRA

Microsatellite primers are often used in the studies of identification of cultivars of many species. The total of 16 apricot
cultivars maintened in the gene resources collection of Horticultural Faculty in Lednice, Department of Fruit Growing, were
analyzed using 10 microsatellite primers. 11 cultivars from Europe, 3 hybrid cultivars (Vesna, Betinka, Vynoslivyj), 1
cultivar from middle-asian eco-geographic group (Priusadébnyj) and 1 cultivar from iranocaucasian eco-geographic group
(Salah) were analyzed. The dendrogram of genetic similarity was constructed, based on the Jaccard coefficient. In
dendrogram four clusters were differentiated. The first cluster contains all european cultivars and one hybrid cultivar Vesna,
the crossing of European and middle-Asian cultivar. The second cluster contains middle-Asian cultivar Priusadebnyj. In the
next cluster 2 hybrids Betinka and Vynoslivyj are situated. In the fourth cluster the iranocaucasian cultivar Salah is
localized. All the cultivars analyzed have been successfully distinguished.

Key words: Prunus armeniaca, microsatellite primer, dendrogram, eco-geographic group

Uvod

Merunky pfedstavuji vyznamny ovocny druh. Jsou botanicky fazeny do rozsadhlého rodu Prunus, ktery
zahrnuje také dal$i agronomicky dulezité druhy, jako napt. tfesné (P. avium), visné (P. cerasus), Svestky (P.
domestica), slivoné (P. japonica), broskvoné (P. persica) a mandloné (P. amygdalus). Pti identifikaci kultivart
mnoha ovocnych druhti se dnes Uspé$né¢ vyuzivd metoda SSR (Single Sequence Repeats; mikrosatelity),
vyuzivajici amplifikace urcitych oblasti DNA. Ziskané vysledky v podobé SSR profilti odrid (tzv. mikrosatelitni
fingerprinty) umoziuji urcit podobnost, rozliSeni a vztahy mezi jednotlivymi genotypy. Jsou proto cennym
nastrojem analyz genetické diverzity, jak dokladaji vysledky ziskané jinymi autory.

Soubor 212 broskvoni a nektarinek byl testovan za pouziti 16 mikrosatelitnich primerd (ARANZANA et al.,
2003). Identifikace sledovanych kultivart byla uskute¢néna pomoci 3 vyselektovanych primeri. Celkové bylo
rozliSeno 87 % kultivart.

V praci AHMAD et al. (2004) bylo pouzito 28 mikrosatelitnich markert pro identifikaci a charakterizaci
kultivart merunék ke zjisténi, zda se meruika nevyskytuje v rodokmenu kultivarti slivoni. Mikrosatelitni
markery dokazaly rozlisit vSechny testované polozky a diky jejich unikatnim fingerprintim je zaclenit do skupin
(tzv. klastrt). Také RUIZ et al. (2004) testoval 8 mikrosatelitnimi primery pét meruiikovych kultivart ze
Spanélska a severni Afriky a dale 15 novych hybridnich kultivari merunék. U viech mikrosatelitnich primert
probéhla uspésna amplifikace SSR lokust. Vysledky umoznily molekularni identifikaci vSech meruiikovych
genotyptt kromé dvou hybridnich kultivart "Z109/58" a "Z108/38". Zajimavym vysledkem jiné prace bylo, Ze
mikrosatelitni primery poskytly u druhu Prunus mume (merunika japonskd) fragmenty, které zaroven obsahuji
lokus identifikovany u broskvoni (GAO et al., 2004). Sekvencni podobnost mezi P. mume a broskvoni byla
v tomto piipadé¢ 98 %. Kolekce 24 japonskych merunc¢k pochazejicich z riiznych geografickych oblasti byla
identifikovana pomoci 14 mikrosatelitnich primert, které byly vyvinuty pro ruzné druhy z rodu Prunus.

Také vztahy mezi kultivary merunék z Mad’arska a jizni Evropy byly uréeny pomoci SSR primera
(ROMERO et al., 2006). Ty byly pouzity ke studiu 9 kultivart z Budapesti a 11 kultivar ze Severni Ameriky a
jizni Evropy. Vytvofeny dendrogram zobrazil 2 klastry, z nichZ jeden zahrnul mad’arské kultivary a druhy se
dale ¢lenil na dvé podskupiny (severoamerické a jihoevropské kultivary). Polymorfizmus mikrosatelitnich
markert byl dale vyuzit pro sledovani genetické diverzity 62 kultivari merunék, pochéazejicich z rozdilnych
oblasti sttedni Evropy (MAGHULY et al., 2006). Na zakladé molekuldrné-genetickych analyz byl vytvofen
genotypti merun¢k, ziskané z RAPD analyz a ze sledovani morfologickych znakl. Mikrosatelitni a AFLP
markery fungovaly také jako nastroj k popisu 6 merunkovych kultivarti a dalSich hybridnich kultivart (STRUSS
et al. 2006). K analyzam bylo pouzito 20 primerovych parti mikrosatelitnich lokusii vyvinutych podle STRUSS
and PLIESKE (1998) pro tfeSen (Prunus avium). Vysoky stupen polymorfizmu mikrosatelitnich markert
umoznil rychlou a efektivni identifikaci sledovanych genotypti merunék.

Metoda SSR byla pouzita pro rozliSeni jednotlivych polozek v souboru kultivard z genofondu merunek.
Cilem bylo nalezeni souboru primert, které by byly schopny rozlisit sledované genotypy a rozdélit je podle
ekogeografickych skupin. Mikrosatelitni lokusy, vybrané na zaklad¢ literatury (LOPES et al., 2002; MESSINA
et al., 2004; HAGEN et al., 2004), byly pouZity na vybraném souboru nejrozdilngjsich genotypd se zamérem
posoudit miru polymorfizmu poskytovanou jednotlivymi mikrosatelitnimi primery.
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Material a metoda
Rostlinny material

Pro molekularné-genetické analyzy bylo vybrano 16 genotypu merunék, které jsou soucasti genofondové
kolekce udrzované Ustavem ovocnictvi na Zahradnické fakult® v Lednici na Moravé, Mendelova zemédélska
a lesnicka univerzita v Brné. Jednalo se o nésledujici odriidy: Strepet, Krasnos¢okij Nikitskij, Salah, VP-LE-118
(Velkopavlovicka), Neptun, Priusadébnyj, Marlen, Mad’arska C 235, Vesna, Pesci Orias, Luizet, Cadansko zlato,

vvvvvv

ve kterych vykazovaly vysokou genetickou odlisnost.
Izolace DNA

Izolace genomové DNA byla provedena ze zmrazenych listi izola¢nim kitem DNeasy Plant Mini Kit Qiagen.
Kvalita a kvantita genomové DNA byla provedena prostiednictvim elektroforézy na 1% agardéze a srovnanim
intenzity signalu se standardem A-DNA.

SSR analyzy

SSR analyzy byly provedeny podle postuptt LOPES et al. (2002), MESSINA et al. (2004) a HAGEN et al.
(2004). Na zaklad¢ téchto literarnich zdroji bylo vybrano 10 mikrosatelitnich lokusi, které na testovanych
souborech kultivar merun€k poskytovaly nejvyssi miru polymorfizmu. Amplifikaéni reakce probéhla v objemu
25 pul a obsahovala: H,O, 10x Buffer pro Dynazyme DNA Polymerazu (Finnzymes), DNA Polymerazu 5U/ul (1
U) (Finnzymes), 25 mM dNTPs (0,1 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP) — Promega, 20 ng templatové DNA.
Reakce byly provedeny v termocykleru Biometra® UNO II a Biometra® Tgradient.

Teplotni a ¢asovy profil reakce podle LOPES et al. (2002): 1 cyklus 95°C — 300 s, 1 cyklus odpovidajici
teplota annealingu — 60 s, 1 cyklus 72°C — 60s; 34 cykld (94 °C — 30 s, odpovidajici teplota annealingu —40 s,
72°C — 40 s), 1 cyklus 96°C — 30 s, odpovidajici teplota annealingu — 40 s, 1 cyklus 72 °C — 30 min.

Teplotni a ¢asovy profil reakce podle MESSINA et al. (2004): 1 cyklus 94°C — 300 s; 27 cykla (94°C — 30 s,
56°C —30s, 72 °C - 50 s), 1 cyklus 72°C — 480 s.

Teplotni a casovy profil reakce podle HAGEN et al. (2004): 1 cyklus 94°C — 180 s; 35 cykli (94°C — 60 s,
55°C—-60s, 72°C — 60 s), 1 cyklus 72°C — 300 s.

Pro ptedbéZnou kontrolu Gspésnosti/neuspésnosti amplifikace byla ¢ast objemu reakce nadavkovana na 1,5%
agarozovy gel, vizualizovany ethidiumbromidem. Produkty amplifikace byly separovany na polyakrylamidovém
nedenatura¢nim gelu v TBE pufru na vertikdlni elektroforéze (90 min, 20 W). Vizualizace produktd byla
provedena barvenim v TBE pufru s pfidanim ethidiumbromidu. Produkty amplifika¢ni reakce byly vyhodnoceny
pomoci binarni matice, ve které je pritomnost produktu oznacena jako ,,1* a jeho nepfitomnost jako ,,0%.
Vysledky byly statisticky zpracovany pomoci programu NTSYSpc, kdy z binarni tabulky byly vypocitany
koeficienty podobnosti (koeficient podle Jaccarda) a vysledny dendrogram genetické odliSnosti odrid byl
sestaven metodou UPGMA.

Vysledky a diskuze

Celkem bylo testovano 16 genotypl merunék pomoci 10 mikrosatelitnich lokust. Jeden mikrosatelitni lokus
(ssrPaCITA 15) poskytl uniformni spektrum u vSech analyzovanych genotypi (1 alela). Zminény mikrosatelitni
lokus nevykazoval polymorfizmus ani v souboru nejrozdilnéjsich genotypi, a z toho divodu se nebude vyuzivat
v nasledujicich analyzach. Ostatni mikrosatelity produkovaly v ramci sledovanych genotyptd od2 do 5 alel.
alely, které se nevyskytovaly u jinych odrid tohoto souboru: odrida Vynoslivyj (primer UDAp-410, alela
172 bp), Priusadébnyj (primer UDAp-420, alela 172 bp), Betinka (primer UDAp-407, alela 184 bp) a Salah
(primer ssrPaCITA 27, alela 267 bp).

Na zakladé statistickych analyz byl sestaven dendrogram genetické vzdalenosti odriid (Jaccardiv koeficient),
ve kterém jsou rozliSeny vSechny testované genotypy merunék (obr. 1). Dendrogram je mozno rozdélit na étyfi
klastry: v klastru ¢. 4 je samostatnd zafazena odriida Salah, ktera je geneticky vyznamné odliena od viech
ostatnich polozek. Jedna se o arménskou odrudu, ktera se fadi do skupiny iranokavkazskych odrid. KRICHEN
et al. (2006) sestavili pomoci 5 mikrosatelitnich markert kli¢ k identifikaci 54 odriid merunék a odriida Salah
byla rozliSena na zaklad¢ pouziti 3 mikrosatelitnich primert EPPCU9566, CPSCT039 a CPSCT024. V klastru ¢.
3 se nachézi hybridni odridy Betinka a Vynoslivyj. Betinka vznikla kfizenim odrid evropského a Cinského
puvodu. Vynoslivyj je kiizenim odridy evropské a stiedoasijské. V klastru ¢. 2 je vyclenéna odrida
Priusadebnyj. Jedna se o stfedoasijskou odriidu. Nejrozsahlejsi je klastr €. 1, ve kterém jsou zafazeny odridy
evropského pivodu. Pouze hybridni odriida Vesna predstavuje kiizeni odrudy stfedoasijské a evropské. Odridy
Paviot a Luizet pochazeji z Francie (HAGEN et al., 2002).
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Obrazek 1: Dendrogram genetické odlisnosti 16 odrid merunék, zalozeny na UPGMA analyze pfi pouziti
Jaccardova koeficientu po amplifikaci 10 mikrosatelitnimi lokusy. Métitko uvadi stupenn odlisnosti jednotlivych
odrud, interval 5 %.

Obrazek 2: Ukazka elektroforetické separace mikrosatelitnich produkti na polyakrylamidovém gelu
po amplifikaci mikrosatelitu ssrPaCITA-7.

Vysvetlivky: M — hmotnostni standard (velikost produktii v bp); analyzované genotypy: 10 — Strepet, 17 —
Krasno3¢okij Nikitskij, 18 — Salah, 23 — VP-LE-118 (Velkopavlovické), 24 — Neptun, 26 — Priusadbnyj, 28 —
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Marlen, 42 — Mad’arska C 235, 43 — Vesna, 52 — Pesci Orias, 56 — Luizet, 59 — Cagansko zlato, 61 — Reumberto,
65 — Vynoslivyj, 89 — Betinka, 90 — Paviot.

Zavér

V praci jsou prezentovany vysledky SSR analyzy souboru 16 kultivari merunék, uchovavanych
v genofondové kolekci Zahradnické fakulty v Lednici. Analyza 10 mikrosatelitnich lokusti umoznila Gspésné
rozliSeni a rozdéleni jednotlivych genotypt do klastrii v dendrogramu. Na zakladé vyhodnoceni binarni tabulky
byly vypocitany koeficienty odlisnosti (koeficient podle Jaccarda) a vysledny dendrogram genetické odlisnosti
odriid byl sestaven metodou UPGMA. Vyznamné se podaiilo odlisit irano-kavkazskou odriidu Salah a
stiedoasijskou odrudu Priusadébnyj. Obé odridy jsou samostatné zarazeny v jednotlivych klastrech. VSechny
evropské odridy jsou spole¢né umistény v dal$im klastru. Na zaklad¢ ziskanych vysledkl je mozné potvrdit, ze
vétS§ina nami pouzitych mikrosatelitnich primerti vykazuje vysokou rozliSovaci schopnost, a proto mohou
vyuzity v procesu identifikace kultivard, popf. v mapovani.
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VLIV GENOTYPU NA OBSAH AKRYLAMIDU V PRAZENYCH CEREALIICH
THE EFFECT OF GENOTYPE ON ACRYLAMIDE CONTENT IN ROASTED
CEREALS

Ondiej JIRSA — Veronika BARTACKOVA — Jana HAJSLOVA — Petr BUCHER — Petr
MARTINEK

Roasted cereals rank among foods that are treated with high temperatures, which results in acrylamide (AA) formation. The
present study was focused on the content of AA precursors in initial raw material and the effect of roasting parameters on AA
content in cereals. Two cultivars of barley, two cultivars of wheat and one cultivar of rye were examined. The wheat and
barley cultivars were managed under three growing treatments and barley also after three preceding crops. Grain samples
were roasted using a laboratory roaster. During roasting, the AA content was gradually increasing and then decreasing
along with rising temperature as well as time of roasting. Remarkable effects of the crop and genotype on the formation and
formation course of AA during roasting, and specific responses of individual crops and cultivars to the roasting temperature
and time were determined. In general, the lowest amount of AA was produced in barley, followed by rye, and the highest
content of AA was formed in wheat. In rye, the highest increase in AA was recorded after short roasting time, 15 minutes at
the temperature of 150°C. It indicates that the roasting course is similar to that in coffee. In wheat, the decrease in AA
content with the roasting time and temperature was not as pronounced as in rye. Preceding crops and crop management
practices did not significantly affect the AA content.

Key words: acrylamide, cereals, roasting

Uvod

Zjisténi vyskytu pomérné vysokych koncentraci akrylamidu (AA) v bézné¢ konzumovanych potravinach
vyvolalo velkou pozornost odbornikdi na bezpecnost potravin, protoze se jedna o latku povazZovanou za
pravdépodobny karcinogen pro cloveka (IARC, 1994) a navic i o u€inny neurotoxin. Jeho pfitomnost byla
potvrzena v mnoha druzich tepelné zpracovanych potravin, zejména v kave, ceredlnich produktech (prazenych
sladech, k&vovinach, chlebové kiirce) a smazenych bramborovych vyrobcich.

Ke vzniku AA v potravinach dochazi v pribéhu tepelného zpracovani. Za hlavni mechanismus je vSeobecné
povazovana reakce mezi volnym asparaginem a karbonylovymi slouceninami (hlavné redukujicimi sacharidy)
jako soucast Maillardovy reakce. Béhem této reakce vznika fada velmi reaktivnich karbonylovych sloucenin,
které reaguji vzajemné a také s pfitomnymi aminoslouceninami. Kromé reakci vedoucich ke vzniku AA
probihaji v potravinach také elimina¢ni reakce, kdy AA reaguje s velkym poctem potravinovych slozek. Hladina
AA klesd po prekroCeni uréité teploty, nebot' rychlost jeho eliminace prevySuje rychlost jeho tvorby
(CIESAROVA, 2005).

Mnozstvi vzniklého AA je zavislé na mnozstvi asparaginu a dostupnosti a typu redukujicich sacharidi.
Tvorba AA zacina pii teploté nad 100 °C, s rostouci teplotou v rozmezi 120 az 210 °C se zvysuje, ale zaroven
stoupa i rychlost jeho degradace (FRIEDMAN, 2003). VétSina AA se nahromadi v kone¢nych fazich peceni,
grilovani nebo smazeni kdy se snizuje vlhkost potraviny a zvySuje se povrchova teplota. Vyjimkou je kéva,
u které se obsah AA vyznamné snizuje v pozdé€jsich fazich prazeni, kdy pfevladaji eliminacni reakce.

Clanek se zabyva sledovanim vlivu genotypu a podminek péstovani na obsah prekurzori AA a vlivu
podminek prazeni obilovin na obsah AA.

Material a metody

Pro pokus byly vybrany dvé odriidy jarniho je¢mene Bojos (krmny), Prestige (sladovnicky), dvé odridy
ozimé pSenice Ebi (kvalita A), Rapsodia (kvalita C) a odrida ozimého zita Dankowskie Nowe, které¢ byly
sklizeny v roce 2007. Odrudy jeCmene byly péstovany po tiech predplodinach: cukrovce, obiloving a fepce,
odridy ozimé pSenice a Zita byly péstovany po pfedploding obiloving. VSechny varianty (odridy, pfedplodina)
byly péstovany pii tfech intenzitdch: nizké (L), stiedni (M) a vysoké (H), které¢ se liSily aplikaci hnojiv,
fungicidii a morforegulatort rdstu.

U vybranych vzorkl zrna z vySe uvedenych pokustu byly stanoveny: hmotnost 1000 zrn (HTZ), objemova
hmotnost (OH) a obsah dusikatych latek (N-latky) v zrnu Dumasovou metodou (N x koeficient 5,7). Ve vzorcich
Srotu byl stanoven obsah asparaginu metodou HPLC-FLD. Mezi zjiStovanymi znaky byly zjistény korelacni
zavislosti. Analyza obsahu cukrii (glukosa, fruktosa a sacharosa) byla provedena ve VUB Havli¢kiv Brod.
Obsah AA v prazenych obilovinach byl stanoven ve VSCHT Praha.

Pro stanoveni vlivu teploty a doby prazeni na obsah AA byly vybrany varianty kontrastni v obsahu N-latek a
asparaginu (obr. 1).

S vybranymi vzorky bylo provedeno zkouseni vlivu doby prazeni (15, 30, 45 a 60 minut pii teploté 150 °C) a
vlivu teploty prazeni (150, 160, 170, 180 a 190 °C po dobu 15 minut). Jednalo se o nasledujici varianty: Bojos
po cukrovce pfi vysoké intenzit€ péstovani, Prestige po fepce pii nizké intenzité péstovani, Dankowskie Nowe
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Akrylamid (ug/kg)

po obiloving pfi stfedni a vysoké intenzité péstovani, Rapsodia po obiloving pfi nizké intenzité péstovani, Ebi po
obiloving pii vysoké intenzité péstovani (obr. 2).

PraZeni vzorki bylo provedeno na prazi¢i PRE 1 Z (Probat). VSechny vzorky byly prazeny z vychozi teploty
150 °C na maximalni teplotu 190 °C. Doba prazeni ¢inila 15 az 20 min, az byla dosazena standardni barva. Pro
stanoveni vlivu teploty a doby praZzeni na obsah AA byly vybrany pro kazdou pfedplodinu dva vzorky, s niz§im
a vyssim obsahem N-latek. Casové zavislost byla sledovana pfi teploté prazeni 150 °C a dobéch 15, 30, 45 a
60 min. Teplotni zavislost byla stanovena pii dob€ prazeni 15 min a teplotach 150, 160, 170 a 180 °C.

Vysledky a diskuse

Obsah asparaginu vyznamné koreloval s HTZ (r =-0,89) a OH (r = 0,83). Obsah AA ve vzorcich prazenych
na 190 °C vyznamné koreloval s obsahem asparaginu (r = 0,68), HTZ (r =-0,70) a OH zrna (r = 0,81).

Jednotlivé plodiny a odriidy reagovaly specificky na teplotu a dobu prazeni (obr. 2). U jeCmene se prazenim
vytvarelo nejméné AA. U Zita byl obsah AA nejvyssi po kratké dobé prazeni 15 minut pii teploté 150°C a pak
klesal s teplotou i Casem. Byly zjiStény rozdily mezi odridami Ebi a Rapsodia. U nepotravinarské odridy
Rapsodia byl nartist obsahu AA velky, u potravinaiské odridy Ebi maly.

Po pocatecnim vzestupu obsahu AA dochazelo se zvySujici se teplotou a rovn€z i s dobou praZeni
u hodnocenych genotypt (s vyjimkou odridy Rapsodia) ke zpomaleni, zastaveni nebo poklesu obsahu AA.
Pokles obsahu AA u zita ukazuje na urcitou podobnost s pribéhem prazeni kavy. Zmény koncentraci obsahu AA
béhem prazeni zrna ukazuji na vyrazny vliv analyzovanych genotypti (plodiny a odridy), ktery byl potvrzen
intervaly spolehlivosti provedenych méfeni.

R : ra
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Zavér

Prazené obiloviny nachazeji uplatnéni napf. jako nahrazky kavy, prisady do peciva (barveni) nebo soucast
dalSich cerealnich vyrobkt. Proto je nutné sledovat vliv technologie zpracovani z hlediska vlivu na zdravi
spotiebitele. Byl zji§tén vyrazny vliv plodiny a odridy na tvorbu AA, vliv pfedplodiny a péstitelské technologie
nebyl prikazny. Slozitost vztahu mezi obsahem AA a teplotnimi zasahy ukazuji specifické reakce
analyzovanych genotypt na teplotu a dobu prazeni.

Prace byla podpotena projektem MSMT Ceské republiky &. 2B06168.
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SLECHTENI SALATU V CESKE REPUBLICE
BREEDING OF LETTUCE IN THE CZECH REPUBLIC

Katefina KARLOVA — Karel DUSEK

The breeding of lettuce (Lactuca sativa L.) has a long history in the Czech Republic because lettuce is one of the traditional
vegetable species there. After the collapse of Communist governments and opening of free market with seeds a lot of foreign
varieties (especially from the Netherlands) of all vegetable species glutted the markets. Czech breeders lived a hard period at
that time and couple of traditional breeding companies came apart, so only four national breeding and seed producing
companies interested in lettuce stayed alive up today.

In current National list of varieties listed in the State Variety Book there are 94 lettuce varieties presently which consist of 68
butterhead lettuces, 23 crisphead lettuces and 3 roman lettuces. The oldest variety still recommended for production is winter
crop variety ‘Altenbursky” which was registered in 1941 (!) and there are 5 another varieties older than 30 years but after all
the majority of listed varieties (69) come from last ten years. Some Czech origin lettuce varieties, for example 'Kral Mdje’,
"Lednicky’, 'Détenicka atrakce” and "Smaragd “S”" became very famous in all the Europe and it were used for breeding of
many modern cultivars.

Key words:lettuce, breeding, variety

Uvod

Prvni zminky o odriidach salatu v ¢eskych zemich pochazeji z pocatku 19. st. (Moravec, Kvasnicka 1969) a
cilem tohoto pfispévku je podat struény piehled o vyvoji Ceskych odrid od této doby do soucasnosti a
pfipomenout i pracovisté, kde tyto odridy vznikaly a vznikaji.

Material a metody
S ohledem na informativni charakter pfispévku byla pouzita pouze metoda kompilace informaci z nize
uvedenych prament.

Vysledky a diskuze

Prvni zminka o odriidach salatu v ¢eskych zemich byla nalezena v prazském semenaiském katalogu (J. F.
Convalina) zr. 1811, kde byly nabizeny odridy jako francouzsky s macinkami rozpjatymi, tentyz kadefavy,
hlavkovy (rany, zluty, vrany, velky listu cervené obroubeného aneb berlinsky), hlavac nejvétsi aneb Mogolova
palice, hlavaty §vejdsky, hlavkovy z Cervena poskvrnény atd. V prvni pol. 19. st. byl u nas salat jiz v§eobecné
roz§iten, protoze Magdalena Dobromila Rettigova v 6. vydani domaci kucharky (1953) uvadi, ze ,,neteba psati,
jak se ma hlavkovy salat délat™.
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ven. Kamenacée rozdéluje na dvé formy — se Zlutavymi nebo s jemné zelenymi listy. Kamena¢ byl obliben a
roz§ifen, protoZe netrpél nepfiznivym pocasim a mél pevné hlavky. U letniho salatu je uvedena poznamka o
mnoha odrudach, ale bohuzel nejsou vyjmenovany. Zimni hlavkovy salat autor rozdéluje na maly a velky,
zeleny, hnédy i zlutavy (MORAVEC, KVASNICKA 1969). V tomto obdobi viak nelze hovofit o ,,odridach®
v pravém smyslu slova — jednalo se spiSe pouze o rizné formy a morfotypy salatu.

SITENSKY (1924) uvadi odridy k rychleni (‘Cisatsky’, ‘Ideal’, ‘Universal’, "Kamenohlavek’), rané polni
('Kral maje’, 'Kamenohldvek’, 'Prvacek’, 'Rudolfiv’, 'Tvrdohlavek’, 'Struhovity’), letni ("Turnovsky
tvrdohlavek’, "Perpignansky’, "Svéhlavec’, "Triumf’, ‘Lublansky”), zimni ("Nansen’, "Maselnik’, "Zimni zluty")
a dale salat k trhani, fimsky, chfestovy a listovy neboli k fezdni ke sklizni, kdyz rostliny vytvoii 4-5 listd
(MORAVEC, KVASNICKA 1969). Z pouzitych nazvii jasné vyplyvé, Ze u vétsiny ze jmenovanych odrid se
jedna o krajové odridy, které dostavaly nazvy podle svych charakteristickych vlastnosti, nebo mista svého
pestovani.

Pocatky cileného lechténi salatu v Geskych zemich Ize datovat p¥iblizné na prelom 19. a 20. st. Slechténi se
v této dobé vénovaly zem&délské Skoly i podniky, soukromé $lechtitelské stanice a od r. 1919 vznikaly i statni a
zemské vyzkumné Ustavy a stanice (BARES a kol. 2001). Z krajového salatu Dagického z pardubicka byl
Zemskym tustavem pro zuslecht'ovani rostlin v Pferové r. 1915 selekci vyslechtén "Hanécky letni” a z odrady
"Bzenecky” byl Sekci pro zuslecht'ovani rostlin Zemskych ustavl zemédélskych v Brné vyslechtén ‘Gourmand’.
Odridy krychleni se vétSinou fadily do skupiny bud rychlikd, nebo kamenacd. Landovsky uvadi
v Zahradnickém slovniku (1942) tadu krajovych odrid pro rychleni (‘Cisafsky’, "Kamenacek zeleny’,
"Kamenacek zlatozluty’, ‘Dvorského jubilejni”’) a odridy letni ("Kutnohorsky’, "'Kamenac velky’, ‘Bzenecky’,
"Vaviinecky’, "Hradecky milacek’, 'Pstruhovity’, ‘Kudridv letni". Ze zimnich saldtd byl znamy 'Div
podébradsky’, zvany i "Podébrad” (Moravec, Kvasnicka 1969) a fada dalsich krajovych odrud a ekotypu, jejichz
pfesny puvod nebyl znam. Jako piiklady lze uvést "Novosidelsky’, "Kunovicky’, "Slovensky krajovy’,
"Herkules’, 'LeSensky’, 'LeSensky podébradsky’, "Hansen’, 'Z Hradist¢’, 'Rychlik z Hradiste¢’, "LeSensky
rychlik” a dalsi (BETLACH 1964).
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Staré krajové a nové vyslechténé odridy vsech plodin byly ministerstvem zemédé€lstvi postupné oficialné
registrovany. Zpocatku byly registrace odrid ru¢né zapisovany do Knihy ptivodnich odrid osiv a sadi (kniha je
ulozena v UKZUZ v Brné a prvni zapis je datovan 1921), pozd&ji, ziejmé v obdobi zalozeni UKZUZ (1951), do
Statni odriidové knihy, ktera svou funkei plni dodnes (KRMELOVA 2008). Statni odrtidovéa kniha je Gfednim
seznamem odriid rostlin, které jsou v Ceské republice zaregistrovany pro uznavani a uvadéni do obéhu, a
obsahuje i tidaje o adresach udrzovateli odriid a drziteld §lechtitelskych prav (Seznam odrid ... 2008). V Utedni
listing Protektoratu Cech a Moravy ze dne 2.7.1941 byla zvefejnéna dvojjazy¢éna vyhlaska ministerstva
zemédelstvi, kterou byla na naSem uzemi vydana prvni listina povolenych odriid zemédélskych plodin (LPO) a
vtomto seznamu byly uvedeny i zuSlechténé plvodné krajové odridy salatu hlavkového ‘DasSicky’,
"Kutnohorsky letni” a "Prithonicky &erveny’ (LUZNY, PETRIKOVA, 2005a). LPO (v pribéhu let pod réiznymi
nazvy), ktera kazdoro¢n¢ uvadela seznam odrid vSech zemédélskych plodin, které byly vyzkousené a v daném
roce povolené pro mnozeni (LPO 1948), vychazi dodnes a vSechny zapisy, zmény a dopliky zépisi jsou
priibézné zveiejiovany ve Véstniku UKZUZ (Seznam odrid ... 2008).

Vr. 1948 napi. uvadéla LPO celkem 19 odrid salatu. Jednalo se o salat k rychleni "Selecty Stupicky
Kamenaé” (1), ‘Boettnertv’, "Jansky Kamenac¢” (Kr), ‘Kral Maje’, "Victoria’, rany "Hanacky” (2), "Visnovsky
Gourmand” (3), 'Kraj Maje polni’, letni "Atrakce’, ‘Bohemia’, "Kutnohorsky” (Kr), "‘Prihonicky cerveny” (Kr),
zimni "Altenbursky’, "Nanseniv’, ‘Hnédy’, ‘Maslovy’, k olamovani "Americky hnédy” a "Australsky zluty” a
k trhani ‘Maslovy s vydutymi listy’. Cisla v zavorkach udavaji piislusného $lechtitele odriidy (1 — Selecta,
spole¢nost pro péstovani osiv a sadi, Praha; 2 — Zemsky ustav pro zuslechtovani rostlin, Pferov; 3 — Zemské
vyzkumné ustavy zeméd¢lské, Brno), zkratka Kr znamend odrtidu krajovou a neoznacené odridy byly pfihlaseny
jako kmenové. Odrudy krajové a kmenové neptislusely zadnému urcitému Slechtitelskému podniku (LPO 1948).

V povalecném obdobi let 1945-1947 byla fada zemédélskych a samoziejmé i zahradnickych podnikd
zkonfiskovana a po nékolika reorganizacich nastalo obdobi centralniho fizeni vyroby, hospodaiskych podnikd,
SS, mnozeni i vyzkumnych tstavii (LUZNY 2005).

Listina povolenych odrud byla kazdoro¢né aktualizovana — byly vyfazovany odrudy jiz prekonané, které uz
nespliiovaly stanovené pozadavky a dopliiovany byly odridy nové. Napf. vr. 1962 bylo v LPO uvedeno jiz
pouze 10 odrid (k rychleni ‘Béttnertiv’, 'Kamyk’, "Prostéjovsky Rychlik’, 'Rudnicky” a "Stupicky Kamenac’,
rany "Veltrusky Kral maje” a "Mélnicky Kral maje’, letni "Détenickd Atrakce’, 'Bohemia” a "Prihonicky
cerveny’ a salat k pfezimovani "Altenbursky”) a tento stav setrval jen s drobnymi odchylkami az do r. 1983, kdy
se pocet povolenych odrid rozrostl az na 21 véetné osmi zahranic¢nich odrtid povolenych pro dovoz osiva. Dalsi
vetsi narast byl zaznamenan v r. 1987 — LPO uvadéla 31 odrid salatu véetné deseti zahranicnich.

Politické zmény po roce 1990 pfinesly konec centralniho fizeni, cenové regulace a zajiStovani odbytu
produktii zahradnické vyroby. Prestalo fungovat monopolni postaveni organizaci, mnohé centralni zahradnické
podniky zanikly, nebo se roz¢lenily na mensi zavody, nékteré objekty byly restituovany, jiné privatizovany.
Uvolnénim mezinarodniho obchodu se podstatné zvysil konkurenc¢ni tlak zahrani¢nich firem, na coz nase domaci
zelinarska vyroba nebyla viibec pfipravena. Atraktivni nabidka a dobra obchodni strategie pestrého sortimentu
vizualné i cenové lakavych produktt pred¢ily domaci Ceské vyrobky. Zahraniéni import zastihl Ceské
zahradnictvi nepfipravené a neschopné adekvatné na nové vzniklou situaci reagovat (LUZNY, PETRIKOVA
2005b).

Tato problematicka situace se promitla i do stavu ceského Slechténi salatu a zastoupeni domacich odrid
v LPO. V r. 1994, kdy se oproti 36 povolenym odridam z r. 1993 pocet odrid uvedenych v LPO rozsifil na 62,
byla u nadpolovi¢ni vétSiny téchto odrid (35) piihlaSovatelem zahrani¢ni firma. 30 odrid pochézelo
z Holandska, 5 z Némecka — z &eskych firem méla nejvétsi podil Sempra Praha a.s. (13 odrtid) a Semo, SS
zelenin s.r.0., Smrzice (12 odrid). U zbylych odriid patfila vlastnicka prava firmam VURV Praha-Ruzyné, SUP
Troubsko — SS Libochovice, SEVA FLORA, s.r.0. Valtice a Vyzkumny a $lechtitelsky Ustav zelinaisky
Olomouc. A&koli byl v této dob& podet §lechtitelskych pracovist’' v CR silné zredukovan, jejich odborna trovei a
dosahované vysledky byly velmi dobré. Dokladem jsou desitky novych Ceskych odrid zelenin z této doby,
s kvalitou srovnatelnou, ne-li vyssi, nez dovdzené odridy zahraniéni — u nas Casto neovéfené a pro nase
péstitelské podminky mnohdy nevhodné. Za obdobi 1991 — 2002 bylo v CR vyslechténo az 170 ptvodnich
odrtd zelenin véetné F1 hybridd (Luzny, Petfikova 2005b). Na tomto mnozstvi se samoziejmé podilel i salat —
v uvedeném obdobi bylo v CR registrovano 30 novych &eskych odriid. Nejvétsi podil na téchto odriidach méla
firma Semo Smrzice, s.r.o., kterd v tomto obdobi k registraci ptfihlasila 19 odrid. DalSimi pfihlasovateli byly
firmy Moravoseed, s.r.o. (7 odrtid) a Selgen, a.s., Sempra Praha, a.s., Sempra Olomouc, a.s. a Seva-Flora, s.r.o,
(kazda po 1 odridé). Soucasné bylo ale v tomto obdobi v CR registrovano 95 odriid salatu ze zahraniéi (86
z Nizozemi, 5 z Italie a po jedné z Némecka a Slovenska) a tento pomér mezi ¢eskymi a zahrani¢nimi odradami
nelze oznacit jinak nez smutny.

Po vstupu CR do Evropské unie (2004) byla distribuce zahrani¢niho osiva jesté usnadnéna - odridy
registrované v jiném staté EU jiz nemusely byt CR registrovany znovu (KRPESOVA 2008). Pocate¢ni
dramatickd expanze zahrani¢nich odrid vsak jiz naSt€sti pominula a Cesti zakaznici se zacali opét vracet k
Ceskym odridam.

Ke dni 15.6.2008 je v Seznamu odrid zapsanych ve Statni odridové knize uvedeno 94 odrud salatu, z nichz
68 odrid predstavuje salat hlavkovy, 23 odrid salat listovy a 3 odrudy salat fimsky. Vzajemny pomér ceskych a
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zahrani¢nich odrtud se vyrazn¢ zménil. 60 odrid, které vyslechtili a udrzuji ¢eské firmy (25 — Semo, s.r.o., 19 —
Moravoseed, s.r.o., 9 — Seva-Flora, s.r.o. a 7 — Sempra Praha, a.s.; n¢kolik odrid je soucasn¢ udrzovano 2-3
firmami soucasné€) ku 42 odridam zahrani¢nim (30 — Nizozemi, 8 — Italie, 2 — Francie a po jedné odrudé
Némecko a Slovensko) znamena jisté pfijemny posun. NejstarSi dosud platnou odridou je zimni salat
"Altenbursky’, ktery byl registrovan jiz v roce 1941 (1) a dosud nebyl pfekonan. Také dalsich 5 odrud je starSich
ticeti let, ale hlavni podil tvoii samoziejmé odridy vyslechténé v poslednich 10 letech (Seznam odrud ... 2008).

Vzhledem k nepfeberné Skale tvarl, barev a velikosti se Slechténi salatu dnes zaméfuje predevSim na
rezistence k chorobam nebo na specialni pouziti. To zahrnuje napiiklad nékteré velmi rané odridy salatu urcené
pro sklizen ve stadiu baby-leaf do salatovych smési (Krpesova 2008). Ackoliv i dnes trva vySlechténi nové
odridy salatu 5 az 10 let, Zivotnost odriid na trhu se, az na vzacné vyjimky, stale zkracuje (Vondraskova 2003).
Hlavni pficinou je ale u salatu vysoky infekéni tlak patogend, ktefi stale rozsituji uzemi svého vyskytu a stale
Evropé vyskytuje v minimalné 24 agresivnich rasach. Infekéni tlak patogeni je tak silny, Ze 1 moderni odrudy,
patogeniim rezistentni, si svoji rezistenci uchovaji pouze jeden az tii roky od svého uvedeni na trh (Vondraskova
2003). Po této dobé rezistence upada, nebo se objevuje nova agresivni rasa patogena, proti které uz odrida
odolna neni.

Zavér

Zavérem lze Fici, ze §lechténi salatu ma v CR bohatou historii a nékteré ptivodni ¢eské odraidy, napt. 'Kral
Maje’, 'Lednicky’, ‘Détenicka atrakce” a "Smaragd “S™’, byly velmi uspé$né i v Evropském méftitku a podilely
se na vzniku mnoha dal$ich odrtd.
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MOLEKULARNA DETEKCIA PUROINDOLINOVYCH GENOV PSENICE
MOLECULAR DETECTION OF THE PUROINDOLINE GENES IN WHEAT

Lenka KLCOVA

Puroindolines are lipid-binding proteins associated with grain hardness. In wheat, Pina and Pinb genes are located on the
short arm of 5D chromosome. The soft grain texture in wheat is a result of both puroindoline genes being in the active form
and bound to starch. In the case of one of the puroindolines is either absent or altered by mutation, the result is a hard
texture. Deletion in Pina (Pina-D1b) and glycine to serine sequence change at position 46 (Pinb-D1b) are the most frequent
mutations. We optimised the method for the most common Pin alleles detection. This way of hardness characterisation is
going to be used in Slovak and Czech wheat cultivars screening.

Key words: hardness, Pina and Pinb alleles, puroindoline, wheat

Uvod

Jednou z hlavnych vlastnosti pri uréeni koncového vyuzitia pSenice je tvrdost’ zrna. Suvisi s poSkodenim
skrobu pocas mletia a so schopnostou absorbovat’ vodu. Skrob tvrdych zin sa ldme intenzivnejsie. Mikké
pSenice maji nizs§i obsah proteinov (MARTIN et al., 2001). VSeobecne sa muka z tvrdych pSenic pouziva na
vyrobu chleba, z mékkych na vyrobu kola¢ov a jemného peciva. Hlavny gén pre tvrdost’ zrna (Ha-Hardness)
bol lokalizovany na kratkom ramene 5D chromozému (LAW et al., 1978). Mikka forma je dominantny,
jednoducho dedeny znak. Alely Ha génu sa tiez nachadzaju na 5A a 5B chromozoéme, ale neexprimuji sa.
Protein friabilin je viazany na povrchu Skrobovych zin a spaja sa s Ha lokusom. V nadbyto¢nom mnozstve sa
nachadza pri mikkych pSeniciach, v malom mnozstve pri tvrdych a vobec sa nenachadza v Triticum durum
(GREENWELL a SCHOFIELD, 1986). BLOCHET et al. (1993) izolovali proteiny, ktoré viazu lipidy a nazvali
ich puroindoliny. St bazické, bohaté na cystein a maju antimikrobialne uc¢inky. GAUTIER et al. (1994) izolovali
c¢DNA kore$pondujucu s génmi purindolin A (Pina) a puroindolin B (Pinb). Makka $truktira zrna je podmienena
aktivnou formou oboch Pin génov. Ak je jeden z puroindolinov zmeneny alebo chyba, zrno ma tvrda Struktaru
(MORRIS, 2002). Tretou castou friabilinového komplexu je GSP protein (grain softness protein). Patri
k rovnakej skupine bielkovin, ale nema vyznamny podiel na tvrdosti zin (GIROUX a MORRIS, 1997). Doteraz
sa popisalo 8 Pina alel (mikka Pina-D1a, mutované Pina-D1b, c, g, I, m, n, p) a 12 Pinb alel (mdkka Pinb-D1a,
mutované Pinb-D1b, ¢, d, e, f, g, p, t, u, v, w) (MIKULIKOVA, 2007). Najbeznejiiec muticie v Pin géne st
Pina-D1b — delécia (nulova) a Pinb-D1b — zmena glycinu na serin v polohe 46 (BHAVE a MORRIS, 2008).
Nasim cielom bolo optimalizovat podmienky molekularnej detekcie tychto mutacii, ¢o sa vyuzije pri
charakterizacii puroindolinovych génov slovenskych a ¢eskych odrdd psenice.

Material a metody

Pouzili sme primery Pina-DI-F  (5'-CCCTGTAGAGACAAAGCTAA-3"), Pina-DI-R  (5'-
TCACCAGTAATAGCCAATAGTG-3"), Pinb-D1-F (5-ATGAAGACCTTATTCCTCCTA-3"), Pinb-D1-R (5'-
TCACCAGTAATAGCCACTAGGGAA-3"), Pinb-glyR (5'-CTCATGCTCACAGCCGCC-3"), Pinb-serR (5'-
CTCATGCTCACAGCCGCT-3") (GAUTIER akol., 1994; TRANQUILLI a kol., 1999; GIROUX a MORRIS,
1997). Testovali sme rozne podmienky a priebeh PCR reakcie. Optimalizacia prebichala na kontrolnych
odrodach psenice so znamym alelickym zlozenim (tab. 1). DNA bola izolovana zo 100 mg mladych listov
DNeasy Plant Mini Kitom (Qiagen). Amplifikdciu sme uskutoCnili za pritomnosti Tag-DNA polymerazy
(Invitrogen) v termocykleri PTC-200 (MJ Research Inc., Waltham). Elektroforeticka separacia PCR produktov
prebiehala v 1,4 % agarézovom géli po farbeni etidium bromidom.

Vysledky a diskusia

Pri vSetkych pouzitych primeroch sme upravovali zlozenie reakénej zmesi (mnozstvo primeru, dNTP,
polymerazy) a objem reakcie. Optimalizovana PCR reakcia prebichala v objeme 15 pl so zloZenim: 25 ng DNA,
1x PCR reakény tlmivy roztok, 1,5 mM MgCl,, 0,2 mM dNTP, 200 nM primery, 0,8 U Tag-DNA polymerazy.
V ramci anelacie sme testovali teploty 55-58 °C. Amplifika¢né podmienky pre Pina: avodna denaturacia 3 min
pri 94 °C; 37 cyklov: 90 s pri 94 °C, 90 s pri 55 °C, 2 min pri 72 °C; zaverec¢na polymerizacia 10 min pri 72 °C.
Pre Pinb je vhodna anela¢nd teplota 58 °C, inak platia rovnaké podmienky amplifikacie. PCR produkt alely
Pina-D1a ma dizku 330 bp, pri alele Pina-D1b sa neamplifikuje Ziadny produkt (obr. 1). Potvrdili sa Pina-D1a
alely v odrode Bolero, Brasilia, Pascal a Saliente, mutovanid Pina-D1b alela v odrode Amidon. V rozpore
s udavanou Pina-D1b alelou odrody Eridano (GAZZA et al., 2005) sme v nej potvrdili Pina-D1a. Dizka PCR
produktu amplifikacie celého Pinb génu je 447 bp. Na rozliSenie Pinb-Dl1a a Pinb-D1b alely sme pouZili
primery Pinb-glyR/Pinb-serR (GIROUX a MORRIS, 1997) v pare s Pinb-D1-F, kde bol produkt dlhy 250 bp
(obr. 2). Druhou moznostou rozliSenia tychto Pinb alel je pouZitie restrikénej endonukleazy Bsr BI po
amplifikacii celého génu (TRANQUILLI et al., 1999). V odrodach Bolero, Eridano, Amidon sa potvrdila
pritomnost’ Pinb-Dla, v odrodach Brasilia, Pascal, Saliente Pinb-D1b alely. Odroda Astrodur (T. durum)
neamplifikovala Ziadnu Pin alelu (nepritomnost’ D-genomu).
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Zaver

Optimalizovali sme podmienky a priebeh PCR reakcie pre ur¢enie normalnych a najbeznej$ich mutovanych
Pin alel na 7 odrodach psenice so znamym alelickym zlozenim. Tento spdsob detekcie vyuzijeme pri
charakterizacii puroindolinovych génov slovenskych a ¢eskych odréd psenice.

Tabul’ka 1: Pritomnost’ Pin alel v odrodach psenice
Odroda | povod | Pina-D1 Pinb-D1 330bp
Amidon | USA b a
Astrodur | AUT - -
Bolero ITA a a
Brasilia ITA a b
Eridano ITA b a

a b

a b

Obrazok 1: Produkty PCR reakcie pre detekciu Pina alel
v 7 odrodach psenice (1-Brasilia, 2-Bolero, 3-Eridano, 4-
Saliente, 5S-Amidon, 6-Astrodur, 7-Pascal, 8-H,0)

Pascal FRA
Saliente ITA

Pinb-serin (b)

Obrazok 2: Produkty PCR reakcie pre detekciu Pinb alel v 7 odrodach pS$enice (1-Brasilia, 2-Bolero, 3-Saliente, 4-Eridano,
5-Pascal, 6-Amidon, 7-H,O, 8-Astrodur)
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INTERAKCE KYSELINY ABSCISOVE A ETYLENU V PROCESU TVORBY HLIZ
LILKU BRAMBORU (Solanum tuberosum L.) IN VITRO
THE INTERACTION OF ABSCISIC ACID AND ETHYLENE DURING TUBER
FORMATION OF POTATO (Solanum tuberosum L.) IN VITRO

Marek KLEMS — Zdenék STEPAN — Anna BRADACOVA — Pavla SOLNICKA — Helena
VITKOVA — Helena FISEROVA

The objective of this study was to determine the level of abscisic acid, ethylen and CO, production during potato microtuber
formation in vitro. Stem nodal segments of potato plants were cultivated in vitro 8 weeks on Murashige-Skoog medium
containing modified level of inorganic nitrogen (10-12 xM or 65 -70 xM), 80 g/1 sucrose and 10 mg/l benzylaminopurine.
Cultures with low nitrogen level in induction medium showed higher frequency of tuber formation. During induction of tuber
formation (first two weeks of cultivation) nodal segments produced ethylene. Later ethylene production inhibited the growth
of stolons and tuber formation. Higher level of abscisic acid was determined in leaves, later in stolons and tubers on nodal
segments cultivated on induction medium with low level of nitrogen.

Key words: tuberization, abscisic acid, ethylene, potatoe

Uvod

Tvorba hliz u lilku bramboru (Solanum tuberosum L.) je regulovana fotoperiodou a fytohormony, pfedevs§im
zvy$enym pomérem ABA/GA za kratkodennich podminek (WHEELER and TIBBITTS 1997, MACHACKOVA
et al. 1998). Endogenni ABA stimuluje proces tuberizace (ABDULLAH and AHMAD 1980). Velmi vyznamna
je role etylénu, ktery se podili na celé fadé procesti v prub&hu rtstu a vyvoje rostlin. Etylén vstupuje do interakci
s ostatnimi hormony, kdy miiZze nepfimo stimulovat tvorbu hliz v nizkych koncentracich, zvlasté na zacatku
tuberizace. Pozdé&ji etylén tvorbu hliz inhibuje (MINGO-CASTEL et al. 1976). Tuberizaci negativn¢ ovliviiuje
zvySeny piijem nitratd. V rostlinach se zvySuje obsah endogennich cytokininti a snizuje se obsah ABA, zrychluje
se vegetativni rist a obecné se prodluzuje vegetacni doba rostlin (LIPS et al. 1970 ). Naopak snizené mnozstvi
nitratd a zvysSeni obsahu ABA za soucasného snizeni obsahu cytokinini vede obecné v rostlinach k piechodu ke
kveteni, indukci tvorby hliz a zasobnich organt, eventuelné k dormanci (CRAMER et al. 1995). Cilem prace
bylo studovat vztah mezi obsahem kyseliny abscisové, produkci etylénu a CO, pifi in vitro kultivaci
jednonodalnich segmentt stonku bramboru ve vztahu ke tvorbé (mikro)hliz. Experiment byl proveden pfi dvou
urovnich oSetfeni dusikem (snizeny a zvyseny obsah anorganického dusiku v indukénim médiu). Byla sledovana
frekvence tvorby hliz, pocet hlizek a jejich hmotnost, dale obsah endogenni ABA v jednonodalnich segmentech
stonku a v listech a také produkce etylénu a CO,.

Material a metody

K indukei tvorby hlizek byly pouzity jednonodalni segmenty stonku ze sterilné vypéstovanych rostlin
(odrida Karin). Rostliny byly kultivovany na modifikovaném médiu MS (MURASHIGE and SKOOG 1962)
s obsahem 30 g/l sachar6zy, 8 g/l agaru a pH 5,8 pii trvalém osvétleni. Pro indukci tvorby hliz byly kultivovany
tii varianty: varianta se snizenym obsahem anorganického dusiku v médiu (10-12 pM), varianta se zvySenym
obsahem dusiku v médiu (65-70 uM) a kontrola (pfiblizné 40 uM anorganického dusiku). Média vSech tfi
variant obsahovala 80 g/l sachardézy 10mg/l BA pro indukci hlizek. Kultivace jednonodalnich segmentii stonku
probihala na fotoperiodé 8/16 (8 hodin svétla a 16 hodin tmy). Byla hodnocena frekvence tvorby hlizek (%) od
¢tvrtého tydne po zalozeni kultury jednonodalnich segmentli, obsah ABA v jednotlivych ¢astech rostlin pomoci
RIA metody, za pouziti monoklonalni protilatky MAC 252 (QUERRIE et al. 1988). Stanoveni etylénu bylo
provedeno pomoci plynové chromatografie (FISEROVA 1994). Pro stanoveni obsahu ABA byla provedena 4
opakovani vzorku, pro stanoveni produkce etylénu a CO, 5 opakovani a morfologické hodnoceni bylo provedeno
v 6-ti opakovanich. Vysledky byly statisticky hodnoceny analyzou variance.

Vysledky a diskuze

Viditelna tvorba hliz v in vitro kultufe byla zaznamenana tfi tydny od zaloZeni experimentu. SniZeni obsahu
anorganického dusiku v médiu vedlo k intenzivnéjsi tvorbé hliz. Tato varianta méla nejvyssi frekvenci tvorby
hliz z celkového poétu zaloZenych explantatli a tvorba a rlst hliz byly u této varianty nejrychlejsi. Naopak
zvySeni obsahu dusiku (40 uM) v médiu vedlo ke sniZzeni frekvence tvorby hliz. Tyto rozdily byly na konci
kultivace statisticky prikazné oproti kontrole a v piipadé snizeného obsahu dusiku v médiu dosahla frekvence
tvorby hliz téméf 80 %. Etylén obsazeny v plynném prostiedi kultury in vitro ovlivitoval tvorbu hliz obdobné,
protoze nejveétsi pocet banck v nichz doslo alespon na jednom explantatu ke tvorbé hlizky byl charakteristicky
pro kultivaéni variantu se snizenym obsahem dusiku. Tyto vysledky odpovidaji vysledkim MINGO-CASTELA
et al. (1976), v jehoz experimentech se produkce etylénu snizovala od obdobi iniciace hlizy az do obdobi jejiho
rustu. Analyzy produkce etylénu prokazaly, ze snizeny obsah dusiku v médiu vytvari pro tvorbu hliz dobré
kultivac¢ni prostiedi, nebot’ z pocatku jednonodalni segmenty produkovaly vice etylénu a pozdéji se produkce
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etylénu snizila. Naopak u varianty se zvySenym obsahem dusiku v médiu z pocatku poklesla produkce etylénu.
Nejvyssi obsah kyseliny abscisové byl zaznamenan nejprve v listech jednonodéalnich segmenti stonku. Pozdé&ji
doslo ke zvyseni obsahu ABA v pupenech a v rostoucich stolonech. Zvyseni obsahu ABA v pribéhu tuberizace
uvadéji KRAUSS et al. (1981). Snizeni obsahu dusiku v médiu opét vedlo ke zvySeni obsahu ABA. Vysledky
poukazuji na moznost ovlivnéni produkce sadbovych brambor pomoci optimalizace hnojeni, tento poznatek
uvadi i ATKINSON et al. (2003). Detailn¢ budou tyto vysledky prezentovany v posteru.
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POROVNANI REOLOGICKYCH METOD PRO HODNOCENI KVALITY TESTA
PSENICE
COMPARISON OF RHEOLOGICAL METHOD FOR EVALUATION OF WHEAT
DOUGH QUALITY

Zuzana KOCOURKOVA — Tibor SEDLACEK

The quality of wheat can be evaluated by diferrent methods, including rheological tests. Alveograph and mixograph are
methods based on the measurement of rheologicatl characteristics of wheat dough. Multiple regression analysis of
mixographic parameters was used for the prediction of alveographic parameters in this work. The regression equation for
conversion from mixographic data to the alweographic W was extracted.

Key words: alveograph, mixograph, rheology, wheat, breeding

Uvod

V pekarenské technologii se pro hodnoceni mechanickych vlastnosti tésta vyuziva pfistroji vyhodnocujicich
reologické vlastnosti tésta. Reologické metody jsou zalozeny na méteni fyzikalnich vlastnosti tésta, na zjistovani
vztahll mezi plisobicimi silami a deformaci tésta (Dobraszczyk a Morgenstern, 2003). Pro reologické posouzeni
pSeni¢ného tésta existuje fada pristroji umoznujicich predikci jeho chovani béhem zpracovatelského procesu,
mezi které patii také alveograf a mixograf.

Alveografické hodnoceni, kdy probiha deformace tésta napinaného tlakem plynu, byva pouzito ke zjistovani
pekarské kvality v pekarenské technologii a pfibuznych oborech zpracovavajicich té€sto pSenice. Mixografické
hodnoceni reologickych vlastnosti je soucasti fady Slechtitelskych programi. Na rozdil od alveografu je pfi
mixografickém hodnoceni mala spotieba vzorku a kratky Casu pro analyzu, z toho divodu je mozné toto

Cilem prace bylo porovnat moznost predikce alveografickych parametri a vytvoreni regresni rovnice pro
prepocet alveografického W z mixografickych hodnot.

Material a metody

Alveografické hodnoceni tésta bylo provedeno na souboru 54 odrid psenice a 3 lokalit z pokust UKZUZ
podle normy ICC 121. Tyto vysledky byly porovnavany s vysledky mixografického hodnoceni, které bylo
provedeno na SS Stupice na piistroji ReoMixer (REOMIX Instruments) podle normy AACC 54-40A (1995).
Tésto bylo pfipraveno z 10 g mouky a normovaného pridavku vody. Mouka pouzita pro analyzy byla semleta na
laboratornim mlynu Chopin CD1. Vystupem mixografického hodnoceni byla kiivka, kterd je charakterizovana
16 parametry. Obsah proteinit v mouce byl stanoven NIR metodou.

Statistické hodnoceni bylo provedeno v programu Statgraphics centurion, verze XV.

Vysledky a diskuse
Metodou vicenasobné linearni regrese byl hodnocen vztah alveografickych parametr s 16 mixografickymi
parametry, ke kterym byl jako dalsi faktor pfidan obsah proteinu v mouce.

Tabulka 1: Koeficient determinace a vysledky F testu

Parametr R’ F P
\\% 80,00 33,89 0,000
p 70,41 20,15 0,000
L 40,79 5,84 0,000
P/L 36,60 4,89 0,000

Vzhledem ke zjisténému relativné vysokému koeficientu determinace a hodnotam F testu ve vztahu mezi
alveografickym parametrem W (vyjadfujici deformacni energii, ktera je charakteristikou pekaiské sily mouky) a
hodnotami mixografickych parametrti je mozna predikce W na zakladé nasledujici rovnice:

W = -62,5 + 12,0¥Protein + 12,5*IHTP - 376,9*buildup + 169,5*peaktime + 232 6*peakwidth +
420,4*peakheight - 3,6*peakAngle + 49,6*breakdown + 4,6*areabelow + 21,0*areawithin - 220,9*initslope -
158,6*initwidth - 470,0*initbuild - 485,5*timel 2 - 31,3*endwidth + 78,4*widthbuild - 38,9*wdthinitbld
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Obrazek 1: Porovnani predikovanych hodnot se skutecné zjisténymi pro alweografické¢ W

Na zéklad¢ vysledkti uvedenych v tabulce 1 lze ptfedpokladat dobrou predikéni schopnost rovnéz pro
alveograficky parametru P (vyjatujici odpor tésta). Horsi vysledky byly ziskany pro alveografické parametry L
(charakterizuje taznost tésta) a pomérovému Cislu P/L. Vyuzitelnost mixografického hodnoceni pro predikci
pekarské kvality potvrdili napt. Dobraszczyk a Schofield 2002).

Zavér

Hodnoceni reologickych vlastnosti tésta pSenice pfistrojem ReoMixer vykazuje vysokou shodu
s alveografickym parametrem W. Z mixografického stanoveni je mozné pomoci regresni rovnice predikovat
alveografické W. Vyhodou mixografického stanoveni v porovnani s alveografem je malé mnozstvi vzorku
potiebného pro analyzy, ¢asova nenarocnost a nizkd mira ovlivnéni vysledkt lidskym faktorem a podminkami
laboratofe.
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VHODNOST ODROD DATELINOVIN DO SUCHYCH PODMIENOK
VYCHODOSLOVENSKEJ NIZINY
THE SUITABLE OF CLOVER PLANTS VARIETIES
INTO DRY CONDITIONS OF THE EAST SLOVAK LOWLAND

Ladislav KOVAC

In dry and warm conditions of the East Slovak Lowland production parameters of selected sorts and perspective varieties of
clover plants were observed. Results of experiments were significantly influenced by meteorological factors. Significantly the
highest yields were ascertained in the 3 crop year 2008, then followed year 2007 and the 1% crop year 2006. The highest
yield (18.44 t ha™) was determined at variety Amos and this yield was significantly higher than yields of further varieties.
Variety Magura with yield 17.57 t ha™ was second the most production variety. In yields Magura variety was no-significant
higher than varieties Nodula, Rezista and Margot. Yields of all other observed varieties of clover plants were statistically
significant lower than yield of Magura variety. Significantly the lowest yields were noted at bird's-foot clover variety Polom.
Key words: clover plants, yields, dry conditions

Uvod

Vychodoslovenska nizina (VSN) sa najmé v letnom obdobi vyznacuje teplym a suchym priebehom pocasia.
Vyber vhodnych druhov viacrocnych krmovin (VRK), ale aj odrod je nevyhnutnou podmienkou na dosiahnutie
vysokych tirod kvalitného krmiva. Tejto problematike sa na VSN venuje pozornost’ uz dlhsie ¢asové obdobie
(GEJGUS — KOVAC, 1998; KOVAC, 2003).

Material a metéda

Pokus s monokultirami datelinovin bol zaloZzeny na experimentalnom pracovisku SCPV — Ustavu
agroekologie v Milhostove. Pracovisko sa nachddza 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 %). St to tazké fluvizeme glejové, ktoré sa vel'mi tazko obrabaju. Pokus bol zaloZeny roku 2006
v desiatich variantoch a troch opakovaniach a pokracoval v rokoch 2007 a 2008.

V pokuse bolo zaradenych 7 tetraploidnych odréd dateliny lu¢nej — Vesna, Radegast, Rezista, Amos,
Nodula, Margot a Magura, dve tetraploidné odrody Marieta a Slatina a 'adenec rozkaty Polom. 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 GZitkovom
roku sa aplikoval len fosfor a draslik v takej istej davke ako pred zalozenim pokusu. Produkcia susiny sa
hodnotila analyzou rozptylu s testovanim rozdielov. Poveternostné podmienky na stanovisti si uvedené v
tabul’ke 1.

Tabul’ka 1: Priemerné mesacné teploty vzduchu a thrny zrazok v Milhostove

. Teplota vzduchu [°C] . Uhrny zrdzok [mm]
Mesiac DP 2006 2007 | 2008 | M1 pN 2002 2007 2008
I. -33 -4,7 2.4 -0,5 I. 32 13 40 36
1I. -1,0 -2,6 2,8 2,0 1I. 28 41 40 11
I11. 3,5 2.3 8,2 5,1 I11. 27 48 18 30
IV. 9,7 11,3 11,2 10,7 IV. 39 49 6 48
V. 14,6 14,8 17,5 15,0 V. 53 83 38 40
VI 18,2 18,8 20,7 19,3 VI 78 96 72 61
VII. 19,6 22,5 22,5 19,7 VIIL. 76 18 11 140
VIII. 19,0 18,8 21,7 20,1 VIII. 63 151 29 53
IX. 14,8 16,3 13,6 14,0 IX. 41 5 147 34
X. 9,1 10,3 9.2 X. 39 23 62
XI. 4,0 5,4 2,5 XI. 43 16 26
XII. -0,7 2,2 -0,8 XII. 41 13 29
priemer 8.9 9,6 11,0 suma 559 556 543
Vysledky a diskusia

Pokus s odrodami d’atelinovin bol zalozeny 17.05.2006. Datelinoviny zacali vzchadzat 22.05.2006. V
tabulke 2 s uvedené produkcie susiny podl'a rokov. Najvyssie produkéné parametre v roku 2006 dosahovali
odrody Amos s trodou 4,17 tha” susiny, Radegast s urodou 4,06 t.ha” suginy a Nodula s Girodou 3,92 t.ha™
suSiny. Na vysku produkcie suSiny v roku 2007 vyrazne vplyvali suché a teplé poveternostné podmienky.
Podobne ako v prvom aj v druhom tuzitkovom roku bola najprodukénejsia tetraploidna odroda d’ateliny lucnej
Amos (7,49 tha™).V tretom tzitkovom roku 2008 v poraste tiez dominovali tetraploidné odrody.
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Tabulka 2: Produkcia susiny d’atelinovin podl’a rokov [t.ha™]

Produkcia suSiny
Odroda 2006 2007 2008 Spolu
Vesna 3,26 5,92 6,54 15,72
Radegast 4,06 5,04 6,81 15,91
Rezista 3,70 6,17 6,82 16,69
Amos 4,17 7,49 6,78 18,44
Nodula 3,92 6,19 7,01 17,12
Margot 2,97 6,19 7,26 16,42
Magura 3,73 6,87 6,97 17,57
Marieta 3,62 5,63 6,14 15,39
Slatina 3,18 5,48 5,95 14,61
Polom 2,99 3,54 6,43 12,96

Na zaklade Statistickych hodnoteni bola signifikantne najvysSia uroda dosahovana v poveternostne
priaznivejSom roku 2008, pred rokom 2007. Preukazne najnizsie urody boli dosiahnuté v roku zalozenia pokusu
2006. Za tri Gzitkové roky sa najvyssia uroda dosiahla pri odrode Amos — 18,44 t.ha™'. Tato roda bola Statisticky
preukazne vysSia nez pri ostatnych odrodach okrem odrody Magura, ktora bola druha najprodukénejsia s irodou
17,57 tha”'. Odroda Magura nepreukazne tirodovo prevy3ovala odrody Nodula, Rezista a Margot. Dosahovala
Statisticky preukazne vysSie trody ako vSetky ostané tetraploidné a diploidné odrody. Preukazne najnizsia tiroda
sa dosiahla pri l'adenci rozkatom Polom.

Zaver

V suchych ateplych podmienkach VSN sa sledovali produkéné parametre vybranych druhov a
perspektivnych odrdd datelinovin. Na vysledky z pokusnych sledovani vyrazne vplyvali poveternostné
podmienky. Preukazne najvysSie urody sa dosahovali v tretom tzitkovom roku 2008, pred rokom 2007 a prvym
Gzitkovym rokom 2006. Najvyssia troda (18,44 tha™) bola dosiahnuti pri odrode Amos. Tato uroda bola
Statisticky preukazne vysSia ako pri ostatnych odrodach okrem odrody Magura, ktora bola druha
najprodukénejsia s urodou 17,57 tha”. Odroda Magura nepreukazne urodovo prevySovala odrody Nodula,
Rezista a Margot. Ostatné odrody $tatisticky preukazne prevysovala. Signifikantne najnizsie urody sa dosiahli pri
l'adenci rozkatom odrody Polom.
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ZVYSUJU NITROFENOLATY TOLERANCIU RASTLIN CAKANKY NA SUCHO?
DOES APPLICATION OF NITROPHENOLATE ENHANCE THE CHICORY
DROUGHT TOLERANCE?

Marek KOVAR — Ivan CERNY

Tolerance to environmental stresses (includes drought) is very complex feature of plant. Experimental results
obtained during 10-days dehydration cycle of chicory shown that foliar applied p-nitrophenol (2 mM
concentration) enhance of drought tolerance. Chicory plants treatment by nitrophenol sustained RGR on stabil
level up until 68 % RWC. This effect was accompanied by accumulation of osmotically active compounds. The
accumulation of free proline under dehydration in chicory is new knowledge.

Key words: plant growth regulator, antioxidant system, carbohydrates, nitrophenol, chicory

Uvod

Vykonnost’ biologického materialu (odrod) pol'nohospodarskych plodin je determinovana schopnost'ou efektivne vyuzivat’
zdroje prostredia (najmd vodu, Ziarenie a mineralne latky). Okrem toho, modemé odrody by mali mat’ vysoka schopnost’
plasticity fyziologickych procesov, ¢o by im umoznilo efektivne sa prispdsobovat’ periodicky, ale aj sezonne sa meniacim
podmienkam prostredia (VALLADARES et al. 2007). Prave plasticita fyziologickych procesov novych odrdd v reakeii na
environmentalne stresové situdcie je vSak problémom, ¢o nasledne vedie k znizovaniu ich trody (RICHARDS et al. 1999).

Vyznamnym faktorom prostredia, ktory v nasich podmienkach limituje pol'nohospodarsku produkciu, je nedostatok vody
(BRESTIC a OLSOVSKA 2001). Vodny stres, ktory vzniké v reakcii rastlin na nedostatok vody v pode, sposobuje celt radu
biochemickych a fyziologickych zmien, najmé energetickych procesoch. Vysledkom tychto zmien je redukcia rastu a tym aj
kvantity a kvality produkcie plodin.

Jednou pri¢in poSkodenia fyziologickych procesov rastliny v stresovych podmienkach je nadmerna tvorba
a uvolniovanie aktivnych foriem kyslika (ASADA 1999). Ukazuje sa, Ze prave expresia antioxidaénych enzymov
zohrava dolezita ulohu v tolerancii rastlin vo¢i nepriaznivym faktorom prostredia (FOYER a NOCTOR 2000).

V sticasnom obdobi do popredia vstupujii snahy minimalizovat’ negativny G¢inok stresovych situacii na realizaciu rastovo-
produkéného procesu prostrednictvom aplikacie biologicky aktivnych latok s potencialnym antistresovym ticinkom. Jedna sa o
prirodné i syntetické latky, ktoré sa zapajaji do metabolizmu bunky, najmi cez regulaciu proteosyntézy, uhlikového
metabolizmu, metabolizmu hormonalnych latok, dusikového metabolizmu, syntézy sekundarnych metabolitov a
pod. Vysledkom je ovplyviiovanie akumulacie organickej hmoty prostrednictvom zvySovania efektivnosti
vyuzivania vody, ziarenia a mineralnych latok (GUO et al. 1994). Jednou skupinou Siroko vyuzivanych
biologicky aktivnych latok si nitrofenolaty. Tieto aktivne latky sa prirodzene vyskytuju v rastlinach a stimuluju
rastové procesy najmé cez mechanizmus zmeny aktivity Specifickych antioxida¢nych systémov enzymatického
charakteru.

Ciel'om prace bolo Studovat’ efekty folidrne aplikovaného nitrofenolu na metabolizmus uhlika a antioxida¢né
enzymy pocas dehydrataéného cyklu a zistit’, ¢i aplikacia nitrofenolu zlepSuje toleranciu rastliny na sucho.

Material a metédy

Rastliny ¢akanky obycajnej (Cichorium intybus L.) odrody Fredonia Nova boli pestované v nadobovych
experimentoch (2 kg podno-raselinového substratu na nadobu) v sklenikovych podmienkach. Pocet rastlin na nadobu bol
4. Substrat bol denne hydratovany vodou v mnozstve 300 ml na nadobu. 30 dni po vzideni bol na nadzemnu Cast’ rastlin
mikropostrekom aplikovany 2,0 mM roztok 4-nitrofenolu sodného (Riedel-de Haén; cat. n. 36612-1G-R) v davke 5 ml na
rastlinu. Kontrolné rastliny boli oSetrené rovnakym mnozstvom vody. Dehydrataény cyklus rastlin bol indukovany
prerusenim zalievania substratu 42 dni po vzideni. Fyziologické a biochemické merania boli uskutocnené na 5.
liste rastliny (pocitané od bazy). Dizka dehydrataéného cyklu bola 10 dni.

Biochemické parametre antioxidacného systému (aktivita SOD a POX), metabolizmu dusika (prolin) a uhlika (celkové
rozpustné sacharidy) boli stanovené spektrofotometricky podla KOVAR a CERNY (2007). Membranova stabilita bola merana
konduktometricky podl'a TRIPATHY et al. (2000). Relativny obsah vody bol hodnoteny gravimetricky podl'a (BARR
a WEATHERLEY 1962). Rastovu aktivitu nadzemnej ¢asti rastlin sme charakterizovali prostrednictvom zmien
relativnej rychlosti rastu (RGR).

Experimenty boli uskuto¢nené v Styroch blokoch, v troch az piatich opakovaniach. Vysledky sme
Statisticky spracovali prostrednictvom Standardnych grafickych a Statistickych metod.

Vysledky a diskusia

Problematika minimalizacie dopadu stresovych situacii na produktivitu plodin je vysoko aktudlna a zaoberaju sa
nou popredné fyziologické laboratoria zakladného aj aplikovaného vyskumu. Uvazuje sa o vyuzivani réznych
agrotechnickych opatreni pri pestovani plodin, d’alej tvorbe nového biologického materialu aj cestou genetickej
manipulécie, alebo vyuzitim biologicky aktivnych latok, ktoré po zapojeni do metabolizmu rastlinnej bunky indukujii
adapta¢né odpovede (OOSTERHUIS a ROBERTSON 2000).
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Postupna dehydratacia pddneho substratu sposobila v listoch
Cakanky pokles relativneho obsahu vody (RWC) (obr. 1). V
terminalnej faze dehydrata¢ného cyklu (10. defi) uroven RWC
dosiahla v nitrofenolom neosetrenych rastlinach hodnotu
61,50+3,47 %. Osetrenie rastlin nitrofenolom zvysilo v dobre
hydratovanych rastlinich RWC na uroven 94,1810,98 %.
Podobny efekt nitrofenolu na obsah vody v pletivach rastlin
baviny pozorovali aj BYNUM et al. (2007). Dehydratacia
pddneho substratu sposobila znizenie hodnoty RWC na hodnotu
69,74+£3,68 %.

Je zname, ze na metabolickej urovni sucho spdsobuje
poruchy v distribucii energie a zvySuje produkciu reaktivnych
foriem kyslika (ROS). Bunka na tento stav homeostaticky
reaguje zvySenou aktivitou antioxidacnych enzymov, najmai
superoxiddismutazy (SOD) a peroxidazy (POX) (ASADA 1999;
FOYER a NOCTOR 2000). Foliarna aplikacia nitrofenolu
sposobila v dobre hydratovanych rastlinach cakanky aktivaciu
antioxida¢ného systému (obr. 2). Tento rozdiel oproti
neoSetrenému variantu predstavoval pri SOD 34,8 % a POX 4,4
% narast aktivity. ZvySenie aktivity antioxidacnych enzymov
nitrofenolmi (v priemere o 16 %) pozorovali v bunkach rastlin
rajciaka pestovaného v optimalnej vodnej zasobenosti aj
DJANAGUIRAMAN et al. (2004). Pocas dehydratacného
cyklu, kedy zvySena produkcia ROS je kompenzovana narastom
antioxidacnej kapacity, sme v rastlinich ¢akanky neoSetrenych
nitrofenolom zaznamenali narast aktivity SOD na trovei
183,73£14,52 Umin”.mg”, ¢o predstavuje zvysenie aktivity
oproti dobre hydratovanym rastlindim o 58,39 % (obr. 2).
V rastlinach oSetrenych nitrofenolom sme zaznamenali narast
aktivity SOD na tiroven 254,36%15,82 % co zodpoveda 65,37 %
narastu oproti pociatocnej urovne pred dehydrataciou substratu
(dvojnasobny narast oproti aktivite v kontrole).

Stupent  oxidaéného poskodenia buniek je mozné
charakterizovat’ prostrednictvom indexu membranovej stability
(MSI) (obr. 3). V dobre hydratovanych listoch ¢akanky sme
zistili MSI na tGrovni 95,64+1,86 %. Aplikacia nitrofenolu
indukovala zvySenie MSI o viac ako 1 %. S prehlbujicou sa
dehydrataciou sme pozorovali pokles hodnoty MSI v dosledku
oxidacného poskodenia buniek. Zvysena aktivita antioxidacnych
enzymov v homeostatickej detoxikacii ROS pocas sucha v
rastlindch oSetrenych nitrofenolom sa prejavila v udrzani MSI do
urovne 75 % RWC. V termindlnej etape postupnej dehydratacie
(10. den) dosiahla hodnota MSI nitrofenolom neosetrenych
rastlin - 53,79+7,14 % a rastlin oSetrenych nitrofenolom
76,82+4,25 %. Tento rozdiel predstavuje zvySenie membranovej
tolerancie prostrednictvom nitrofenolu oproti kontrole 0 42,8 %.

S parametrami antioxidacnej aktivity pocas postupnej
dehydratacie sme hodnotili schopnost’ osmotickej upravy.
Foliarne aplikovany nitrofenol spdsobil v dobre hydratovanych
rastlinach narast koncentracie volného prolinu (takmer
patnasobné), ako aj mnozstva redukujicich sacharidov (o 22 %)
(tab. 1). Tento narast plne suhlasi s pozorovaniami,
uskuto¢nenymi na rastlinach cakanky oSetrenych pripravkom
Atonik v celovegetaénych experimentoch (KOVAR a CERNY
2007). Pocas dehydratacie nastava akumulacia osmoticky
aktivnych latok (prolin, rozpustné cukry), ¢o sme pozorovali aj
v pripade suchom ovplyvnenych rastlin cakanky. Osmoticka
uprava umoziuje udrzat intaktné fyziologické procesy, ¢o sa
v kone¢nom dosledku prejavi v udrzani rastu. Takyto vztah sme
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Obrazok 3 Index membranovej stability (MSI; %)
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cyklu. me - dobre hydratované rastliny; oo -
dehydratované rastliny; mo - neoSetrené rastliny;
o0 - nitrofenolom oSetrené rastliny. n=5+SE.
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pozorovali v pripade foliarne osetrenych listov nitrofenolom, ked” sme zistili v terminalnej faze dehydratacného cyklu

Tabulka 1: Relativny obsah vody (RWC; %), koncentracia volného prolinu (Pro; pmol.g"), obsah rozpustnych sacharidov
(TCs; mmol.g”) arelativna rychlost’ rastu (RGR; mg.g’h™) vterminalnom obdobi dehydrataéného cyklu (10. deft) rastlin
cakanky. RWC, Pro a TCs merané v 5. liste, RGR nadzemna Cast’ rastliny.

Variant RWC [%] Pro[umolg'] | TCs[mmolg'] | RGR[mg.g'h']
Hydratované rastliny 9126+ 134 0,67+0,04 31,76 + 2,60 433+0,60
Dehydratované rastliny 61,50+ 3,74 43,60 £2,35 3843+3,11 0,81 +0.27
Hydratované rastliny osetrené nitrofenolom 93,43 +1,08 495+ 0,65 34,58 +3,86 490+0,84
Dehydratované rastliny osetrené nitrofenolom | 69,74 +3,68 73.27+536 49,62 +4.63 207+032

relativnu rychlost’ rastu (RGR) nadzemnej &asti na trovni 2,07+0,32 mg.g".h™', pricom v pripade suchom

ovplyvnenych ale nitrofenolom neoSetrenych rastlin RGR dosiahlo v tomto obdobi dehydratacie tiroven 0,81+0,27
1.1

mg.g .h.

Zaver

Experimentalne vysledky ziskané pocas 10-dhového dehydratacného cyklu rastlin Cakanky ukazali, Ze
foliarne aplikovany nitrofenol (2 mM), ktory je aktivnou zlozkou pripravku Atonik, zvySuje toleranciu na sucho.
Pozorovali sme, Ze rastliny oSetrené nitrofenolom udrzuji pocas dehydratacie RGR na stabilnej Girovni az do
poklesu RWC 68 %. Tento efekt bol doprevadzany akumulaciou osmoticky aktivnych latok. Novym poznatkom
je, ze dehydratacia v rastlinach ¢akanky indukuje akumulaciu vol'ného prolinu. Ukazali sme tak, ze aplikacia
nitrofenolu na list cakanky zvysuje toleranciu proti suchu. Mechanizmus a to, ¢i sa jedna o vSeobecny fenomén,
je potrebné d’alej Studovat’ a blizsie charakterizovat'.
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MOZNOSTI PREKONANI DORMANCE NAZEK RUZI
POSSIBILITIES OF THE RELEASE FROM DORMANCY IN ROSE ACHENES

Anna KUCEROVA — Béla SVITACKOVA — Helena FISEROVA — Marek KLEMS

The dormancy of rose achenes is induced by a complex of several factors, viz. by impermeability of the pericarp, insufficient
development of the embryo and presence of inhibitive substances not only in the pericarp but also in the seed itself. Although
the viability of untreated achenes ranges between 40 and 90% (depending on the botanical species), they usually show a
minimum or zero germinative power. This paper describes effects of three variants of pre-sowing treatment of rose achenes
(i.e. effects of either low or high temperatures for different time intervals) in 8 botanical species of roses. There were marked
differences in the depth of dormancy as well as in the release from dormancy between individual species under study. So, for
example, the germinative power of achenes of Rosa setigera Michx. (which showed viability of 90%) was only 40% after a
period of low temperatures (i.e. after the degradation of inhibitive substances) while after the effect of higher temperatures
(which increased the permeability of pericarp) their germinative power increased to 60% and after a combination of both
treatments even to 70%. On the other hand, achenes of the species Rosa glauca Pourr. (40% of viability) did not respond on
the pre-sowing treatment with different temperatures and their germinative power remained to be nearly zero.

Keywords: Botanical species of roses, cold stratification, effect of higher temperatures, pericarp impermeability, achene
viability, germinative power

Uvod

Zdrevnatély perikarp nazek rizi zabraniuje vyméne vody a plynt vlastniho semene s okolim. Ulozenim nazek
do vlhkého substratu pfi teplotach 10-30°C Ize dosahnout naruseni perikarpu mikroorganizmy (BEKENDAM
1973). Vysoky obsah abscisové kyseliny v nazkach je pi¢inou nizké kli¢ivosti (HRADILIK a kol. 1987) a lze
jej snizit chladovou stratifikaci (teploty 0-10°C). Cilem prace bylo zjistit, jaky typ dormance se podili u
sledovanych nazek botanickych ruzi, a stanovit u¢innou formu jejiho preruseni.

Material a metody

K pokustiim byly pouzity nazky botanickych rizi R. beggeriana Schrenk, R. glauca Pourr., R. palustris

Marsh., R. rubiginosa L., R. rugosa Thunb , R. setigera Michx. a R. virginiana Mill.
Zivotnost nazek byla stanovena pomoci trifenyltetrazoliové metody u 2 x 100 ks nazek. Predsetové ogetieni
nazek bylo provedeno u 3 x 100 ks nazek u varianty a botanického druhu. Jako kontrolni byla vyseta do
substratu varianta bez piedset'ové Upravy, dalsi variantou bylo ptisobeni 12 tydnti chladové stratifikace (3-5°C),
nebo 12 tydnl plsobeni vyssimi teplotami (15-20°C) a kombinace obou oSetieni — napied 12 tydnd vyssi
teploty, pak 12 tydnti chladové stratifikace.

Vliv zralosti §ipkt a chladové stratifikace na kli¢ivost nazek byl sledovan u druhu R. multiflora Thunb.
Tepelné osetieni nazek probihalo v polyetylenovych sacécich s fi€nim piskem v poméru 1:5 s oSetfenim 0,25%
Previcurem 607 SL a dovlhéenim vodou. Vysev nazek byl po aplikaci teplot proveden do vysevnich misek s
vysevnim substratem Klassman ve skleniku pii teploté 20°C. Statistické vyhodnoceni vzchazivosti bylo
provedeno v pocitacovém programu Statistica CZ verze 8.

Vysledky a diskuse
Na obr. 1 je uvedena prumérna vzchazivost nazek z nedozralych a dozralych §ipka druhu R. multiflora Thunb.
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Zivotnost nezralych a zralych nazek byla stejné —
90%. V neosetiené varianté klicily z 18% nazky

z vyzralych $ipkt. Pisobenim chladové stratifikace
se kli¢ivost zvysila na 70%. NeoSetfené nazky

z nevyzralych §ipku klicily jen do 3% a po chladové
stratifikaci se zvysila klic¢ivost na 55%. Piesto
néktefi autofi uvadi, Ze je u tohoto druhu mozny
vysev bez predsetové tpravy (VECERA et al.
1967, HAVLU et al. 1977).

Na obr. 2 je uvedena vzchazivost nazek sedmi
botanickych druhii $ipkd po aplikaci chladové
stratifikace, kdy bylo dosazeno az 40 %
vzchazivosti u R. setigera Michx. (90% zivotnost) a
0 A idny staikace (.50 u R. palustris Marsh. (75% Zivotnost).
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Obr. 1: Vliv zralosti §ipkt a chladové stratifikace na kli¢ivost a Zivotnost nazek u druhu R. multiflora Thunb.

Podle UEDA (2003) in ROBERTS (2003) patfi nazky téchto druhti k nazkam se slabou dormanci. Po aplikaci
vyssich teplot se zvysila kli¢ivost u R. setigera Michl. na 60% a po kombinaci obou teplot na 75%. Naopak u R.
rugosa Thunb. doslo ke zvySeni vzchazivosti po chladové stratifikaci na 8 % (Zivotnost 68 %), ale po aplikaci
vysSich teplot se zvySila vzchazivost na 45% a po kombinaci obou na 50%. SPETHMANN, FEUERHAHN
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(2003) in ROBERTS (2003) dosahli u téhoz druhu po aplikaci 12 tydnt vyssimi teplotami (20-25°C) a 12 tydnt
stratifikace (4°C) kli¢ivosti 60%. U R. glauca Pourr. se vzchazivost uvedenymi zésahy zvysit nepodafilo, piesto
7e VETVICKA (1969) zaznamenava 53% vzchazivost a doporucuje nazky jako testovaci material pro zkousky
kli¢ivosti botanickych razi.
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Obr. 2: Vliv druhu nazek riizi na zivotnost nazek a interakce pfedsetové upravy nazek na jejich vzchazivost

Zavér

Nazky sledovanych botanickych druhl bez predset'ové tpravy nevzchazely. Nazky R. setigera Michx., R.
rubiginosa L. a R. rugosa Thunb. nejlépe vzchazely po kombinované teplotni upravé nazek, nazky R.
bergeniana Schrenk. a R. virginiana Mill. 1épe vzchéazely po ptisobeni vy$§imi teplotami, pro nazky R. palustris
Marsh. byla dostacujici aplikace chladové stratifikace a nazky Rosa glauca Pourr. se 40% Zivotnosti nereagovaly
na predset'ovou upravu nazek pusobenim teplot viibec a jejich klicivost zlstala témér nulova.
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ULOHA OXIDU DUSNATEHO V OBRANNE REAKCI OKURKY SETE VYVOLANE
PRITOMNOSTI KADMIA
ROLE OF NITRIC OXIDE IN CUCUMBER DEFENCE RESPONSES ELICITED BY
CADMIUM

Lenka LUHOVA — Markéta RYZI — Marek PETRIVALSKY — BoZena NAVRATILOVA

The aim of this work was to study the role of nitric oxide (NO) in defence reactions of Cucumis sativus cells elicited by toxic
metal cadmium. NO is a highly reactive molecule that has numerous molecular targets in plant cells as an antioxidant and
signalling molecule. Synergistic action of NO and hydrogen peroxide is also involved in the process of programmed cell death.
Application of cadmium to growth medium enhanced NO production as an early response to stress and subsequently induced cell
death.

Key words: cadmium, Cucumis sativus, nitric oxide, programmed cell death.

Uvod

Podstata toxicity tézkych kovl spociva vjejich afinité k esencidlnim skupindm biomolekul. Tézké kovy
vykazuji vazbu s funkénimi skupinami obsahujicimi redukované formy siry, atomy kysliku a dusiku. Schopnost
tézkych kovu nahrazovat v biomolekulach esencialni ionty kovi mize vést az k plné ztrat€é enzymové aktivity.
Tézké kovy jsou také schopny produkovat toxické aktivni formy kysliku (ROS) autooxidaci a Fentonovou reakci a
tak zptisobovat oxida¢ni stres (SCHUTZENDUBEL a POLLE, 2002).

Oxid dusnaty (NO) je mala biologicky u¢inna molekula plynu. Jako dilezita signalni molekula ovliviiuje fadu
fyziologickych dé&ja, mezi které patii napt. odezva na napadeni patogenem, programovana buné¢né smrt, kli¢eni,
rust, produkce fytoalexinti a zavirani stomat (DESIKAN a kol., 2004). Znama je také jeho uloha pfi odezveé na
abioticky stres (DESIKAN et al., 2004). Jsou-li rostliny stresovany pritomnosti toxickych kovi, byla casto
zaznamenana zvysena produkce NO (BARTHA et al., 2005; KOPYRA et al., 2006, TEWARI et al., 2008). Aplikace
NO donoru, napft. nitroprusidu sodné¢ho (SNP) snizuje negativnich vliv kovli na vyvoj rostliny. Tento jev mize byt
zpusoben antioxidacni schopnosti NO snizujici oxidacni stres zpisobeny kovem (TEWARI et al., 2008).

Material a metody

Rostlinny materidl, izolace a kultivace protoplastit

Zdrojem mesofylovych protoplasti byly in vitro rostliny C. sativus cv. Marketer (CZ09H3900121). Kultivace
probihala 4 tydny v kultivacni mistnosti s teplotou 22 + 2 °C a svételnym rezimem 16 h den a 8 h noc, s osvétlenim
32-36 umol m? s™. Pro izolaci protoplasti byl pouZit enzymovy roztok obsahujici 1% celulasu Onozuka R-10 a
0,25% macerozym R-10 v promyvacim roztoku PGly, pH 5,8 (tma, 25 °C, 18 h) (NAVRATILOVA et al., 2008).
Pro izolaci protoplastl byla pouzita centrifugace v hustotnim gradientu. Protoplasty byly nafedény kultivacnim
médiem LCM1 na vyslednou hustotu 10> protoplasti na 1 ml média. Kadmium bylo piidano k bunééné suspenzi 7
dnti po izolaci protoplastti ve formé CdCl, o vysledné koncentraci | mM.

Stanoveni zivotnosti MTT-testem a FDA
K 0,5 ml buné¢né suspenze bylo pfidano 50 pl MTT (0,5 mg/ml). Po opatrném promichéani nasledovala 2 h
inkubace (tma, 37 °C). Po centrifugaci (9000 g, 10 min) bylo k sedimentu ptfidano 200 pl roztoku 1% NH; v DMSO.
Po 5 min byla stanovena absorbance pti 540 nm.
Fluorimetrické stanoveni zivotnosti s vyuzitim FDA bylo realizovano v mikrodestickovém uspotadani s vyuzitim
spektrofotometru/fluorimetru Reader Synergy HT. Ke 100 ul bunééné suspenze bylo ptidano 10 pl FDA (25 pg/ml).
Po 10 minutové inkubaci byla zmétena fluorescence (excitace 485 nm, emise 515 nm).

Stanoveni NO fluorescencni sondou DAF-FM-DA a DAF-2 a RNS a ROS fluorescencni sondou H,DCEF

Intracelularni produkce NO byla stanovena s vyuzitim detekéni sondy 4-amino-5-methylamino-2°,7'-
difluorofluorescein diacetat (DAF-FM DA), extracelularni NO s vyuzitim detekéni sondy 4,5-diaminofluorescein
(DAF-2). Jako marker oxidativniho stavu bunck byla pouzita fluorescencni sonda 2,7-dichlorodihydrofluorescein
diacetat (H,DCF DA). Ke 100 pl bunécné suspenze C. sativus bylo pfidano 5 pl 0,2 mM fluorescencni sondy.
Fluorescencni signal (excitace 485 nm, emise 515 nm) byl zméfen okamzité po ptidavku fluorescenéni sondy a po 1
h inkubaci.

Vysledky a diskuse

V bunééné suspenzi C. sativus bylo po aplikaci CdCl, detekovano zvyseni fluorescence DCF odpovidajici
vy$si produkei ROS a RNS bunkami v porovnani s kontrolou prvni 4 h po aplikaci kadmia. Poté byl zaznamenan
vyrazny pokles fluorescence DCF. Pravé zvySena tvorba ROS a navozeni oxidativniho stresu je asto zmifiovana
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jako jeden z hlavnich principi toxicity t&zkych kovii (SCHUTZENDUBEL a POLLE, 2002). Zvyseni tvorby H,0, a
superoxidového radikalu vlivem Cd*‘iontl bylo jiz diive pozorovano, napt. u bungk s6ji (KOPYRA et al., 2006),
kofene a listu hrachu setého (RODRIGUEZ-SERRANO et al., 2006) ¢i listu ryze (HSU a KAO, 2004).

Stres t&zkymi kovy indukuje u rostlin tvorbu NO. Bylo zjisténo, ze Cd**, Cu** i Zn*" ionty zptisobuji zvyseni
endogenniho NO v kofenech P. sativum a B. juncea (BARTHA et al., 2005). Také u bunck sdji vystavenych
pasobeni Cd*" iontim bylo zaznamenano zvy3eni endogenniho NO, a to jiz po jednohodinovém puisobeni kovu
(KOPYRA et al., 2006). V pripadé bunécné suspenze C. sativus byl rovnéz detekovan o 20 az 60 % vyssi signal
DAF-FMT odpovidajici zvysené produkci NO, a to prvni 4 h po ptidavku CdCl,. Lze piedpokladat mozny podil NO
jako antioxidac¢ni slouceniny na sniZeni indukovaného oxidativniho stavu. Po 24 h byl zaznamenan pokles produkce
NO a v prubéhu dalsich 6 dnt byl detekovan jeji pozvolny nartst, ktery ale nedosdhl hodnot stanovenych pro
kontrolni vzorky (obr.1A).

Hustota bunééné suspenze C. sativus a rozméry bunék nebyly vyrazné€ ovlivnény po piidavku CdCl, k mediu
(obr. 1B). Nase studie dale potvrdila jiz diive pozorovany negativni vliv Cd*" iont na Zivotnost bun&k. V piipadé
bunééné suspenze C. sativus po aplikaci 1 mM CdCl, byl zaznamenan cca 20% pokles zivotnosti. Pokles zivotnosti
miize byt vedle toxického vlivu ROS zpiisoben schopnosti Cd*" iontfl vytésnit esencialni kationty z proteind, co
mize vést k inhibici fady enzymovych aktivit (NOCENTINI, 1987). Dal§im faktorem vysvétlujicim ptisobeni Cd**
iontt mize byt z divodii podobné velikosti a naboje Cd*" iontd a Ca®" iontii ovlivnéni Ca** homeostasy (RIVETTA
et al., 1997).

Zavér

U bun&ené suspenze C. sativus byl potvrzen toxicky vliv Cd*" iontl, projevujici se poklesem Zivotnosti bungk.
V okamyzité reakci na piidavek Cd*" ionti k bun&éné suspenzi byla prokazana intenzivni produkce aktivnich forem
kysliku a dusiku a navozeni oxidativniho stresu. Potvrzeni mozného podilu NO, jako antioxidacni slouceniny na
snizeni indukovaného oxidativniho stavu bude soucasti navazujici studie.
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Obrazek 1: Vliv ImM CdCl, na (A) produkci RNS a ROS (detekce fluorescenéni probou H,DCF DA) a tvorbu NO uvnitt bunék,
resp. vne bunék C. sativus (detekce fluorescencni probou DAF-FM DA, resp. DAF-2) a na (B) vyvoj bun¢k C. sativus, praimér
bunék, hustotu bunééné suspenze a zivotnost (metoda FDA a MTT) .
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HODNOTENIE SUCHOVZDORNYCH EKOTYPOV TRAV A DATELINOVIN
Z HCADISKA URODY SUSINY A MORFOLOGICKYCH A KVALITATIVNYCH
PARAMETROV
ASSESSMENT OF DROUGHT-TOLLERANT GRASS AND LEGUME ECOTYPES
FROM THE ASPECTS OF DRY MATER YIELD, MORPHOLOGICAL AND
QUALITATIVE PARAMETERS

Jana MARTINCOVA

Morphological, biological and agronomic parameters, e.g. plant height, ear length, spring growth intensity, regrowth rate
and dry matter (DM) yield were assessed in wild ecotypes and cultivars of grasses and forage legumes. The research trial
was carried out at Banska Bystrica site over 2005 - 2007 (1% - 3" harvest years). The trial involved 18 accessions (among
them 13 ecotypes) of eight grasses and 14 accessions (of which 8 ecotypes) of six forage legumes. The variability of all the
investigated traits was high. The highest variability was recorded at DM yield. The differences between the ecotypes were not
significant. There were significant differences between the ecotypes and the cultivars. The spring growth intensity, the
regrowth rate, the plant height and DM yield were higher at the cultivars than at the ecotypes. The total DM yields ranged
between 2.34 and 10.29 t ha™ at grass cultivars (the highest DM yield was recorded with Bromus inermis cv. Tabrom) and
from 0.59 to 12.72 t ha™ at the legume cultivars (the highest DM yield was found at Onobrychis viciifolia cv. Taja). Mean
crude protein (CP) content was higher at the ecotypes than at the cultivars. There were significant differences between the
botanical groups, and the content was higher at legumes in comparison to grasses (192,8 - 150.8 g kg™ DM).

Key words: ecotypes, genetic diversity, morphological traits, qualitative parameters, grasses, legumes

Uvod

Nastupujice klimatické zmeny prinasaju zo sebou rozne negativne dopady a su sprevadzané viacerymi
negativnymi vplyvmi. Problematika klimatickych zmien a jej moznych désledkov je vo svete ale aj na Slovensku
Coraz aktudlnejSia a dostava sa do popredia spolocenského zaujmu. V stvislosti s nastupujucim globalnym
oteplovanim sa zvySena pozornost venuje vyhladavaniu, zhromazd’ovaniu a hodnoteniu suchovzdornych
ekotypov trav a d’atelinovin. Problematika detekcie rastlin na suchovzdornost’ je nanajvys aktualna, ¢i uz
z praktického uplatnenia v li¢nych a pasienkovych miesankach, ako aj pre d’alSie §l'achtenie pri tvorbe novych
suchovzdornych odrdéd. Z tohto dovodu sa do popredia dostava pestovanie a hl'adanie takych druhov plodin,
ktoré su odolné voci negativnym vplyvom prostredia, najmé voc¢i suchu, chorobam, Skodcom a dosahuju vyssi
vynos.

Ciel'om prispevku bolo zhodnotit’ morfologické a kvalitativne znaky divorastucich ekotypov a kontrolnych
odrod trav a d’atelinovin, poukazat' na variabilitu ich znakov a na zaklade dosiahnutych vysledkov odporucit’
vhodné druhy pre praktické uplatnenie do suchovzdornych mieSaniek a pre slachtitel'ské ucely.

Material a metédy

V roku 2004 bol na pokusnom stanoviiti VUTPHP v Banskej Bystrici zalozeny pokus s divorasticimi
ekotypmi trav a d’atelinovin. Do pokusu bolo zaradenych 18 poloziek 8 druhov trav (Festuca rubra, Festuca
valesiaca, Poa pratensis, Trisetum flavescens,Phleum pratense,Phleum phleoides, Bromus erectus, Bromis
inermis) a 14 poloziek 6 druhov d’atelinovin (Anthyllis vulneraria, Coronilla varia, Onobrychis viciifolia, Lotus
corniculatus, Medicago lupulina, Trifolium repens) akontrolné odrody (tab. 1,2). Orientovali sme sa
predovsetkym na vyber suchovzdornych druhov. Ziskany vychodiskovy material trd&v sme zozbierali pocas
zberovych expedicii v Krkonosiach, Nizkych Tatrach, Slovenskom krase a d’atelinoviny pochadzali z oblasti
Polany, Povazia, Beskyd. Pokus sme zalozili metddou sndhodnym usporiadanim pokusnych clenov v 2
opakovaniach pre semenarske a produkéné vyuzitie. Po predpestovani boli rastliny vysadené individualne na
parcelky o ploche 0,5 x 2m vo vzdialenosti 0,25 m, medziriadkova vzdialenost’ 0,50 m. Pre produkéné vyuzitie
boli vysadené 2 riadky po 14 rastlin v kazdom opakovani. U d’ateliny plazivej sme volili $irSiu medziriadkovu
vzdialenost’ 0,80 m.

Pokus sme zaloZili na pozemku v areali VUTPHP v nadmorskej vyske 420 m n.m. s priemernou roénou
teplotou 8,1°C a priemernym uhrnom zrazok 693 mm. Pddny typ je hlinito-pieso¢nata poda s vys$im podielom
Strku s velmi vysokym obsahom prijatelnych Zzivin. Pocas rokov 2005-2007 boli zhodnotené viaceré
morfologické, biologické a hospodarske znaky. V prispevku sa zameriavame na hodnotenie zaklad-
nych hospodarskych znakov: vyska rastliny, rychlost’ jarného rastu, rychlost’ obrastania po kosbe, iroda susiny a
obsah N- latok. Ziskané vysledky boli Statisticky vyhodnotené analyzou variancie, vyznamnost’ rozdielov sa
posudila LSD- testom programom Statgraphics.

Vysledky a diskusia

Pocas 3 uzitkovych rokov (2000-2002) bola zistena vysoka variabilita vo vSetkych sledovanych znakoch
(vyska rastliny, dizka klasu, intenzita jarného rastu, rychlost’ obrastania po kosbe, troda susiny) ako u trav tak aj
u d’atelinovin (tab. 1-2). Najvyssie hodnoty v sledovanych znakoch u trav dosiahli druhy rodu Bromus, z nich
najvyssia bola odroda Tabrom druhu Bromus inermis. Z ekotypov vynikal Bromus erectus z lokality Soroska
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(830,0 mm). U d’atelinovin najvyssiu vysku rastliny mali odrody Taja Onobrychis viciifolia a Eroza Coronilla
varia (731,0 resp.710,0 mm). V priemere najirodnejSia odroda bola zaroveii aj najvys$§ia. Rychlym jarnym
rastom a vy$Sou rychlostou obrastania po kosbe sa vyznafovali druhy Bromus erectus, Bromus inermis,
Trisetum flavescens. Najvy$si jarny rast mala v priemere rokov odroda Tabrom druhu Bromus inermis
(370,2 mm) a ekotyp z lokality Borka druhu Bromus erectus (349,7 mm). V rychlosti obrastania po kosbe taktiez
vynikali druhy rodu Bromus s najlepSou schopnostou obrastania u ekotypu z lokality Borka druhu Bromus
erectus (388,2 mm). U trav variabilitu morfologickych a hospodarskych znakov potvrdzujii aj SEVCIKOVA
A SRAMEK (2002) u genetickych zdrojov Arrhenatherum elatius a Trisetum flavescens a MARTINCOVA
(2003) u kostravy trstenikovitej (Festuca arundinacea Schreb). U d’atelinovin vysoka geneticki variabilitu
druhu L. corniculatus uvadza aj DROBNA (2006), pricom potvrdzuje vy$§iu rychlost’ obrastania
u vyslachtenych druhov v porovnani s divorastucimi druhmi. Podobne aj KELMAN et al. (1997) a SAREEN
a DEV (2003) zistili u divorastucich populécii L. corniculatus vysoka genetick variabilitu.

V celkovom hodnoteni najvysSia variabilita sa zistila v produkcii suSiny. Priemerna uroda suSiny za 3
uzitkové roky sa pohybovala od 2,34 do 10,29 t.ha” suginy u trav a od 0,59 do12,72 tha susiny u datelinovin.
Najvyssie trody poskytla podas vietkych rokov odroda Tabrom Bromus inermis (10,29 tha™) a z d’atelinoviin
odroda Taja vi¢enca vikolistého (12,72 t.ha"'). Medzi odrodami a ekotypmi boli preukazné rozdiely, priom
vysSie trody dosiahli kontrolne odrody. Rozhodujucou mierou sa na vyske urody podielal aj rok. Priebeh
poveternostnych faktorov pocas vegetacného obdobia mal vysoko preukazny vplyv na vysku urody. Najmi rok
2006 bol klimaticky vel'mi nepriaznivy, dlhotrvajuce obdobie sucha a nedostatok zrazok spdsobilo, ze velka
cast’ d’atelinovin vypadla a v poraste sa udrzali len tie najsuchovzdornejSie druhy. V obsahu N- latok variabilita
medzi ekotypmi a odrodami bola nizka, priCom ekotypy mali v priemere vy$si obsah N- latok nez odrody.
Vyrazné rozdiely boli medzi floristickymi skupinami, pricom vy$si obsah bol u datelinovin v porovnani
s travami (192.8- 150,8 g kg™ susiny), &im sa potvrdilo, Ze d’atelinoviny obsahuju viac N- latok neZ travy.

Tabul’ka 1: Charakteristika morfologickych a hospodarskych znakov u trav

Vyska | Rychlost | Rychlost | Uroda Obsah

Var. Druh Ekotyp/Odroda rastliny | jarrastu | obrastania | suSiny | N- latok
(mm) (mm) (mm) (tha) | (gkg")
1. | Festuca rubra SVKNTATO01-454 446,8 155,7 163,3 2,94 147,5
2. | Festuca rubra SVKNTATO01-371 487,8 180,9 1573 2,93 166,9
3. | Festucarubra SVKNTATO01-198 470,5 185,8 152,8 2,34 155,2
4. | Festuca valesiaca SVKGEM 02-18 455,5 202,8 160,2 3,73 153,6
5. | Festuca rubra Levoc¢ska 598.,4 266,0 238,7 5,85 140,6
6. | Poa pratensis Hontianske Nemce | 618,3 2253 233,0 3,79 1652
7. | Poa pratensis Cierny Balog 407,1 158.,6 180,0 2,98 169,3
8. |Poa pratensis Lea 419.4 1443 191,2 3,61 167.2
9. | Trisetum flavescens | CZE KRK 01-77 674,2 334,6 374,5 3,43 1282
10. | Trisetum flavescens | Horal 671,8 321,9 169,5 5,06 1482
11. | Phleum pratense SVKNTATO01-433 7492 2498 254,0 3,77 154,2
12. | Phleum pratense SVKNTATO01-193 562,2 213,6 229,1 3,52 1447
13. | Phleum phleoides Biele Karpaty 680,9 263,1 228,1 3,86 148,5
14. | Phleum pratense Levocska 814,7 3322 248,5 3,70 1394
15. | Bromus erectus SVKGEMO02-43 798,7 349,6 388,2 7.33 143,9
16. | Bromus erectus SVKGEMO02-74 8114 313,6 359,2 6,68 1427
17. | Bromus erectus SVKGEMO02-54 830,0 330,3 359,5 6,71 150,8
18. | Bromus inermis Tabrom 977,2 370,2 339,0 10,29 148,4
X 637,5 255,5 2459 4,58 150,8
LSD 0,05 130,8 66,0 74,7 1,38 26,51
LSD 0,01 1733 87,5 99,0 1,82 34,93
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Tabul’ka 2: Charakteristika morfologickych a hospodarskych znakov u d’atelinovin

Vyska | Rychlost’ | Rychlost’ Uroda Obsah
Var. | Druh Ekotyp/Odroda rastliny | jar.rastu | obrastania | suSiny N- latok
(mm) (mm) (mm) (tha™) (gkg™
1. | Anthyllis vulneraria SVKBES99-515 334,7 98,6 180,9 1,40 168.,5
2. | Anthyllis vulneraria Ttebicsky 389,5 87,1 110,1 2,08 177,5
3. | Coronilla varia SVKZAH98-112 5523 129,1 163,5 2.34 219.8
4. | Coronilla varia Eroza 710,1 153,7 175,3 5,86 218,5
5. | Onobrychis viciifolia | SVNPIR01-86 682,6 189,6 159,6 5,16 189,8
6. | Onobrychis viciifolia | Taja 731,0 2414 275,6 12,72 198,0
7. | Lotus corniculatus SVKPOL96-132 250,0 69,6 124,0 2.85 186,4
8. | Lotus corniculatus SVKPOL96-112 4481 80,4 148,0 0,60 208,0
9. | Lotus corniculatus Polom 360,8 120,0 172,7 5,92 184,5
10. | Medicago lupulina POLBES99-772 242,7 44,7 82,8 1,37 174,3
11. | Medicago lupulina Ekola 184,5 56,9 125,8 0,59 174,2
12. | Trifolium repens SVKPOV96-042 200,1 73,1 121,0 3,64 187,6
13. | Trifolium repens SVKPOV99-415 240,1 78,0 137,8 3,69 203,9
14. | Trifolium repens Dubrava 2947 108,0 156,3 6,73 208,3
x 401,5 109,3 152,4 3,38 192,8
LSD 0,05 166,0 46,9 146,9 6,68 21,10
LSD 0,01 221,0 71,2 188,2 8,41 27,88
Zaver

V ramci vyskumnej ulohy ,,Opatrenia zohl'adiiujuce adapticiu na klimatické zmeny v oblasti likarstva a
pasienkarstva®“ sme vrokoch 2005-2007 sledovali kolekciu trav a d’atelinovin. Odrody sa vSeobecne
vyznacovali rychlej$im jarnym rastom, mali rychlejSiu schopnost’ obrastania, vys$iu vysku rastliny a taktiez
dosahovali aj vyssiu produkciu susiny. Najvyssiu urodu suSiny sme zaznamenali u odrdd s najvyssou vyskou
rastliny Bromus inermis cv. Tabrom (10,29 t.ha™) a Onobrychis viciifolia cv. Taja (12,72 t.ha™). V obsahu N-
latok sa dosiahol vyssi obsah u datelinovin v porovnani s travami (196,3- 150,8 g.kg” suiny). Z hladiska
suchovzdornosti, trvacnosti a prispdsobeniu sa danym podmienkam prostredia ako vhodny komponent do
laénych porastov méZzeme doporudit Onobrychis viciifolia a Coronilla varia a z trav. Bromus erectus pre ich
dobré morfologické a hospodarske vlastnosti.
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URODNOST KLASU PSENICE PO INOKULACII STAGONOSPORA NODORUM
WHEAT SPIKE FERTILITY AFTER STAGONOSPORA NODORUM INOCULATION

Stefan MASAR

Wheat cultivars AM34/99, Audace, Batis, Charger, Corsaire, Folio, Pesma, Shango and Zornica were tested at two years under
field conditions for the effect of artificial infection by Stagonospora nodorum. Cultivars with 2NS/2AS translocation in interaction
with year and S. nodorum infection manifest a significant influence to number of kernels per spike and weight of kernels per spike.
After S. nodorum infection the cultivars with 2NS/2AS translocation have had a higher number of kernels per spike and weight of
kernels per spike as cultivars without 2NS/2AS.

Key words: wheat, Stagonospora nodorum, 2NS2AS translocation, Lr37, spike fertility

Uvod

Septoriéza plevova ( Stagonospora nodorum blotch - SNB) patri k najzavaZnejSim ochoreniam pSenice.
Sposobuje ju Leptosphaeria nodorum E. Miiller = Phaeosphaeria nodorum (E. Miiller) Hedjaroude, anamorf
Septoria nodorum (Berk.) Berk. = Stagonospora nodorum (Berk.) Castellani&Germano. Doteraz nebola zistena
imunna reakcia pSenice a jej pribuznych druhov na SNB (Wicki et al., 1999). Niektoré odrody maju vysoky stupen
parcialnej rezistencie vo¢i SNB (Jeger et al., 1983). Cielom prace bolo posudit’ vplyv rézneho genetického pozadia
vybranych odréd na arodnost’ klasu pSenice po infekcii Stagonospora nodorum Berk.

Material a metédy

Polny pokus sme zalozili v Piestanoch v rokoch 2004 a 2005 v dvoch opakovaniach na parcelkach 1 m” Pouzili
sme genotypy AM34/99, Audace, Batis, Charger, Corsaire, Folio, Pesma, Shango a Zornica. Rastliny sme infikovali
zmesou izolatov Stagonospora nodorum, ktort poskytol Dr. B. Van¢o podl'a nim zavedenej metodiky (Vanco,
2004). Pre stanovenie poctu zin v klase (PZK) a hmotnosti zrna v klase (HZK) sme odoberali vzorky 20 klasov z
infikovaného (+) a neinfikovaného (-) materidlu. Analyzy sme spracovali v programe SPSS for Windows.

Vysledky a diskusia

Vyber odrod sme robili na zéklade rodokmeniov. Genotypy Audace, Corsaire a Folio maja gén Lr37. (Goyeau a
Park, 1977, Barto$ et al., 2004) a genotypy Batis, Charger a Shango gén Lr37 nemaji (Winzeler et al., 2000,
Blazkova et al., 2002) ale maji gény Lr10, Lr13 a gén LrH, alebo ich kombinacie. PSenica VPM1 ma komplex
génov Lr37, Sr38 a Yrl7, ktoré st vo vizbe vo faze coupling, jej pévod je odvodeny od chromozémového 2NS/2AS
segmentu z  Triticum  ventricosum  Ces., (Bariana a  McIntosh, 1994). Podla  udajov
http://genbank.vurv.cz/wheat/pedigree, genotypy Audace, Corsaire a Folio maji v niektorom z rodiCov genotyp
VPMI, resp. VM s translokaciou 2NS/2AS (+), genotypy Batis, Charger a Shango v rodokmeni nemaju rodi¢ov
s VPM1 (-). Rodokmene genotypov AM34/99, Pesma a Zornica nie st dostupné (n). Na variabilitu PZK mali vysoko
vyznamny vplyv infekcia S. nodorum, interakcia rok x translokacia 2NS/2AS a interakcia rok x infekcia S. nodorum
x translokacia 2NS/2AS. Interakcia infekcia S. nodorum x translokacia 2NS/2AS mala na PZK vyznamny vplyv (tab.
1). Interakcia rok x translokacia 2NS/2AS sa prejavila v tym, Ze v such§om roku 2004 (71, 5% zrazok roku 2005) bol
najvyssi PZK v genotypoch s 2NS/2AS avroku 2005 v odrodach bez 2NS/2AS iv genotypoch s neznamym
rodokmenom. Prejavom interakcie infekcia x 2NS/2AS bol najvyssi PZK v infikovanych rastlinach v genotypoch
s 2NS/2AS (obr.1). Na variabilitu HZK mali vysoko vyznamny vplyv rok, infekcia S. nodorum a interakcia infekcia
x translokacia. Interakcia rok x infekcia mala na HZK vyznamny vplyv (tabulka 1). Vyssia HZK bola vo vlhkejSom
roku 2005 av klasoch neinfikovanych rastlin. Prejavilo sa to vyznamne v interakcii rok x infekcia. Interakcia
infekcia x translokacia sa prejavila tym, Ze na infikovanych rastlindch mali odrody s 2NS/2AS najvyssiu HZK
(obr.2). Priamy vplyv génu Lr37 na chromozémovom segmente z Triticum ventricosum na rezistenciu voéi S.
nodorum doteraz zisteny nebol. Mnohé druhy rodu Aegilops vykazuju ¢iastoénti rezistenciu voéi S. nodorum. Bola
zistena napr. v syntetickom amfidiploide Ae. squarrosa a Triticum dicoccum (Ellerbrook, et al., 1999). PSenice
s translokovanym segmentom z Triticum ventricosum boli odolné proti steblolamu, ktory sposobuje
Pseudocercosporella herpotrichoides (Fron) Deighton (Winzeler et al., 2000).

Zaver

Translokacia 2NS/2AS sa vyznamne prejavila v interakcii s infekciou Stagonospora nodorum Berk. PSenice
s 2NS/2AS mali vyssi pocet zin v klase a vy$Siu hmotnost’ zrna v klase na rastlinach infikovanych S. nodorum.
Odrody s 2NS/2AS sa m6zu uplatnit’ najmé v rokoch s deficitom zrazok pri infekénom tlaku patogéna S. nodorum.
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Tabul’ka 1. Priemerné §tvorce z analyzy rozptylu

Zdroj premenlivosti df PZK HZK
Model 8 | 110780,551** 150,164**
Rok (A) 1 79,335 4,768**
Infekcia S. nodorum (B) 1 27441,701** 149,997**
Translokacia 2NS2AS (C) 1 352,343 0,477
AxB 1 214,513 1,031*
AxC 1 1614,335** 0,186
BxC 1 657,268* 0,890**
AxBxC 1 955,587** 0,047
Chyba 472 157,735 0,193
** yyznamné na urovni P=0,01; * vyznamné na tirovni P=0,05
PZK HZK
N INS2AS b INS2AS
O 12 — O
35 ! .- L0 10 ' -
30 [l 8 - [l
S.nodorum S.nodorum
Obrazok1: Vplyv S. nodorum na PZK v odrodach Obrazok 2:Vplyv S. nodorum na HZK v odrodéch
s roznym genetickym pozadim s roznym genetickym pozadim
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VPLYV IONOV KADMIA NA POLYMORFIZMUS ENZYMOV STYROCH
KULTIVAROV RUMANCEKA KAMILKOVEHO [CHAMOMILLA RECUTITA (L.)
RAUSCHERT)]

EFFECT OF IONS OF CADMIUM ON THE ENZYME POLYMORPHISM OF FOUR
CHAMOMILE [CHAMOMILLA RECUTITA (L.) RAUSCHERT] CULTIVARS

Pavol MUDRY — Dasa ZIFCAKOVA

The mine aim of work was testing of suitable methodology for analyse and interpretation of enzymes polymorphism of
camomile cultivars. In our work we have devoted attention to influence of different concentrations of cadmium — 0, 12, 60,
120 pmol.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 (PGI) and phosphoglucomutase (PGM) in analytical samples of leaves and roots. From
our analyses resulted that cadmium does not influence polymorphism of experimental enzymes.

Key words:Chamomilla recutita (L.) Rauschert, cadmium, enzyme polymorphism, concentrations, electrophoresis, starch
gel.

Uvod

Najviac vyuzivana rastlina na lekarske ucely na Slovensku je rumancek kamilkovy [Chamomilla recutita (L.)
Rauschert]. Predovsetkym kvety rumanceka kamilkového sa pouzivaju ako droga. Droga z rumanceka (suché
kvetné ubory) je zahrnutd v zozname lieCiv 26 krajin a ma protizapalové, antiseptické, hojivé, stimulacné,
spazmolytické (protiki¢ové), karminativne (proti nadtvaniu) a sedativne Gginky (SALAMON, HONCARIV
1994).

Stresové faktrory predstavuju nepriaznivé vplyvy prostredia ohrozujice rastlinu. Vyznamnymi stres faktormi
su tazké kovy. Kadmium a iné tazké kovy pozitivne posobia na zvySenie produkcie reaktivnych kyslikovych
foriem (d’alej len ROS). ROS poskodzuju terciarnu strukturu proteinov a mézu viest’ k ich denaturacii. Bunka
moze na takéto zmeny reagovat' aktivaciou obrannych génov, ktoré v sebe koduji antioxidacné enzymy
zachytavajuce ROS. Takyto obranny enzym je napr. katalaza (CAT). Reakciou bunky v§ak moze byt i expresia
stresovych proteinov zo skupiny heat shock proteins (hsp). Tieto proteiny sa podielaju na reparacii uz
denaturovanych proteinov (JOMOVA et al., 2005).

Posobenie kadmia na rastliny zapriiiuje vznik rdéznych symptomov, medzi ne patri chlordza listov,
cervenohnedé sfarbenie listovej zilnatiny, fialovohnedé skvrny na listoch, hnednutie korenovych vlaskov alebo
$piciek korenov, v extrémnych pripadoch uschynanie a opadanie listov (CIBULKA et al., 1991).

Cielom nasej experimentalnej prace bolo uskutocnit’ analyzu polymorfizmu vybranych druhov enzymov
rumanceka a vyhodnotit’ jeho bioindika¢ny vyznam vo vztahu k pésobeniu ionov kadmia.

Material a metody

V roku 2008 sme uskutocnili analyzy polymorfizmu enzymov Styroch kultivarov rumancéeka kamilkového
(GORAL, LUTEA, BONA a PRESOV) metédou horizontélnej elektroforézy na skrobovom géle. Analyzovali
sme listové ¢epele a centralnu Cast’ korenovej sustavy.

Kultivary rumancéeka boli vysiate na povrch pody 27.03.2007, pricom zacali vzchadzat’ 30.03.2007. Po dobe
rastu 3,5 tyzdia boli rastliny presadené do ,.kelimkov od jogurtov* a boli prenesené do sklenika. Tu rastli
rastliny eSte 5 tyzdnov az do zaciatku experimentu dna 29.05.2007, kedy sa rastliny vymyli z pody a vloZili sa
do hydroponie. V pokuse sa teda pouzili 8,5 tyzdna staré rastliny.

1. K-variant (kontrola): Hoaglandov roztok (10 rastlin z kazdého kultivaru).
2. Cd-variant: Cd(NO;),.4H,0 v2 koncentraciach 12 pmol.dm® Cd,60 a pmol.dm® Cd
v Hoaglandovom roztoku (po 10 rastlin z kazdej koncentracie a za kazdy variant).

Rastliny potom rastli v rastovej komore pri teplote vzduchu 25 °C, energii fotosynteticky aktivneho
Ziarenia (PAR) 80 pmol m™? s a fotoperidde 16h deii/8h noc. Po ukon&eni experimentu (4.6.2007) boli rastliny
zmrazené pri -70 °C v hlboko chladiacom boxe a uskladnené az do realizcie analyz.

Vysledky a diskusia

Pri praci sme zistili, Ze na analyzy vyznamne posobi teplota v laboratdriu, a preto je potrebné zabezpecCit’
homogenizaciu vzoriek v extrakénom ¢inidle pri nizkych teplotach (do 15 °C). Idealny rozmer knotov je 2x12
mm. NajintenzivnejSie sa vyfarbili izoformy na skrobovom géle - systém B (enzymy ACP, MDH), systém C
(enzym CAT) a D (enzym IDH prejavuje slabsie skvrny). Ostatné enzymy analyzované v skrobovom géle -
syst¢ém D (PGM, PGI/PGD) tvoria po vyfarbeni vicsinou slabsie Skvrny. Najefektivnejsie je nandSanie vzoriek
do skrobového gélu bezprostredne po homogenizacii, lebo casom klesa aktivita enzymov.
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Z analyz polymorfizmu enzymov — ACP, ADH, CAT, IDH, MDH, PGD a PGM vyplynulo, Ze
metodologicky postup pre kukuricu mozno tspesne pouzit’ aj pre rumancek kamilkovy. Z vysledkov vyplyva,
ze posobenim i6nov kadmia nedochadza ku zmene polymorfizmu analyzovanych enzymov.

Zaver

Zamerali sme sa na metodoldgiu analyzy polymorfizmu enzymov v listoch a vkorefioch rumanceka
kamilkového. Praca prinasa a hodnoti vysledky vplyvu réznych davok kadmia v Hoaglandovom Zivnom roztoku
na polymorfizmus siedmich druhov enzymov. Z nich vyplyva, ze zvoleny metodologicky postup analyzy
polymorfizmu enzymov mozno Uspe$ne pouzit’ aj v neskorSich fazach ontogenézy rastlin. Vysledky analyz
potvrdili, Ze pésobenie idnov kadmia nema vplyv na polymorfizmus analyzovanych enzymov.

Podakovanie: Vyskum bol podporeny Vedeckou grantovou agentirou MS SR a Slovenskou akadémiou vied
(VEGA projekt ¢. 1/3489/06).
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Obrazok 1: [zozymogramy kataladzy rumanceka kamilkového

Odroda/c.vzorky Rg

BONA

1-10 0,23

PRESOV

1-10 0,23

LUTEA

12345678910 1234 5678910 123 4 56 78910 1234567890 1-5 0,26

6-10 0,27
Odroda BONA- Vzorky listoy ¢. 1-5, vzorky koreﬁov ¢. §-10. erody PRESOV, ?_(SDRAL 0.26
LUTEA a GORAL maju ten isty postup Cislovania vzoriek. Pri vSetkych ’
vzorkach bola koncentracia kadmia 0 pmol.dm™. Prvé dve vzorky su kontroly 6-10 0,29

kukurica QUINTAL.

Obrazok 2: Izozymogramy malatdehydrogenazy rumanceka kamilkového Odroda/¢.vzorky Ry

BONA
; BONA: vzorky listov (€. I- | 1-8 0,129
A S NS SORSS 4) a vzorky korefiov (€. 5-8) | LUTEA
: — —_ homogvenlzoxv/gn'ev 123 0,129
extrakénom Cinidle
o -|4-6 0,129
sacharoza ¢. 1,5 (0 pmol.dm GORAL
3 Cd), €. 2,6 (12 pmol.dm™
Cd), €3, 7 (60 pmol.dm™ | 1-3 0,129
Cd), ¢.4, 8 (120 pmol.dm™® |4.6 0,118

_ 678123456123 5 k[l > 0,129
% S - e 4 6 LUTEA: vzorky listov (¢.1-3) a vzorky korenov (¢.4-6)
homogenizované v extrakénom &inidle sacharéza &. 1, 4 (0 pmol.dm™ Cd), &. 2, 5 (12 umol.dm™ Cd), &. 3, 6 (60
pmol.dm™ Cd). GORAL: vzorky listov (1-3) a vzorky korefiov (4-6) homogenizované v extrakénom &inidle
sachardza ¢. 1, 4 (0 pmol.dm™ Cd), &. 2, 5 (12 pmol.dm™ Cd), &. 3, 6 (60 pmol.dm™ Cd). Prvé dve a posledné
dve vzorky su kukurica QUINTAL.
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VPLYV ODRODY A ENVIRONMENTALNYCH PODMIENOK NA VYSKYT
CHOROB A PRODUKTIVITU PSENICE LETNEJ F. OZIMNEJ
THE INFLUENCE OF VARIETY AND ENVIRONMENTAL CONDITIONS ON THE
DISEASE INCIDENCE AND PRODUCTIVITY OF WINTER WHEAT

Darina MUCHOVA — Frantisek ONDREJCAK — Maria LICHVAROVA — Lubomir
RUCKSCHLOSS

This paper presents a statistical analysis of disease occurrence and grain yield of wheat varieties grown for three years in
locality Maly Saris. The small-plot trials were conducted to determine the influence of genotypes (16 different varieties),
years (2006, 2007, 2008) and treatments (the application of fungicides) on the major biotic constraints affecting productive
characteristics of winter wheat (Triticum aestivum L.) in intensive production systems. Field experiments showed the
significant effect all of the main factors and their interactions on the level of diseases and the crop productivity. The data
revealed significant differences among varieties in their resistance or susceptibility to particular diseases. The most serious
diseases affecting productivity of wheat were leaf spots in all followed years and yellow rust in 2007. The fungicide treatment
significantly reduced incidence of leaf and ear diseases. There was a significant grain yield increase by 16,8 % (1.32 tha™)
from fungicide treatments, compared with the unsprayed variant.

Key words: winter wheat, productivity, diseases, environment

Uvod

Odroda sa pravom povazuje za jeden z najdolezitejSich intenzifikacnych faktorov. Ma v sebe geneticky
zakodovanu Grodovi schopnost’, kvalitu a odolnost’ voci biotickym a abiotickym faktorom prostredia. Odolnost’
proti biotickym faktorom relativne I'ahko podlieha zmenam. Dévodom je hlavne velka adaptabilita a biologicka
roznorodost’” pdvodcov hubovych ochoreni, o ma za nasledok postupné prekonavanie geneticky zalozenych
odolnosti na zéklade prirodného vyberu v populaciach patogéna. Okrem toho zmeny klimatickych podmienok,
ktoré v poslednych rokoch pozorujeme, podmiefiujii v znaénej miere aj zmeny vo vyskyte a v zlozeni populacii
patogénov a Skodcov, ktoré poskodzuji kultarne plodiny (BURDON et al.,, 2006, GARRET et al., 2000).
Pozorujeme Sirenie niektorych chordb do oblasti, v ktorych sa predtym nevyskytovali.

Z vyssie uvedenych pricin je potrebné sledovat’ zmeny v populaciach patogéna na urcitom Gzemi a reakcie
odréd voc¢i nim, aby sa minimalizoval rozdiel medzi potencialnou, biologickou a skuto¢nou, hospodarskou
urodou pol'nohospodarskych kultir a aby sa mohli prijat’ u¢inné opatrenia zamedzujiuce vzniku $kdd a znizeniu
produktivity. V pol'nohospodarskej praxi s opatrenia proti patogénom sustredené hlavne na fungicidne oSetrenie
smerujice k ochrane najvysgich listovych poschodi a klasov (LICHVAROVA et al., 2007).

Cielom prace bolo sledovanie vplyvu ro¢nika, odrody a oSetrenia na vyskyt a intenzitu patogénov a ich
dopad na produként schopnost’ pSenice letnej (Triticum aestivum L.).

Material a metédy

PoI'né maloparcelkové pokusy boli realizované na pozemkoch Vyskumno-§lachtitel'skej stanice v Malom
Sarisi, v zemiakarskej vyrobnej oblasti, v priebehu rokov 2006-2008. V pokuse bolo sledovanych 16 odrdd,
zoznam ktorych je uvedeny v tab. 1 a 2. Pokus bol zalozeny v 2 samostatnych blokoch: blok N — bez aplikacie
fungicidov, blok O — s aplikaciou fungicidu Duett (0,80 Lha™) v §tadiu objavenia sa 2. kolienka p3enice
a fungicidu Tango Super (1,0 Lha') v §tadiu klasenia. V ramci blokov bola pouziti metéda nahodného
usporiadania pokusnych ¢lenov v 4 opakovaniach. Vel’kost' pokusnej parcelky bola 10 m?.

Pri jednotlivych chorobach bolo stanovené percentualne napadnutie plochy listov, resp. klasov. Hodnotené
boli: mucnatka travova (Blumeria graminis (DC.) Speer f. sp. tritici), hrdza pSenicova (Puccinia tritici Eriks) a
hrdza plevova (Puccinia striiformis Westend f.sp. striiformis). Septoriéza plevova (Phaeosphaeria nodorum (E.
Miiller) Hedjaroude, septoriéza pSenicova (Mycosphaerella graminicola (Fuckel) Schréter a helmintosporioza
pSenice (Pyrenophora tritici-repentis (Died.) Drechs boli hodnotené ako komplex listovych Skvrnitosti.
Z klasovych chordb bola hodnotend micnatka travova a septorioza plevova.

Vyvojové stadium pSenice a sposob hodnotenia pri jednotlivych chorobach: pri mucnatke travovej hodnotené
priemerné napadnutie troch hornych listovych poschodi na zaciatku mliecnej zrelosti; pri listovych
Skvrnitostiach napadnutie troch hornych listovych poschodi v skorej mlie¢nej zrelosti; pri hrdzi pSenicovej
a hrdzi plevovej napadnutie dvoch hornych listovych poschodi v neskorej mlienej zrelosti; pri klasovych
chorobach - napadnutie mucnatkou v skorej mliecnej zrelosti a septoriozami v neskorej mliecnej zrelosti.
Dosiahnuté vysledky boli Statisticky vyhodnotené analyzou variancie v programe Statgraphics plus.

Vysledky a diskusia

Ako uvadza HUDEC (2005), z hl'adiska chordb rastlin nie je podstatny ani tak zdroj infekcie (pritomny
takmer v kazdom poraste), ako skor priebeh pocasia, agrotechnika a citlivost' odrody. Na zéaklade analyzy
variancie sme zistili, ze vSetky sledované faktory — odroda, roénik, oSetrenie, ako aj ich interakcie, mali vysoko
Statisticky preukazny vplyv na vyskyt a intenzitu jednotlivych ochoreni. Znalost' diferencii odrodovych
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charakteristik umoznuje pestovatelovi vybrat’ si odrody vhodné do jeho konkrétnych podmienok a podl'a ich
citlivosti ¢i odolnosti voci skodlivym organizmom upravovat’ postupy chemickej ochrany. Z tabulky 1 vyplyva,
ze relativne nizky stupen napadnutia vSetkymi sledovanymi chorobami vykazovali odrody Akteur, Cubus, Ilias
a Pavlina. Najvyssi stupeni napadnutia bol zisteny pri odrode Petrana.

Tabulka 1: Odrodové rozdiely v napadnuti chorobami (% napadnutia listovej plochy, resp. klasu) pSenice letnej
v neoSetrenom variante v rocnikoch 2005/2006 — 2007/2008

Odroda MuL LiS HP3 HPI MuK SeK
Torysa 3,3 |ab 17,9 | abc 11,7 e 1,0|a 6,9|ab | 3,8|abc
Malvina 3,5 | abc 9,6 | ab 4.6 | abc 20,8| b 47|ab | 2,8|ab
Malyska | 9,6 de 12,1 | abc 13,8 e 33|a 6,9 |ab | 4,7]|abcde
Markola 5,4 | abc 21,7 | abed 1,7 | ab 0,8|a 81| b | 4,7]|abcde
Pavlina 2,9|ab 12,9 | abc 5,6 | abed 0,2|a 4.4 | ab 3,4 | abc
Veldava 3,8 | abc 25,0 | abed 3,8 | abc 1,0|a 6,6 |ab | 11,6 def
Mladka 4.6 | abc 29,0 cd 7,7| bcde 0,6|a 81| b | 9,1|abcdef
Venistar | 7,3 cd 24,4 | abcd 1,0|a 0,8|a 5,9|ab | 10,6| cdef
Akteur 2,1|ab 8,8 |a 3,1 | abc 38|a 38|a 1,9|a
Vanda 5,2 | abc 27,9 bed 9,0 cde 1,0|a 441ab | 9,7| bedef
Sulamit 4,6 | abc 23,3 | abed 5,4 | abed 0,8|a 6,3|ab | 4,4 |abcd
Ilona 5,8| bed 52,7 e| 4,6|abc 2,1a 44ab | 11,9 ef
Ilias 3,5 | abc 11,7 | abc 4.2 | abc 0,2|a 4.4 | ab 3,1|ab
Cubus 1,7]a 10,4 | abc 5,0 | abed 02a 441ab | 4,1 |abc
Barroko 2,3 | ab 21,3 | abcd 1,7 | ab 0,8|a 5,6 |ab | 4,7|abcde
Petrana | 11,3 e 38,8 de | 10,8 de 1,0 |a 8,1 b | 13,8 f
Priemer 4,8 21,7 5,8 2.4 5,8 6,5

min. 1,7 8,8 1,0 0,2 3,8 1,9

max. 11,3 52,7 13,8 20,8 8,1 13,8

rozdiel 9,6 44,0 12,7 20,6 4,4 11,9

MuL — mtiénatka travova na listoch, LiS — komplex listovych $kvrnitosti, HP§ — hrdza psenicova, HPl — hrdza
plevova, MuK— mucnatka v klase, SeK — septoridzy v klase. Hodnoty oznacené rovnakymi pismenami nie su
preukazne rozdielne na hranici pravdepodobnosti P < 0,05, Tukeyov test.

V predchadzajicom desatroci patrila k najSkodlivejSim chorobam pSenice v sledovanej lokalite hrdza
pSenicova, ktora skorymi a véasnymi infekciami viedla k vyraznej redukcii v Grode zrna. V poslednych troch
rokoch pozorujeme jej oneskoreny vyskyt a znizeni mieru napadnutia, ¢o dokumentuje aj priemerné napadnutie
rastlin hrdzou pSenicovou na trovni len 5,8 % v ro¢nikoch 2006-2008. Najvyssiu citlivost’ k hrdzi pSenicovej
vykazovali odrody Malyska, Torysa a Petrana s viac ako 10 %-nym napadnutim listovej plochy. Najodolnejsie
boli odrody Venistar, Markola a Barroko. Rovnako nizka intenzita napadnutia v danom obdobi bola sledovana aj
pri mucnatke travovej.

Co sa tyka hrdze plevovej, pre danu lokalitu je charakteristicky jej nepravidelny vyskyt. V sledovanom
obdobi sa vyskytla len v roku 2007 a intenzita napadnutia silne zavisela od odrody.

V poslednych rokoch sa stavaji jednym z rozhodujicich problémov efektivnej ochrany psenice letnej proti
hubovym chorobdm poévodcovia listovych Skvrnitosti. Spektrum patogénov, ktori sa podielaju na tomto
komplexnom hubovom ochoreni, je Siroké. V priebehu poslednych piatich rokov boli v sledovanej lokalite
zaznamenané viaceré¢ zmeny v druhovom spektre patogénov zo skupiny listovych Skvrnitosti . Kym v minulosti
prevladali povodcovia septoridzy plevovej, v sledovanych rocnikoch 2006 — 2008 sa podstatne zvysila pocetnost’
vyskytu pdvodcu helmintosporiézovej Skvrnitosti. Jedna sa o druh s vysokou patogenitou atrodovou
$kodlivostou. SAROVA et al. (2003) ho povazuji za jedného znajvyznamnejsich pdvodcov listovych
$kvrnitosti v Ceskej republike. Mimoriadne silny vyskyt listovych $kvrnitosti bol zaznamenany v roéniku 2008.
Poskodenie listovej plochy dosahovalo v §tadiu skorej mliecnej zrelosti v priemere 34,3 %, pricom najcitlivejSie
odrody Ilona a Petrana mali v tomto obdobi uz takmer znic¢enu cel listova plochu.

Naplno vyuzit’ biologicky potencial a vyprodukovat’ vysoku tirodu mozu len rastliny, ktoré su zdravé pocas
celej vegetacnej doby. Pre dosiahnutie ¢o najvyssej Grody a v maximalnej miere eliminovanie vplyvu hubovych
chordb na jej vysku, sa odporica aplikovat’ dve osetrenia fungicidov (EGED, 2006). Efektivnost’ takejto ochrany
rastlin potvrdzuju aj vysledky dosiahnut¢é v naSom pokuse. Rozdiel vurode zrna medzi oSetrenym
a neoSetrenym variantom (tabul’ka 2) udava vysku strat sposobenti chorobami, ktord v priemere za vSetky
rocniky predstavovala 16,8 %. K vyraznému znizeniu urody v dosledku skodlivosti hubovych chordb doslo
hlavne pri odrodach Venistar, Mladka a Ilona, pri ktorych aplikacia fungicidneho oSetrenia viedla k viac ako 20

v
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Torysa dosiahla jednu z najvyssich urod vo vsetkych troch pestovatel'skych sezonach a v oboch testovanych
variantoch, ¢im potvrdila svoju tirodovu adaptabilitu a stabilitu.

Tabul’ka 2: Priemerné urody zrna jednotlivych odrdod psenice letnej dosiahnuté v oSetrenom (O) a neosetrenom
(N) variante v ro¢nikoch 2005/2006 — 2007/2008

Odroda UrodaIO UrodalN R?zdiel O-N Priememé1 uroda % k priemeru
t.ha’ t.ha’ t.ha’ % t.ha’ %
Torysa 10,04 8,83 1,21 13,7 943 |a* 1104
Veldava 9,68 8,14 1,55 19,0 8,91 b 104,3
Mladka 9,71 8,06 1,65 20,5 888 | b 103,9
Pavlina 9,53 8,17 1,37 16,7 885 | b 103,6
Barroko 9,51 8,06 1,46 18,1 8,79 | bc 102,8
Ilona 9,52 7,91 1,61 20,4 8,72 | bed 102,0
Ilias 9,29 8,03 1,26 15,6 8,66 | bed 101,3
Cubus 9,12 7,94 1,18 14,9 8,53 cde 99,8
Malyska 9,19 7,83 1,37 17,5 8,51 cde 99,6
Vanda 9,13 7,85 1,28 16,3 8,49 cde 99,4
Markola 8,95 8,02 0,93 11,6 8,48 de 99,3
Malvina 9,06 7,90 1,16 14,7 8,48 de 99,3
Akteur 8,88 7,84 1,04 13,2 8,36 e 97,8
Venistar 8,69 7,14 1,55 21,6 7,92 f 92,6
Sulamit 8,49 7,31 1,19 16,2 7,90 f 92,4
Petrana 8,51 7,13 1,38 19,3 7,82 f 91,6
Priemer 9,21 7,88 1,32 16,8 8,55 100,0

*Hodnoty oznacené rovnakymi pismenami nie si preukazne rozdielne na hranici pravdepodobnosti
P < 0,05, Tukeyov test.

Zaver

Na produkénej schopnosti pSenice letnej f. ozimnej (Triticum aestivum L.) sa vyznamne podiel’ali klimatické
podmienky, oSetrenie aj odroda. V sledovanom stbore odrdod bola zistena vysoka variabilita v citlivosti
k patogénnom napadajicim rastliny pSenice.

Utinnost fungicidneho oSetrenia sa prejavila na zniZeni intenzity napadnutia jednotlivymi patogénmi. Hrdza
pSenicova a hrdza plevova sa v oSetrenych variantoch nevyskytovali a ostatné patogény mali niz$iu intenzitu
napadnutia ako v neosetrenych variantoch. Analyza vysledkov potvrdila pozitivny vplyv fungicidneho osetrenia
na udrzanie priaznivého zdravotného stavu a s tym stivisiaceho zvysenia tirody zrna.

Najvyznamnej$imi patogénmi ovplyviiujicimi produként schopnost’ pSenice letnej f. ozimnej (Triticum
aestivum L.) v sledovanom obdobi boli povodcovia listovych Skvrnistosti, v roku 2007 pri odrode Malvina aj
hrdza plevova.
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IZOLACE PROTOPLASTU Z MIKROSPOR U RODU BRASSICA A CUCUMIS
ISOLATION OF MICROSPORE PROTOPLASTS OF BRASSICA AND CUCUMIS
GENERA

Bozena NAVRATILOVA — Dagmar SKALOVA — Magdaléna MARKOVA

The aim of this work was to optimize a method for isolation of protoplasts from Brassica and Cucumis microspores and to
improve the working protocol. Intact buds from plants growing in growth chamber (Brassica spp.) and in glasshouse
(Cucumis spp.) were used for isolation of microspore protoplasts. Collected buds obtained late uninucleate- and early
binucleate-stage microspores. The best enzymatic mixture for Brassica microspores was 1% Cellulase Onozuka R-10; 0.5%
Pectinase; 0.3% Macerozyme; 0.3% Pectolyase; 10% glucose and 13% mannitol in CPW medium. Brassica microspore
protoplasts with microspores were cultivated in modified liquid KM medium in the dark at 27 °C. For Cucumis microspores
was the most suitable enzymatic mixture 1% Cellulase Onozuka R-10; 0.8% Pectinase; 0.3% Macerozyme,; 9% mannitol and
7.2% sorbitol in CPW medium. Cucumis microspore protoplasts with microspores were cultivated in modified LCM1
medium in the dark at 26 °C.

Key words: Brassica sp., Cucumis sp., microspores, protoplasts, enzymatic mixture

Uvod

Zastupci rodd Brassica a Cucumis patii mezi vyznamné zemédélské plodiny, tyto druhy vSak postradaji
odolnost vici vyznamnym hospodaiskym chorobam a skidctim. U nékterych planych druht se vyskytuji
rezistence k témto patogentim i odolnost vici abiotickym stresim a je Zzadouci pfenést tyto vlastnosti do
kulturnich plodin. Protoplastové kultury a nésledné fuze protoplastii jsou jednou z biotechnologickych metod
vyuzivanych pro ptfekondvani bariér klasického kiizeni, naptf. pomoci fize haploidnich (mikrosporovych) a
diploidnich protoplastli je mozno ziskat nové hybridni jedince s nizsi ploidii nez fizi diploidnich protoplasti
(LIU a kol., 2007). Mikrosporové protoplasty lze vyuzit i v ramci transformaci rostlin (SUN a kol., 1999).

V prvni fadé je dilezité optimalizovat metody izolace protoplastii z mikrospor a podminky jejich kultivace a
nasledné protoplasty fizovat. U rodu Brassica bylo testovano jiz nékolik metod pro izolaci a kultivaci
mikrosporovych protoplastti (SUN a kol., 1999; LIU a kol., 2007). Rozdily jsou ve stadiu mikrospor, ve slozeni
enzymatickych roztokd a v kultivacnich médiich. U rodu Cucumis nebyla izolace protoplasti z mikrospor zatim
popsana. Cilem této prace byla optimalizace slozeni enzymatického roztoku a metody izolace protoplastl
z mikrospor (hustota protoplasti min. 1 x 10° v 1 ml protoplastové suspenze).

Material a metody

Rostlinny material

Pro izolaci protoplasti z mikrospor byly pouzity tii RC genotypy rodu Brassica (RC Brassica oleracea 8/1,
RC Brassica oleracea CRGC 5/1; RC Brassica rapa subspec. chinensis) a dva genotypy rodu Cucumis
(Cucumis sativus Stela F1; Cucumis melo linie MR-1). Poupata (15 - 20) vSech genotypl byla odebirana ve
velikosti odpovidajici stadiu pozdné jednojadernych az ¢asné dvojjadernych mikrospor. Poté byla povrchoveé
sterilizovana (2 min v 70% EtOH; promyti sterilni destilovanou vodou — 3 x 5 min).

Izolace mikrospor

Postup izolace mikrospor byl pievzat a modifikovan podle DULJS a kol. (1992). Poupata (u rodu Brassica)
¢i izolované prasniky (u rodu Cucumis) byly vlozeny do zkumavky s 0,5 ml vychlazeného NLN 13 média
(LICHTER, 1981). Poupata (prasniky) byla opatrné rozdrcena sklenénou ty¢inkou a po piidavku cca 4 ml NLN
13 média filtrovana (Brassica pies dvojity nylonovy filtr — 72 um, 42 um; Cucumis pies jednoduchy nylonovy
filtr — 72 pm). Podil na filtru byl proplachovan NLN 13 médiem tak, aby konecny objem suspenze byl 10 ml.
Izolovana pylova zrna byla centrifugovana 3x pti 800 rpm (Brassica) a pti 900 rpm (Cucumis) po dobu 10 — 5 —
5 min (po kazdé centrifugaci byl odstranén supernatant a bylo doplnéno Cerstvé NLN 13 médium).

Izolace protoplastii

Z tady ptredbéznych experimentl byly vybrany dva enzymatické roztoky. Pro oba rody bylo pouzito jako
zaklad CPW médium (BANKS a EVANS, 1976). Pro rod Brassica byla pouzita smes enzymu: 1% celulasa;
0,5% pektinasa; 0,3% pectolyasa; 0,3% macerozym; 10% glukosa; 13% manitol. Pro rod Cucumis byla pouzita
enzymaticka smes dle LIU a kol. (2007): 1% celulasa; 0,8% pektinasa; 0,3% macerozym; 9% manitol; 7,2%
sorbitol. K sedimentu mikrospor (po posledni centrifugaci v NLN 13 médiu) bylo pfidano 1,5 ml
enzymatického roztoku. Smési byly vlozeny do termostatu (Brassica: 27 °C, tiepacka, 55 — 65 min; Cucumis:
30 °C, tfepaCka, 50 — 70 min). Poté byly protoplasty centrifugovany a purifikovany v médiu KM (KAO a
MICHAYLUK, 1975; 600 rpm, 2 x 5 min., Brassica) a LCM1 (DEBAUJON a BRANCHARD, 1992;
NAVRATILOVA a kol., 2008; 500 rpm, 2 x 2 min., Cucumis) a nasledné v téchto médiich kultivovany (tma,
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termostat, 26 °C). Hustota protoplasti byla po¢itdna v Biirkerové komtrce v 1 ml roztoku a Zivotnost pylovych
zrn byla stanovovana pomoci barviva FDA a fluorescen¢niho mikroskopu (Olympus BX60, WB filtr).

Vysledky a diskuse

Optimalni pro izolaci protoplastii byla jednojaderna a Casné dvojjaderna stadia mikrospor. Zakladem pro
enzymatické roztoky bylo CPW médium, které je pii izolacich protoplastii ¢asto pouzivané. Nejvyssi hustota a
zivotnost protoplastil byla ziskana v enzymatickych smésich viz. Material a metody.

U RC Brassica spp. byly vhodné genotypy B. oleracea 8/1 a B. rapa, kdy zivotnost izolovanych mikrospor

byla v priméru 50 - 60 % a protoplasty se uvolnily z 15 - 20 % mikrospor (Obr. 1a). Podobné vysledky u B.
napus cv. Topas ziskali také SUN a kol. (1999), kdy byly protoplasty uvolnéné z 26,3 % mikrospor. Hustota
mikrospor po izolaci v nasich experimentech byla v praiméru 2,2 x 10° na 1 ml média a hustota uvolnénych
protoplastdl 3,4 - 4,5 x 10° nal ml média. B&hem kultivace bylo pozorovano zvétSovani protoplastii a 1.
bunééné déleni. U B. oleracea CRGC 5/1 se protoplasty uvoliiovaly z 5 - 10 % mikrospor a béhem kultivace
protoplasty praskaly.
v priméru 75 %; protoplasty se uvoliiovaly primémé ze 14 % izolovanych mikrospor. Primérna hustota
mikrospor v 1 ml média byla 7,3 x 10%; hustota protoplastii byla 1,5 x 10° (primérna hustota protoplastii na
%). Protoplasty se uvoliiovaly pouze z 10 % mikrospor. Primérna hustota mikrospor v 1 ml média byla 4 x 10°;
hustota protoplastil byla 5,8 x 10* (primérna hustota protoplastii na jedno poupé 3,1 x 10*). LIU a kol. (2007)
uvadi hustotu protoplastii v rozmezi 0,3 - 3,9 x 10* na jedno poupé. Nasledna kultivace mikrosporovych
protoplastl u rodu Cucumis byla zatim netispésna.

Zavér

Pro izolaci protoplastd z mikrospor byly testovany 3 RC genotypy rodu Brassica a 2 genotypy rodu
Cucumis. Metody izolace mikrospor a protoplasti byly vyhovujici. Po izolaci bylo dosazeno pozadované
hustoty mikrosporovych protoplastti. Béhem purifikace se nepodafilo zcela oddé¢lit protoplasty od mikrospor a
proto byly kultivovany spolecné.
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VARIABILITA VYNOSU CHMELE (Humulus lupulus L.) U VYSOKOOBSAZNYCH
GENOTYPU
VARIABILITY IN YIELDS OF HOPS (Humulus lupulus L.) IN BITTER HOP
VARIETIES

Vladimir NESVADBA — Josef JEZEK — Zdénka POLONCIKOVA — Alena HENYCHOV A

The average yield within Saaz aroma hops amounts to 1.97 kg of fresh hops/plant, whereas the average yield in Czech hybrid
varieties (Sladek, Harmonie, Premiant, Agnus, etc.) is 3.19 kg/plant. The probability concerning hop yields shows the value
of 99% in hybrid varieties favor. The variability in the both assessed collections is nearly the same (Saaz aroma hops 33.4%
and hybrid varieties 35.7%, resp.). Czech bitter varieties have the average yield in the range since 1.94 to 3.62 kg of fresh
hops/plant. The highest yield was found out in genotype no. 4784. This genotype together with Agnus and Rubin hybrid
varieties reaches on average higher yield than the other bitter genotypes. The highest variability was found out in genotype
no. 4788 (41.06%). On the contrary, Agnus shows the lowest variability (10.1%).

Key words: hop, Humulus lupulus L., hop varieties, yield, variability

Uvod

Ve slechténi chmele v Ceské republice byly vyuzivany dvé hlavni metody. Klonova selekce byla vyuzivana
od 20. let minulého stoleti, ale dnes se témé&f nevyuziva. Touto metodou bylo ziskdno 9 klonti Zateckého
poloraného cervenaku. Jako druha metoda, ktera se stale pouziva je kfizeni vhodnych rodi¢ovskych komponentt.
Timto zpisobem byla ziskana nova skupina odriid, které se oznacuji jako hybridni odriidy chmele. Ceské
chmelové odriidy se dle pivovarského vyuziti rozdéluji na jemné aromatické (klony Zateckého poloraného
Cervenaku), aromatické (Sladek a Harmonie), hotké (Bor a Premiant) a vysokoobsazné (Agnus a Rubin). Toto
rozdéleni je stanoveno na zakladé obsahu a sloZzeni chmelovych pryskyfic. Hlavnim vykonnostnim znakem je
vynos chmele. Vynos chmele je dan poétem hlavek na rostling a jejich hmotnosti. Tyto dva vynosotvorné prvky
jsou ovlivnény fadou faktorti, napt. vyskou nasazeni plodonosnych pazocht, vzdalenosti internodii, hustotou
nasazeni hlavek na pazochu, velikosti hlavek a jeji stavbou atd. Vzhledem k soucasné péstitelské technologii je
pocet rostlin na ploSe téméf konstantni, proto je pro hodnoceni vynosu chmele rozhodujici hmotnost hldvek na
jedné rostlin€. Nelze opomenout, Ze dllezitou prioritou ve Slechténi chmele je odolnost k biotickym i abiotickym
Cinitelim. Z biotickych Cinitelt se jedna piredevsim o odolnost k vyznamnym houbovym chorobam (peronospora
chmelové a padli chmelové), ke skidcim (mSice chmelova a sviluska chmelova). Z abiotickych Ciniteltl se jedna
o odolnost k suchu a k vysokym teplotdm. Tyto abiotické faktory maji velky vliv na vysokou variabilitu ve
vykonnosti (vynos a obsah chmelovych pryskyfic) chmelovych odrid.

Metodika

Pro hodnoceni byl vybran soubor &eskych odriid piivodu Zateckého poloraného &erveiidku a hybridnich
odrad. U kazdé odridy bylo hodnoceno 10 matecnych rostlin od roku 2003. Pro hodnoceni variability
vysokoobsaznych Ceskych chmelii bylo vybrano 10 perspektivnich genotypt s vy$§im obsahem alfa kyselin.
V ramci tohoto souboru jsou zafazeny i dvé Ceské registrované odridy vysokoobsazného typu - Agnus a Rubin.
Tento vybrany soubor genotypu je zafazen v kontrolni Skolce a kazdy je péstovan po osmi rostlinach. Vybrany
soubor genotypl byl hodnocen na stejném stanovisti (eliminace vlivu pudnich podminek), tim byly zaruceny i
stejné agrotechnické zasahy v pokusném porostu. Kazda rostlina byla sklizena na pokusném cesacim stroji
Wolf. Chmelové hlavky byly vazeny v Cerstvém stavu. Pro hodnoceni byly vybrany zakladni statistické
parametry: pramér, pro variabilitu smérodatnd odchylka a stondsobek varia¢niho koeficientu. Pro stanoveni
prikaznosti rozdilu mezi jednotlivymi genotypy byl pouzit t-test.

Vysledky a diskuse

Pramérny vynos u klont Zateckého poloraného erveiidku je 1,97 kg &erstvého chmele.rostlinu™. Stondsobek
varia¢niho koeficientu vykazuje variabilitu 33,4 %. Primérny vynos Ceskych hybridnich odrid je 3,19 kg
Zerstvého chmele.rostlinu™. Stonasobek variaéniho koeficientu vykazuje variabilitu 35,7 %. S99 %
pravdépodobnosti vykazuji hybridni odrtidy prikazné vy$si vynos chmele nez klony Zateckého poloraného
ervenaku. Cetnost rozdéleni ve vynosu chmele je uvedena v Grafech 1 a 2. Variabilita vynosu chmele u obou
skupin chmeld je témér na stejné urovni.

Z tabulky 1 je patrné, Ze nejvys$Si vynos chmele vykazuje genotyp 4784 a to 3,62 kg cerstvého
chmele.rostlinu™. Nad hranici 3 kg/rostlinu maji vynos chmele i kontrolni odriidy Agnus a Rubin. Naopak

v

testu byla stanovena priikaznost rozdilu ve vynosu chmele mezi hodnocenymi odridami. Z vysledki je patrné, ze
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4784 ma prukazné vyssi vynos chmele nez vSechny sledované genotypy mimo srovnavacich odrid Agnus a

Nejvyssi variabilitu vyjadienou stonasobkem varia¢niho koeficientu ve vynosu chmele ma genotyp 4788 a to
41,06%. Je patrné, Ze vynos chmele u tohoto genotypu je vyrazné ovlivnén prostiedim. Pro praxi neni vhodny,
protoze lze predpokladat vysokou wvariabilitu vynosu chmele jak mezi lokalitami péstovani, tak mezi
jednotlivymi ro¢niky. Vysokou variabilitu (nad 30 %) vykazuji dale odrudy ¢islo 4643 a 4784. Naopak nejnizsi
variabilitu vykazuje odrida Agnus a to pouze 10,10%. Vysledky potvrzuji, ze odrida Agnus vykazuje dobrou
stabilitu vynosu. Obdobnou stabilitu vynosu ma téz odruda ¢islo 4814, ale bohuzel vykazuje nizkou vynosovou
uroven. Odrudy cislo 4815, 4717, 4709 maji variabilitu téméf na stejné tirovni jako odrida Rubin.

Graf 1: Cetnost vynosu - klony ZPC Graf 1: Cetnost vynosu - hybridni chmele
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Tab. 1: Vynos chmele u sledovanych genotypu ( kg/rostlinu)

Agnus Rubin 4643 4709 4715 4717 4784 4788 4814 4815
Primér 3,01 3,17 1,69 1,34 2,25 2,05 3,62 2,38 1,94 2,66
s 0,30 0,82 0,52 0,37 0,83 0,50 1,11 0,98 0,26 0,62
Vk % 10,10 25,72 30,68 27,49 36,98 24,51 30,66 41,06 13,33 23,31
Potadi 3 2 9 10 6 7 1 5 8 4
Zaveér

Vynosova urovei sou¢asnych &eskych odriid je prikazné vyssi nez klony piavodu Zateckého poloraného
Cervenaku. Z dosazenych vysledki lze stanovit, Zze pouze genotyp 4784 ma vysS§i vynos nez soucasné
registrované odridy vysokoobsazného typu. Tento rozdil vynosu chmele neni statisticky vyznamny. Ostatni
genotypy vysokoobsazného typu vykazuji prikazné niz$i vynos nez soucasné registrované odrudy této skupiny
chmeld. Nejvyssi stabilitu ma odrida Agnus a genotyp 4814. Tento znak stability vykonnosti je preferovan
péstitelkou praxi.

Podékovani

Tento piispévek byl zpracovan v ramci vyzkumného projektu 3.d Tvorba genotypd chmele s rezistenci k
biotickym a abiotickym faktorim s pozadovanou kvalitou znaki, ktery podporuje MZe CR a vyzkumného
zaméru MSM 1486434701, ktery podporuje MSMT CR
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VARIABILITA PLANYCH CHMELU (Humulus lupulus L.)
VARIABILITY WITHIN WILD HOPS (Humulus lupulus L.)

Vladimir NESVADBA — Josef PATZAK — Karel KROFTA — Alena HENYCHOVA

Within the collection of wild hops belonging to Hop Research Institute, Co., Ltd. in Zatec together 155 plants were studied.
The objective of this activity was to evaluate chemical and genetic variability in these hops. The highest alpha acid content
was determined in a wild hop originating from the USA (6.1%). On the contrary, the lowest one was found out in a wild hop
having origin in Switzerland (0.37%). This Swiss genotype shows the highest content of beta acids (9.08%). The lowest
content of beta acids was determined in a Caucasus plant no. H33 (0.81%). Totally 33% of wild hops from Caucasus and
Czech Republic have the ratio of cohumulone under the level of 20% rel. On the contrary, only the hops having origin in the
USA and Canada have the ratio of cohnumulone higher than 45% rel. Xanthohumol content amounts to since 0.05% to 0.44%
(USA). DMX content moves since 0.01% till 0.14% (wild hops from the USA and Czech Republic). With the help of DNA
analyses (SRS and SSR) we determined genetic distance of Czech, European, Caucasus and North American wild hops. It is
obvious that Czech hops belong to the group of European germ plasma, distinctively separated from American hop genotypes
and Humulus japonicus. The work was supported by Czech Ministry of Education within the Research project no.
1486434701: ““Research and Regulation of Stress Factors in Hops.”

Key words: hop, Humulus lupulus L., wild hops, variability, hop resins, DNA analyses.

Uvod

Plané chmele jsou charakteristické vysokou genetickou variabilitou a tim se stavaji nedilnou soucasti
genetickych zdroji chmele. Ve Slechtitelském procesu jsou vyuzivany jako zdroje odolnosti k houbovym
chorobam, k suchu a v posledni dobé se hledaji nové genetické zdroje pro pivovarské i farmaceutické ucely.
Plané chmele prosly pfirodni selekcei, ale tato selekce je ovlivnéna podminkami daného stanoviste a lokality. Pro
stanoveni znaki geneticky zalozenych je nutné vybrané plané chmele vysadit do stejnych podminek a testovat je
jak polnich, tak i nasledné v laboratornich podminkach.

Metodika

V ramci kolekce planych chmelti ve Chmelaiském institutu Zatec bylo hodnoceno 155 planych chmelt
z Evropy, Kavkazu a Severni Ameriky. Kolekce planych chmelt je soucasti genetickych zdroji chmele
(MZe 33083/03-300 6.2.1. — MZe CR). Z kazdého genotypu planého chmele byl odebran primérny vzorek
chmelovych hlavek. Chemické analyzy slozeni a obsahu chmelovych pryskyfic, xanthohumolu a
desmethylxanthohumolu (DMX) byly provedeny HPLC metodou /EBC 7.7/, (ANALYTICA, 1997). DNA
analyzy byly provedeny STS (JAKSE et al., 2002) a SSR metodou (PATZAK et al., 2007). Pro hodnoceni
genetické diversity byla pouzita klastrova analyza NTSYS-pc v. 2.11V for WINDOWS (Exeter Software,
USA).

Vysledky a diskuze

V tabulce 1 jsou uvedeny minimalni a maximalni obsahy a statistické parametry chemickych analyz u
variabilitu (36,10 %) a naopak nejvyssi variabilitu ma pomérvxanthohumol/alfa kyseliny (58,55 %).

Nejniz$i obsah alfa kyselin vykazuje plany chmel ze Svycarska (8) 0,37 % a naopak nejvyssi obsah ma
plany chmel z USA 6,1 %. Primérny obsah u planych chmeli je 2,51 %. Podle autorit NESVADBA et al. (2008)

v
v

v

20 % rel. ma 27 planych chmelt z Kavkazu a 6 planych chmelii z Ceské republiky. Nejvyssi podil kohumulonu
ma plany chmel z Kanady a to 69 % rel. Skupina severoamerickych chmell se evidentné oddéluje od skupiny
planych chmelii z Evropy a Kavkazu. Podil kohumulonu u severoamerickych planych chmelt je od 45,6 % rel.
do 69,0 % rel. Naopak druha skupina vykazuje rozpéti kohumulonu od 13, 0 % rel. do 38,0 % rel. Vysoky podil
kohumulonu z této skupiny vykazuji plany chmel Svycarsko 8 (38,0 %), Kavkaz 37,9 %, CR Rabstejn (36,7 %)
a Belgie 12 (35,8 %). Velmi zajimavy je plany chmel Kanada 81, ktery vykazuje podil kohumulonu 23 % rel..
tim se vyrazné odliSuje od skupiny svého ptivodu. Severoamerické chmele vyrazné ovlivnily pramérny podil
kohumolonu, ktery je 31,72 % rel. Opét uvadény pramérny podil kohumulonu u ¢eskych planych chmeld je
podle NESVADBY et al. (2008) 24,83 % rel. Nejnizsi podil kolupulonu ma plany chmel ze severnich Cech a to
34,1 % rel. Nizky podil kolupulonu pod hranici 40 % rel. vykazuji plané chmele z Ceské republiky, Svycarska,

xanthohumolu vykazuje plany chmel Kavkaz H33 a to 0,05 %. Nejnizsi obsah xanthohumolu vykazuje plany
chmel Kavkaz H33 a to 0,05 %. Nizky obsah xanthohumolu vykazuji dal$i plané chmele z Kavkazu, Ceské

republiky, Belgie, Francie i Svycarska. Naopak nejvyssi obsah xanthohumolu vykazuje plany chmel z USA a to
0,44 %. I dalsi plané chmele, ptedev§sim z USA, Kanady, Ceské republiky i Kavkazu, maji obsah xanthohumolu
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Obsah DMX na tirovni Zateckého poloraného &erveniaku vykazuje fada planych chmelti z USA, Kanady, Ceské
republiky a Francie. Nejvyss$i obsah 0,14 % DMX vykazuji plané chmele z USA a Ceské republiky.

Tabulka 1: Variabilita obsahu chmelovych pryskyfic, xanthohumolu a DMX u planych chmeli

Parametr Alfa kys. | Beta kys. Pomér Kohumulon | Kolupulon | Xanthohumol | DMX
(% hm.) (% hm.) | (alfa/beta) (%o rel.) (% rel.) (% hm.) (% hm.)
Min. obsah 0,37 0,81 0,04 13,0 34,1 0,05 0,01
Max. obsah 6,1 9,08 1,92 69,0 84,4 0,44 0,14
Pramér 2,51 3,49 0,76 31,72 51,97 0,19 0,05
Median 2,57 3,32 0,73 25,35 46,30 0,18 0,04
Smér. odch. 1,094 1,111 0,328 15,832 14,559 0,069 0,024
Var. koef. (%) 43,60 31,79 43,21 49,91 28,02 36,10 49,71

Dale se testovala geneticka variabilita (charakterizace) planych chmel pomoci PCR metod. Pro DNA
analyzy byly pouzity puvodni vzorky vybranych planych chmeli z oblasti vyskytu. Dosazené vysledky
poukazuji jak na genetickou variabilitu testovanych vzorkd, tak i na to, Ze plané chmele ze severniho Kavkazu se
svym genetickym ptivodem fadi mezi plané chmele z Evropy a Severni Ameriky.

Zavér

Dosazené vysledky chemickych analyz poukazuji na vysokou variabilitu chemického slozeni chmelovych
hlavek z planych chmeld z Evropy, Kavkazu a Severni Ameriky. Vysledky DNA analyz poukazuji na teorii
puvodu chmele z vychodni Asie. Z této ¢asti se pravdépodobné rozsifil pies Kavkaz do Evropy (chmele
s evropskymi znaky — nizky podil kohumulonu) a pravdépodobné pies Aljasku do Severni Ameriky (americké
znaky — vysoky podil kohumulonu). Je nutné konstatovat, Ze se jedna se o dil¢i vysledky, které budou
pfedmétem dalsiho vyzkumu.
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Podékovani

Tento prispévek byl zpracovan v ramei vyzkumného zaméru MSM 1486434701 a projektu ME 832, které
podporuje MSMT CR. Nékteré vzorky byly ziskany z polni kolekce GZ chmele, ktera je soucasti Narodniho
programu konzervace a vyuZivani genetickych zdroji rostlin a biodiversity (MZe 33083/03-300 6.2.1. — MZe
CR).
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BIOCHEMICKE ASPEKTY UCINKOV OLOVA A KADMIA NA KORENE SOJE
FAZULOVEJ
BIOCHEMICAL ASPECTS OF LEAD AND CADMIUM EFFECTS ON ROOTS OF
SOYBEAN

Beata PIRSELOVA — Roman KUNA — Anna GOGOLAKOVA — Ildik6 MATUSIKOVA

Activity of B-1,3-glucanase in roots of Glycine max cv. Korada, treated with lead (500 mg.I"' Pb**) and cadmium (300 mg.I""
Cd**) was studied in context of heavy metal impact on plant tissue such as cell viability, lipid peroxidation and lignification.
Two days after application of heavy metals on roots, strong damage of plasma membrane was observed in all tested plants as
a typical symptom of heavy metal toxicity. Further, enhanced lipid peroxidation and lignification in roots indicated formation
of a barrier against metal entrance. Changes in activity of glucanases determined through fluorimetric method detected
might also reflect to some additional function in the mechanism of metal tolerance in plant.

Key words: soybean, heavy metals, f-1,3-glucanase, lignification, lipid peroxidation

Uvod

Tazkymi kovmi stresované rastliny v prirode rastii a vyvijaju sa v podmienkach pritomnosti toxickych iénov,
ktoré v nich vyvolavaji rézne poskodenia. Toxické symptomy sa prejavuji pocas réoznych vyvinovych Stadii,
vykazujtc rdzne Grovne adaptacie k stresovym podmienkam. Vyznamnu Glohu v tolerancii rastlin na tazké kovy
zohravaju bunkova stena a cytoplazmatickd membrana buniek korenov, ktoré sa dostavaju vécsinou ako prvé do
kontaktu s i6nmi kovov. Soja l'ahko prijima tazké kovy z ovzdusia a pddy, preto pre potravinarske a kimne
vyuzitie nie je vhodné ju pestovat’ v pédach kontaminovanych tazkymi kovmi. Mnohé biochemické aspekty
vplyvu tazkych kovov na rastliny su objasnené. Je zname, Ze vplyvom tazkych kovov dochddza ku zmenam v
bunkovej stene (lignifikacia, ukladanie kaldzy) prostrednictvom réznych hydrolytickych enzymov (SIROKA et
al., 2004). Tieto zmeny vedl vacsinou k spevneniu bunkovej steny a vytvoreniu bariéry pre vstup tazkych kovov
do buniek.

Glukanazy su hydrolytické enzymy, ktoré katalyzuju Stiepenie vézieb 1,3-B-glukdnu, vyznamnej zlozky
bunkovej steny rastlin a hub. V rastlinach sa -1,3-glukanazy indukuji v procese obrany rastliny proti patogénom
(LEUBNER-METZGER, 2003). Posledné studie ukazuju, Ze zohravaju ulohu aj pri mnohych fyziologickych
a vyvinovych procesoch neinfikovanych rastlin (LEUBNER-METZGER, 2003). Navyse sa B-1,3-glukanazy
zGCastiiuju obrannych procesov rastlin vyvolanych réznymi abiotickymi stresormi. Ich syntézu indukovala
aj pritomnost hlinika a litia a pravdepodobne sa zac¢astiuji modifikacie komponentov bunkovej steny za danych
podmienok (CRUZ-ORTEGA et al., 1993).

Zmeny v aktivite glukanaz vplyvom tazkych kovov boli sledované najmi v réznych mikroorganizmoch,
ovela menej v pletivach vyssSich rastlin. Ich tloha v odpovedi rastlin na tazké kovy vSak doteraz nie
je jednoznacéne preukazand. Cielom naSich analyz je doplnit’ poznatky o toxickych ucinkoch tazkych kovov na
korene soje fazulovej a poukdzat na moznu ulohu PB-1,3-glukanaz v obrannych procesoch sdje voci idonom
tazkych kovov.

Material a metody

Sterilizované semena soje fazulovej (Glycine max cv. Korada) boli naklicované na Petriho miskach na
dvojitej vrstve filtracného papiera navlhéeného destilovanou vodou v tme pri 25 °C. Korene kli¢iacich rastlin s
priblizne rovnakou dizkou (3-5 mm) boli prenesené do novych Petriho misiek a vystavené uéinkom olova (500
mg.1"' Pb*") a kadmia (300 mg.I"' Cd*"). Kontrolnu vzorku tvorili korene nakli¢ované v destilovanej vode. Po 48
hodinach inkubacie bol z korenov rastlin izolovany bielkovinovy extrakt, v ktorom sme merali aktivitu 8 -
glukanazy fluorimetricky vyuzitim substratu laminarinu. Toxicky ucinok kovov na korene sgje sme detekovali
spektrofotometrickym meranim viability buniek pomocou Evansovej modrej a histochemickych farbenim
koretiov na ur¢enie miery lipidovej peroxidacie a lignifikacie. VSetky experimenty boli uskuto¢nené minimalne
v troch nezavislych opakovaniach. Ziskané ¢iselné udaje boli $tatisticky vyhodnotené Studentovym t-testom.

Vysledky a diskusia

Toxicky ucinok ionov olova akadmia na korene sdje fazulovej potvrdilo testovanie viability buniek
koreniov. Po 48 hod inkubacie koreiiov v roztokoch kovov doslo k vyraznému naruseniu cytoplazmatickej
membrany buniek, pricom i6ny kadmia vo zvolenej davke prejavili vyssiu toxicitu. Po histochemickom farbeni
sa na korenoch prejavili d’alSie symptomy toxicity kovov — zvySenad lignifikacia a lipidova peroxidacia. Syntéza
ligninu v bunkovych stendch je vSeobecnym obrannym mechanizmom rastlin voci réznym stresovym faktorom,
ktory vedie k zabraneniu d’alSiecho poskodenia buniek. Vizba tazkych kovov kligninu pravdepodobne
predstavuje d’al§i mechanizmus znizenia toxického ucinku kovu. ZvySena peroxidacia lipidov bunkovej
membrany indikuje vznikajuci oxidativny stres, ktorého miera ¢asto koreluje s toxicitou kovu (SAVINOV et al.,
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2007). V naSom experimente histochemické farbenia korefiov naznacili zvysent mieru lipidovej peroxidacie
najmé vplyvom kadmia.

Na prestavbe bunkovej steny vplyvom tazkych kovov sa pravdepodobne zii¢astiiuju aj B-1,3-glukanazy. Ich
aktivita sa vplyvom olova zvysila oproti kontrole 047% a vplyvom kadmia o 6%. Uloha tohto enzymu v
podmienkach stresu tazkymi kovmi nie je znama. ZvySena aktivita tohto enzymu vplyvom kovov je zdanlivo
v rozpore so skutoCnostou, Ze sa tieto enzymy zucasthuji rozkladu B—glukanu (kaldézy) v bunkovej stene,
vplyvom kovov dochadza totiz ku zvyseniu a nie ku zniZzeniu mnozstva kalozy (CRUZ-ORTEGA et al., 1995).
Tento predpoklad bude mozné overit meranim mnozstva kaldézy v bunkovych stenach séje v rovnakych
experimentalnych podmienkach ako boli zvolené pre meranie aktivity glukanaz.

Zaver

Korene kli¢iacich rastlin s6je prejavili vysoku citlivost’ vo¢i zvolenym davkam olova a kadmia. Popri
naruseni cytoplazmatickej membrany buniek doslo ku zvySenej peroxidacii lipidov bunkovej membrany ako
dosledok oxidativneho poskodenia. Zvysena lignifikacia pletiv korefov je prejavom obrannych mechanizmov,
ktoré nastavaju v bunke vplyvom ionov tazkych kovov. Vysledky merania aktivity B-1,3-glukanaz v
bielkovinovych extraktoch korenov soje poukazuju na to, Ze tieto enzymy su aktivnou zlozkou obrannych
procesov rastlin voéi tazkym kovom. Dalsie hibkové studie tychto molekul by mohli prispiet’ k objasneniu
moznych mechanizmov podiel'ajicich sa na zvySovani odolnosti rastlin voci toxickym kovom.
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VLIV POSKLIZNOVEHO DOZRAVANI NA KVALITU KLiCENi ODRUD
SLADOVNICKEHO JECMENE
EFFECT OF POST-HARVEST MATURATION ON GERMINATION QUALITY OF
MALTING BARLEY VARIETIES

Vratislav PSOTA — Lenka SACHAMBULA — Ondiej POLAK

The aim of the study was to follow the course of post-harvest maturation in nine malting barley varieties that have been
currently most widespread in the Czech Republic. Five parameters characterizing germination (energy, rate, index, and
homogeneity of germination) were monitored 3, 6, 9 and 12 weeks afier achieving full ripeness. Considerable intervarietal
differences in the length and intensity of post harvest maturation were determined. The variety Calgary was the variety with
the longest post harvest maturation. All the studied parameters of germination, with the exception of germination energy,
were affected by year from 60 %, location even from 30 % and variety maximally from 17 %. Germination energy was
significantly affected by the location even from 83 %. The effect of year on the level of post harvest maturation declined with
time and, conversely, the effect of variety and location increased.

Key words: barley, variety, post-harvest maturation, dormancy, germination

Uvod

Nekolikatydenni obdobi po sklizni, kdy obilky jeCmene kli¢i jen pomalu a nejednotné za podminek jinak pro
kliceni vhodnych, je obvykle oznacovano jako poskliziiové dozravani. Pro kvalitu sladu je ale velmi dalezité,
aby obilky dané partie kli¢ily rychle a jednotné.
obilky a ponofeny do vody (BENECH-ARNOLD et al., 1999). V tomto obdobi nekli¢i zrno, ale pouze zarodek.
V této ¢asti dormance pasobi endosperm, oplodi, osemeni a pluchy jako bariéra branici predéasnému kli¢eni
(Lenoir et al., 1986). Vystup z dormance zacina ziidkakdy pred tim, nez porost dosahne plné zralosti. Po
dosazeni tohoto obdobi nékteré odridy vystupuji z dormance nahle (béhem nékolika dnil), nekteré postupné
(béhem tydnt), a nekteré zustavaji dormantnimi po nékolik mésicdi (BENECH-ARNOLD, 2001). Pfirozeny a
rychly vystup z dormance je pfitom z hlediska sladarské technologie mimoiadné dulezity.

Rychlost a jednotnost kliceni obilek jeCmene se po sklizni postupné zlepSuje. Toto obdobi dormance je
ozna¢ovéno terminem poskliziiové dozravani (PSOTA, SEBANEK, 1999). Mechanismus vystupu z dormance
(posklizinového dozravani) obilek jeCmene je vyznamnym faktorem ovliviiyjicim jeho biologickou a
sladovnickou hodnotu. Hluboké a dlouhd dormance znamena pro sladovny finanéni ztratu, protoze Cerstvé
sklizeny je¢men kli¢i pomalu a nejednotné.

Selekéni tlak na dormanci vedl k vytvofeni genotypt je¢mene, u nichZ je dormance ukonéena pied sklizni.
Kdyz je hladina dormance mezi plnou zralosti a sklizni pfili§ nizka, hrozi, Ze i kratkodobé (méné nez 24 hodin)
vystaveni porostu desti vyvola rist zarodku (BENECH-ARNOLD, 2001). To mize cinit sladovnickému
pramyslu problémy, protoze je velmi slozité pfimét jiz jednou vyklicenou obilku k opétovnému luiceni.

Ackoliv je dormance podminéna geneticky, je zna¢né ovlivnéna podminkami, kterym je zrno pted a po
sklizni vystaveno (SVENSSON, LAGERSTROM 1966). Mnoho autorii se domniva, ze délka a intenzita
dormance je ovlivnéna predevsim teplotou pfi dozravani (naptiklad HILLHORST, 1995). Osamoceng¢ stoji nazor
BURAASE a SKINNESE (1984), ze dormance je recesivni znak s dominanci pro kratkou dormanci, ktery je
fizen n€kolika geny s vysokym koeficientem dédivosti. Podle nich neexistuje zadny t€sny vztah mezi dormanci a
prub&éhem pocasi.

Material a metody

Metodika stanoveni délky poskliziiového dozravani

Vzorky obilek deviti odrid (Bojos, Calgary, Diplom, Jersey, Malz, Prestige, Radegast, Sebastian, Tolar) byly
v letech 2005-2007 odebirany kazdy rok ze &tyf pokusnych mist UKZUZ. Poskliziiové dozravani bylo
sledovano pomoci energie, rychlosti, indexu a homogenity kli¢eni (BASAROVA et al. 1992, PSOTA et al. 1998,
EBC 1998, PSOTA, SEBANEK 1999) ve 4 terminech (3, 6, 9 a 12 tydnd po dosazeni plné zralosti). Vysledky
byly statisticky vyhodnoceny pomoci analyzy rozptylu.

Vysledky a diskuse

Kwvalita kliceni v priibéhu poskliziového dozravani byla hodnocena né€kolika znaky. Pfi¢emz energie kliceni
udava mnozstvi vyklicenych obilek za 72 h. Potencial zkoumaného vzorku je¢mene pro rychlé a jednotné kliceni
byl charakterizovan znaky rychlost kli¢eni a index kli¢eni. Dale byla sledovana homogenita kli¢eni.
rozdil necelych 8 %. V této dobé ovlivnil ro¢nik energii kli¢eni z29 % a lokalita z 34 %. Vliv odridy byl
zanedbatelny. S postupem Casu se rozdily mezi odridami zmenSovaly a 12 tydnt po dosazeni plné zralosti uz
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nebyly mezi odridami rozdily statisticky vyznamné. Vliv ro¢niku a odridy byl v této dobé nulovy, ale vyrazny
vliv méla lokalita (37 %).

Potencial zkoumanych vzorkid je¢mene pro rychlé a jednotné kliceni byl charakterizovan znaky rychlost
kli¢eni a index kliceni. Tti tydny po dosazeni plné zralosti byl rozdil mezi odradou s nejvyssi (Jersey) a nejnizsi
(Calgary) hodnotou rychlosti kliceni 10 % a indexu kliceni (0,83). Rychlost a index kli¢eni byly v této dobé
vyrazn€ ovlivnény ro¢nikem (53 % resp. 49 %) a méné¢ lokalitou (11 % resp. 7 %), vliv odriidy byl zanedbatelny.
Oproti energii kliceni byly u téchto dvou znaki jest¢ 12 tydnd zjiStény statisticky vyznamné rozdily mezi
odrtidami. Nejrychleji klic¢ila odrida Diplom (86 resp. 7,75). Nejniz$i hodnoty byly zaznamenany u odrudy
Calgary (75 % resp. 6,5). Vliv ro¢niku byl na konci sledovéani na tirovni 18 % resp. 28 %, vliv lokality na urovni
33 % resp. 21 %. Odrtuda ovlivnila tyto znaky z 13 resp. z 15 %.

Z hlediska sladatského je vedle rychlosti kli¢eni dtlezita také jednotnost kliceni. Homogenita kli¢eni byla tii
nejvyssi u odriidy Jersey. Homogenita kli¢eni byla v této dobé ovlivnéna predevsim ro¢nikem (24 %), vyznam
vlivu lokality a odriidy byl minimalni. Dvanact tydnti po dosaZeni plné zralosti se homogenita kli¢eni zlepSila a
Calgary a nejvyssi u odridy Diplom, coz koresponduje s vysledky dosazenymi u rychlosti a indexu kliceni.

Ve sledovaném souboru deviti odrid byly zjistény vyrazné meziodridové rozdily, ale zaroven bylo zjisténo,
ze vétSina odriid ma velmi podobny pribéh poskliziového dozravani. Jestlize srovname toto sledovani
s obdobnym sledovanim zpocatku 90. let, miZeme konstatovat, ze v sortimentu sladovnickych odrud
registrovanych v Ceské republice do§lo k vyraznému zuZeni meziodridovych rozdila ve sledovanych
parametrech kli¢eni. Ze sortimentu zmizely odridy s dlouhym poskliziiovym dozrdvanim typu odriid Rubin nebo
Krona (Psota, Prochazka, 1998).

Zavér

Studie se zabyva sledovani pribéhu poskliziového dozravani u deviti ((Bojos, Calgary, Diplom, Jersey,
Malz, Prestige, Radegast, Sebastian, Tolar), v soucasné dob& v Ceské republice, nejrozsitengjsich odrad
sladovnického je¢mene. Pro sledovani bylo pouzito ¢tyii znaky charakterizujici kliceni (energie, rychlost, index
a homogenita kliceni). Sledovani probihalo 3, 6, 9 a 12 tydnt po dosazeni plné zralosti. Byly zjistény znacné
meziodrudové rozdily v délce a intenzité poskliziiového dozravani. Odrida Calgary se projevila jako odriida
s nejdelSim poskliziovym dozravanim. Sledované znaky kliceni, kromé energie kliceni, byly ovlivnény
ro¢nikem z 60 %, lokalitou az z 30 % a odridou maximaln€ ze 17 %. Energie kliceni byla vyrazné ovlivnéna
lokalitou a to az z 83 %. Podil ro¢niku na tirovni poskliziiového dozravani s asem klesal a naopak stoupal podil
odridy a lokality.
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DYNAMIKA RASTU KALUSOVEJ KULTURY CHMELU OBYCAJNEHO
(HUMULUS LUPULUS L.) IN VITRO
GROWTH RATE DYNAMICS OF CALLUS CULTURES OF HOPS
(HUMULUS LUPULUS L.) IN VITRO

Ivana PSENAKOVA' — Juraj FARAGO'"? — Cubomira GASPARKOVA'

Callus culture and cell suspension culture are considered as ideal model system for study of genetic, biochemical and
physiological events in plant cell as well as perspective alternative system for production of different biologically active
molecules and secondary metabolites. In our work, we compared the ability of callogenesis in hop (Humulus lupulus L.)from
two types of explantats (internode segments, leaf blade sections) isolated from genotype of hop K-72/6/13 on four types of
culture media differing in the growth regulator content and glucose concentration and cultured in two culture conditions
(continual dark vs.16h photoperiod). The effect of different factors, such as explant type, culture medium composition and
culture conditions on the callus induction frequence and fresh weight of calli was compared. The growth curves of calli
proved, that each of the evaluated factors affected significantly the parameters of callogenesis.

Key words: hop, callus culture, callogenesis, growth curve

Uvod

Problematike kalusovych a bunkovych suspenznych kultir rastlin sa venuje v stucasnosti vel’ka pozornost,
hlavne kvoli stidiu biosyntézy biologicky aktivnych latok v nich. V poslednych rokoch nazeraji na chmel
mnohé §tidie znového uhla pohladu. Chmel obsahuje aj latky, ktoré zvySuji jeho hodnotu nielen
z pivovarnickeho, ale aj z medicinskeho a farmakologického pohl'adu. Autori poukazuju na netradi¢ny potencial
tejto plodiny, ktory spoc¢iva v obsahu zdraviu prospesnych latok (STEVENS a PAGE, 2004; FARAGO et al.,
2004). Takymito latkami st najméd polyfenoly chalkénovej rady, z nich najméd prenylovany flavonoid
xantohumol a jeho izomér flavanén izoxantohumol (MILLIGAN et al., 1999; MIZOBUCHI a SATO, 1984;
STEVENS et al., 1997; STEVENS et al., 2000, ZUURBIER et al., 1998). Faktory, ktoré urcuju lokalizaciu
a akumuléciu sekundarnych metabolitov v neporusenej rastline su dolezité, pretoze tie isté faktory ovplyviuju
produkciu sekundarnych metabolitov v rastlinnych bunkovych kultarach. V mnohych pripadoch in vitro kultara
v dosledku vhodnej elicitacie alebo pridavania prekurzorov umoznuje ovela vyssie vytazky, aké sa dosahuju pri
pestovani celistvych rastlin (COLLIN, 2001). Okrem toho in vitro kultivované bunky s idedlnym
experimentalnym systémom na S$tidium biosyntézy réznych chemickych zlicenin, identifikaciu génov
zucastiiujucich sa na biosyntéze a regulacii biosyntézy tychto zlG¢enin a tiez §tidium faktorov ovplyviiujicich
biosyntézu a akumulaciu chemickych zlucenin, vratane flavonoidov. Na zalozenie kalusovej kultary ako aj na
dlhodobt kultivaciu proliferujucich kalusov vplyva velky pocet biologickych (donor a druh explantatu),
chemickych (zloZenie kultivacného média) a fyzikalnych (kultivaéné podmienky) faktorov, ktorych
optimalizacia je zavisla ako na genotype, tak aj konkrétnom rastlinnom druhu (HAN et al., 2005).

Material a metody

Vychodiskovym zdrojom pre experimenty boli v in vitro podmienkach uchovavané vyhonky chmelu
oby¢ajného (Humulus lupulus L.) genotypu K-72/6/13, ¢o je bezvirusovy meriklon odvodeny pouZitim
meristémovej kultury z odrody chmel'u Osvaldov klon 72. Na zaloZenie kalusovej kultiry boli pouzité dva druhy
explantatov: listové segmenty (LS) a stonkové segmenty (StS). Explantaty boli kultivované na Zivnych médiach
B2D2, B2D2G4, B2N2 a B2N2G4. Média B2D2, B2D2G4 obsahujii minerdlne zlozky MS médii
(MURASHIGE a SKOOG, 1962) a vitaminy WS podla WETMOREA a SOROKINA (1955). Média B2D2 a
B2D2G4 obsahovali rastové regulatory 6-benzylaminopurin (BAP) a kyselinu 2, 4-dichlérfenoxyoctovu (2,4-D)
v koncentraciach 2mg/l, 1isili sa koncentraciou D-glukdzy 20g/1 (B2D2) resp. 40 g/l (B2D2G4). Média B2N2
a B2N2G4 boli identické s predchadzajicimi dvoma zivnymi médiami s tym rozdielom, miesto 2,4 D obsahovali
kyselinu o-naftyloctovii (NAA). V experimente boli vizualne hodnotené nasledovné parametre: frekvencia
kalogenézy (v %) a Cerstva hmotnost’ kalusov (v mg). Parametre kalogenézy boli hodnotené kazdy Stvrty defi po
dobu 40 dni.

Vysledky

V naSej praci je hodnoteny experiment, ktorého cielom bolo zistit' casovu zavislost' kalogenézy chmelu
obycajného a na zéklade tejto zavislosti zostrojit’ rastovi krivku kalogenézy dvoch typov explantatov na Styroch
druhoch zivnych médii liSiacich sa v zlozeni rastovych regulatorov a koncentracii glukézy a pestovanych
v dvoch kultivaénych rezimoch. Pozorovali sme (Obr. 1) ze od 0 az po 16 dei narastala frekvencia kalogenézy
na oboch médiach s réznou koncentraciou glukézy pri StS segmentoch, po 16 dni na médiu s obsahom NAA
snizSou koncentraciou glukézy v podmienkach 16h fotoperiody a kontinualnej tmy zostala frekvencia
maximalna a konstantna az do 40 dna. V porovnani pri LS segmentoch bola frekvencia kalogenézy nizsia
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namédiu s vysSou koncentraciou glukézy a do 40 dna nedosiahla maximalnu (100%) hodnotu. Pri LS
segmentoch na médiu s nizSou koncentraciou gluk6zy v podmienkach 16h fotoperiody frekvencia kalogenézy
0od 0 po 20 den stipala a az do 40 dna zostala konsStantna. V rovnakych intervaloch ako sme hodnotili
kalogenézu, sme aj zaznamenavali Cerstvii hmotnost’ kalusov (Obr. 2). Najvyssiu priemerna ¢erstvi hmotnost’
sme pozorovali pri StS segmentoch v podmienkach kontinualnej tmy na médiu s obsahom NAA s nizSou
koncentraciou glukézy anajniz§iu priemerni cerstvu hmotnost sme pozorovali pri LS segmentoch
v podmienkach 16h fotoperiody na médiu s obsahom 2,4-D s vySSou koncentraciou glukézy. Mierny narast
Cerstvej hmotnosti sme pozorovali pri StS segmentoch po 8 dnoch kultivacie a od 28 dina rychlejsi narast
na médiu s obsahom NAA v oboch kultivaénych podmienkach. Rovnaky priebeh bol aj pri StS segmentoch
na médiu s obsahom 2,4-D v oboch kultivaénych podmienkach. V podmienkach 16h fotoperiédy na médiu
s vy$Sou koncentraciou glukézy sme zaznamenali nizSiu priemernu cerstvil hmotnost’ v porovnani s nizSou
koncentraciou glukézy pocas 40 dnovej kultivacie. V podmienkach kontinudlnej tmy StS segmenty vykazovali
vysoky narast priemernej Cerstvej hmotnost na médiu s obsahom NAA. Na médiu s obsahom 2,4-D to bolo
naopak. Tak ako pri StS segmentoch, tak aj pri LS segmentoch v oboch kultivaénych podmienkach na médiu
s obsahom NAA a 2,4-D s nizSou koncentraciou glukézy sme pozorovali narast hmotnosti, ale s tym rozdielom,
ze kalus zacal intenzivnejSie rast’ aZ po 16 dni kultivacie. Na médiu s vySSou koncentraciou glukdzy sme
pozorovali nizSie prirastky priemernej cerstvej hmotnosti v oboch kultivaénych podmienkach na médiu
s obsashom NAA aj 2,4-D. Po 40 dni kultivacie je vidiet vysoky narast na médiu s obsahom 2,4-D
v podmienkach kontinudlnej tmy v porovnani so 16h fotoperiddou. Z tychto vysledkov mézeme usudit’, ze
kalusy rastuce na médiu s vy$Sou koncentraciou glukoézy potrebuju dlhsi cas kultivacie.

Zaver

V nasej praci sme hodnotili vplyv réznych parametrov (typ explantatu, zloZenie zivného média, kultivacné
podmienky) na indukciu arast kalusov chmelu oby¢ajného vin vitro kultire. Zo ziskanych vysledkov
a zostrojenych rastovych kriviek vyplyva, ze kazdy zo sledovanych faktorov vyznamne vplyval na sledované
parametre. Tieto vysledky umoziuji efektivnym spdsobom optimalizovat’ podmienky pre produkciu kalusov
chmel'u vhodnych pre iniciaciu bunkovych suspenznych kultir.
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Obrazok 1: Dynamika tvorby kalusu chmel'u oby¢ajného genotypu K-72/6/13 kultivovaného 40 dni na médiach s obsahom
20 g/l glukézy (B2D2, B2N2) a 40 g/l glukozy (B2D2G4 a B2N2G4) v nepretrzitej tme (T), resp. 16h fotoperiode (FP).
Kalusy boli indukované zo stonkovych segmentov (StS) [A] a listovych segmentov (LS) [B].
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Obrazok 2: Priemerné Cerstvé hmotnosti kalusov genotypu K-72/6/13 chmel'u oby¢ajného pocas 40 dniovej kultivacie na
médiu s obsahom 20 g/l glukézy (B2D2, B2N2) a 40 g/l glukozy (B2D2G4 a B2N2G4) v nepretrzitej tme (T) a 16h
fotoperiode (FP). Kalusy boli indukované zo stonkovych segmentov (StS) a listovych segmentov (LS). A- StS(T), B-
StS(FP), C- LS(T), D- LS(FP).
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VARIABILITA MIKROSATELITNICH MARKERU U GENOVYCH ZDROJU
PAPRIKY (CAPSICUML.)"
VARIABILITY OF MICROSATELLITE MARKERS IN GENETIC RESOURCES OF
PEPPER (CAPSICUM L.)"

Michal ROHRE}}1 — Jaroslava CIESLAROVA' — Pavel HANACEK! — Tom4s VYHNANEK!
— Helena STAVELIKOVA?

Within a collection of 41 genetic resources of red pepper genotypes (Capsicum annuum L.) genetic variability using 8
microsatellite markers was tested. Three of the microsatellite markers (Hpms 1-1, Hpms 1-168, and Hpms 1-274) provided
uniform spectra in all analyzed genotypes. From 2 to 7 alleles were detected for the rest of microsatellite loci. Totally 27
alleles were detected, which means an average of 4.0 allele per one microsatellite locus. The size of amplified products was
determined within the limits of 172 — 340 base pairs. The highest number of different alleles was detected using Hpms 1-5
and Hpms 2-21 primers (7 alleles). The calculated average DI value was 0.33 (0.00-0.74), average Pl value was 0.55 (0.04-
1.00) and average PIC value was 0.32 (0.00-0.73). The low value of PIC indicates higher level of genetic similarity between
analyzed genotypes. Based on statistical evaluation a dendrogram of similarity was constructed. Distribution of the analyzed
genotypes in the dendrogram implies a high level of similarity within some genotypes and on the contrary there is a
presumption of genetically different material within other genotypes of the same or similar name. These results show the
possibility of duplicities in the current collection of genetic resources of red pepper.

Key words: pepper, genetic resources, microsatellites. SSRs, variability

Uvod

Rozsahlost kolekci genovych zdroji vede k problémim, jak s charakterizaci jednotlivych polozek,
podminujicich jejich nasledné vyuziti, tak i s procesem regenerace, nutnym pro dalsi uchovani zivotaschopnosti
semen. Z téchto divodu byl v 80. letech minulého stoleti zaveden koncept ,,core” kolekci, tj. mensiho souboru,
zachovavajiciho na zékladé podrobného genetického, morfologického a agronomického popisu co nejvetsi
genetické spektrum vychozi kolekce (BROWN, 1989).

Pro studium genetické diverzity a variability je v soucasné dobé k dispozici mnoho metod, napf.
morfologickad charakteristika, analyza rodokmend, biochemické markery (pfedev§im proteiny a jejich rizné
izoenzymové varianty) a dynamicky se vyvijeci molekuladrni (DNA) markery, pfedevsim pak vysoce polymorfni
a kodominantni mikrosatelitni oblasti DNA. Vyuziti detekce polymorfizmu mikrosateliti pro studium genetické
diverzity a variability popisuje mnoho autord u fady rostlinnych druht, napt. u hrachu (Haghnazari et al., 2005),
rajéete (WANG et al., 2006), fepky (LI et al., 2007) atd. Z uvedeného kratkého nastinu je ziejma vhodnost
metody SSR i pro studium genetické diverzity a variability u papriky.

Cilem prace byla detekce variability SSR markerti u vybranych genovych zdroji papriky z kolekce genovych
zdrojit VURYV, v.v.i. GB Olomouc.

Material a metody

Geneticka variabilita byla detekovana u 41 genotypi paprik (Capsicum L.). Materidl byl péstovan
v izolaénich klecich na pozemcich VURV, v.v.i. GB Olomouc. Jako genetickych markerd bylo vyuZito
polymorfizmu DNA, ktery byl detekovan metodou SSR. Pro molekularni analyzy byla genomova DNA
izolovana pomoci izola¢niho kitu Invisorb Spin Plant Mini Kit (f. Ivitek) z listd napéstovanych rostlin na
pocatku kveteni. Koncentrace DNA ve vzorku byla po izolaci zjisténa fluorimetricky. Pro SSR analyzy bylo
pouzito 8 SSR marker popsanych v literatuie u papriky (Lee et al., 2004; Minamiyama et al., 2006). Reakéni
smés o celkovém objemu 25 pl obsahovala: 30 ng templatové DNA, 1 U Taq polymerazy (Promega, USA), 1x
odpovidajici pufr, 5 pM kazdého fluorescencné znacené¢ho primeru a 0,1 mM smési dANTP. Teplotni a casovy
profil reakce byl: 1 cyklus 94°C — 180 s; 35x (94°C — 60 s, 50°C — 60 s, 72°C — 120 s); 1x 72°C — 10 min. Pro
analyzu vzorkd byla pouzita kapilarni elektroforéza ABI Prism 3100. Pomoci software Gene Marker 1.3 byl
vyhodnocen pocet a velikost produktd. Nasledné byla sestavena bindrni matice, kde 1 znamend piitomnost
produktu a 0 absenci produktu. Tyto hodnoty byly statisticky zpracovany pomoci programu FreeTree a graficky
zpracovany do podoby dendrogramu pomoci programu TreeView. Pro kazdy SSR marker byly vypocteny
hodnoty: indexu diversity (DI), pravdépodobnosti identity (PI) a polymorfniho informac¢niho obsahu (PIC)
(RUSSELL et al., 1997).

Vysledky a diskuse

Vramci kolekce genovych zdroji papriky byla testovana variabilita mikrosatelitnich markera. Z 8
analyzovanych SSR markerti poskytovaly 3 SSR markery uniformni spektrum (Hpms 1-1, Hpms 1-168, a Hpms
1-274) u vSech analyzovanych genotypl papriky. U ostatnich mikrosatelitt bylo detekovano od 2 do 7 alel.
Celkem bylo detekovano 27 alel, coz je v priméru 4,0 alely na lokus. Velikost amplifikovanych produktt se
pohybovala v rozmezi 172-340 bp. Nejvétsi rozdil od primérné velikosti (Lee et al., 2004; Minamiyama et al.,
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2006) byl detekovan u SSR markeru Hpms 1-168 (+36 bp) a Cams 163 (+46 bp). Nejvyssi pocet alel byl
detekovan u mikrosateliti Hpms 1-5 a Hpms 2/21 (7 alel). MINAMIY AMA et al. (2006) zjistili u SSR markert
Cams 163 (9 alel) a Cams 647 (10 alel). V naSem ptipadé se tyto SSR markery vyznacovaly niz§im poétem alel,
tj. Cams 647 (6 alel) a Cams 163 (2 alely). Primérny pocet alel na lokus je srovnatelny s jinymi autory, ktefi
uvadgji hodnoty 2,9 (MINAMIYAMA et al., 2006) a 3,0 (KWON et al., 2007).

Primérné hodnota DI byla 0,33 (0,00-0,74), praimér PI 0,55 (0,04-1,00) a v ptipadé PIC byla vypocitana
pramérna hodnota 0,32 (0,00-0,73). Primérnad hodnota PIC byla nizsi v porovnani s hodnotou 0,76, kterou
uvadéji Lee et al. (2004) pti studiu raznych zastupcti rodu Capsicum. Pododnou hodnotu 0,46 uvadéji v ramci
studia dihaploidnich linii papriky (Capsicum annuum) Minamiyama et al. (2006). Nizka hodnota PIC ukazuje na
vy$si stupeil genetické podobnosti mezi analyzovanymi genotypy papriky.

Na zaklad¢ statistického zpracovani byl sestaven dendrogram podobnosti (Nei a Li koeficient)
analyzovanych genotypi papriky. U analyzovaného souboru genotypl se podafilo statisticky vyznamné odlisit
tii genotypy (Hatvani /¢. 13/, Japan a Madarszen /¢. 29 a ¢. 30/) od ostatnich 38 analyzovanych genotypa.
Rozlozeni analyzovanych genotypi v dendrogramu naznaéuje vysoky stupen podobnosti v ramci nékterych
polozek se stejnym resp. podobnym nazvem, napf. Astrachanskij /¢. 10 a 11/; Bogyiszloi /€. 26/ a Bogyiszloi
Vastaghusu /¢. 27/; Konservnyj Belyj 289 /¢. 18 a 40/; Tetenyi /€. 1 a 33/ apod. Naopak u dalSich polozek
v ramci studovaného souboru je ptedpoklad, ze se jedna o geneticky odli$né materialy.

Zavér

V préaci je prezentovana praktickd aplikace mikrosatelitnich markerti v kolekei genovych zdroji papriky
(Capsicum L.). Zuvedenych vysledkii vyplyva moznost vyuZziti SSR markeiti prc rozliSeni a identifikaci
genotypu, které je velmi vhodnym nastrojem pfi tvorbé tzv. ,.core kolekce®. Jiz prvni vysledky ukazuji moznost
duplicit v ramci soucasné vedené kolekce genovych zdroju papriky (Capsicum L.). Pro pfesnéjsi zavéry by bylo
vhodné realizovat studium na vice rostlinach v ramci jednoho vedeného genotypu a pouziti vétsiho poctu SSR
markert, coz bude predmétem dalsi prace.
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VYHLEDAVANI DONORU REZISTENCE JARNIHO JECMENE KE RZI JECNE A
PADLI TRAVNIMU
SCREENING FOR RESISTANCE DONORS TO LEAF RUST AND POWDERY
MILDEW IN SPRING BARLEY

Tibor SEDLACEK — Lenka STEMBERKOVA — Martina HANUSOVA

Leaf rust (Puccinia hordei) and powdery mildew (Blumeria graminis) belong among the most important diseases of barley
in the Czech Republic. The most effective method how to protect barley from these diseases is to plant resistant varieties.
For the breeding of resistant varieties it is important to have sources of resistance available. There are many genes of
resistance in the gene stocks. The most expedient for practical use in breeding are genes Rph7 and rph16 for resistance to
leaf rust, resp. mlo11 for resistance to powdery mildew. This work is aimed to find sources of these genes.

Key words: barley, resistance, breeding, MAS, puccinia hordei, blumeria graminis

Introduction

Leaf rust (Puccinia hordei) and powdery mildew (Blumeria graminis) belong among the most important
diseases of spring barley in the Czech Republic. The intensity of their occurence and impact on productivity are
different in relevancy to the environmental conditions. The best and the cheapest way to avoid losses caused by
these diseases is to plant resistant varieties. For breeding success it is important to have sources of resistance
available. Within genetic stocks there are many resources of genes with different level of resistance to leaf rust
and powdery mildew. Useful genes possessing full resistance to leaf rust in Europe are Rph7 and rphlé.
Concerning powdery mildew resistance, there is effective gene mlol1 implicating resistance to all races of
mildew. Our aim was to identify suitable donors carrying resistance genes to powdery mildew and leaf rust in
collections of genetic resources.

Materials and Methods

Plant material for testing was selected on basis of glasshouse tests for resistance to leaf rust and powdery
mildew. Two pieces of leaf long 3cm were collected and dried at 40°C from individual plants. DNA was
extracted from these segments by CTAB method (KEB-LLANES et al., 2002). DNA was analyzed by standard
PCR with molecular markers MWG2133 (IVANDIC et al., 1998), cMWG691 (GRANER et al., 2000) and Mlo
(PIFFANELLI et al., 2004). PCR products was analyzed on 1%, resp. 2% agarose gels and visualized by
ethidium bromide under UV light.

Results and Discussion

We have found 42 individuals with PCR products of marker cMWG691 specific for Rph7 gene. Glasshouse
test verified resitance of these individuals to leaf rust. In the tested collection we detected several individuals
with fragments unpublished in GRANER et al., 2000. These fragments could indicate new allele and will be an
objective of further study. We didn’t find any plant with PCR products of marker MWG2133 specific for rph16
gene. It is not surprise, because this gene was described in Hordeum spontaneum (IVANDIC et al., 1998), and
our genetic resources was selected from Hordeum vulgare. We will continue in searching for donors of this
gene.

For gene mlol1, we have found 141 individuals with PCR products of marker Mlo specific for this gene.
Glasshouse infection tests verified resistance of these individuals to powdery mildew.

Conclusions

We have found 141 donors of mlo11 gene, resp. 42 donors of Rph7 gene. It is possible to say that marker
assisted selection is valuable in common breeding. The use of this method for identification of resistance donors
is a worthwhile tool.

This work is supported by project NAZV QH71213.
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VYUZITI POLYPLOIDIZACE U RODU CUCUMIS V IN VITRO OPYLOVANI
THE UTILIZE OF POLYPLOIDIZATION IN THE GENUS CUCUMIS IN IN VITRO
POLLINATION

Dagmar SKALOVA

In cucumber breeding programmes, utilisation of wild Cucumis spp. is useful because of possibility to introduce many traits
from them into cultivated cucumber such as disease and pest resistances. The main problem in interspecific hybridization in
the genus Cucumis are the different chromosome numbers of cucumber and other Cucumis species. The method of in vitro
pollination makes this hybridization possible and the method of polyploidization can overcome the problem with different
numbers of chromosomes. Mixoploids (2n/4n) cucumber (C. sativus) plants after polyploidization by oryzalin solution were
used as maternal and paternal components and cucumber diploids and muskmelon (C. melo) plants were used as paternal
components. Isolation ovules and pollen grains were cultivated on several types of media (medium YS, CP, YST, CPT, A, N).
Derived microcalli were transferred onto MSN-medium supporting organogenesis. The highest level of regeneration was
only callus formation.

Key words: Cucumis spp., cucumber, muskmelon, interspecific hybridization, polyploidization, in vitro pollination.

Uvod

Ve §lechténi u rodu Cucumis se Casto vyuzivaji biotechnologické metody pro prekonani prezygotickych i
postzygotickych bariér. Jednou z nich mize byt i polyploidizace, ktera umoziuje ziskat bliz§i chromozémova
¢isla u jinak rozdilnych ¢isel jednotlivych druhti rodu Cucumis (C. sativus — 2n = 14; C. melo a plané druhy rodu
Cucumis 2n = 24; JEFFREY, 2001) a piekonat tak prezygotické bariéry (GREPLOVA et al., 2003).
Postzygotické bariéry mohou byt nasledné piekonany pomoci fady in vitro metod, napt. pomoci in vitro
opylovani (ONDREJ et al., 2002). Izolovana vaji¢ka jsou kultivovana spole¢né s pylovymi zrny na médiich
podporujicich in vitro opyleni, embryogenezi i organogenezi. Metoda izolace pylovych zrn a podminky kultivace
(slozeni médii, osvétleni a teplota) jsou dillezité faktory pro ziskani hybridnich embryi (SKALOVA et al., 2007).

Material a metody
Rostlinny material

Pro in vitro opylovani byly pouzity rostliny Cucumis sativus (Stela F1, 09H390744 po polyploidizaci; CSO)
jako donor samiéich i saméich kvétt a C. melo (09H400596; CM) a C. sativus (Stela F1, 09H390744 diploidni;
CS) jako donor sam¢ich kvéti. Nezrala poupata (samici i sam¢i) byla zaizolovana médénym dratkem a po dvou
dnech odebirana.

Polyploidizace

Polyploidizace u genotypu C. sativus (2n = 14) probihala n€kolika zpuisoby. Pro polyploidizaci byly pouZity
roztoky oryzalinu (GREPLOVA et al., 2003; CHAUVIN et al., 2003): 30, 60, 90, 150 uM pro aplikaci na
vzrostny vrchol (vata s kapkou roztoku umisténa na vzrostném vrcholu semenéckti, doba ptisobeni 2 h) a 15, 30,
60 uM pro aplikaci na kotfinky (ponofeni kofinkti semenacki v roztoku, doba ptisobeni 24 h). Témito metodami
byly ziskany mixoploidni rostliny C. sativus (2n/4n).

Izolace pylovych zrn, in vitro opylovani

Zrala pylova zrna byla izolovana z prasnikti pomoci centrifugace v promyvacim roztoku NLN (modifikované
NLN 13 médium, LICHTER, 1981). Prasniky byly vlozeny do zkumavky s 0,5 ml vychlazeného promyvaciho
roztoku, poté byly opatrné rozdrceny sklenénou ty¢inkou a po pifidavku cca 4ml roztoku byly zfiltrovany pies
jednoduchy nylonovy filtr (72 pm). Podil na filtru byl proplachovan promyvacim roztokem tak, aby konecny
objem suspenze byl 10 ml. Poté byla izolovana pylova zrna centrifugovana 3x pii 900 rpm po dobu 10 -5 -5
min (po kazdé centrifugaci byl odstranén supernatant a byl doplnén promyvaci roztok). Izolovana pylova zrna
byla kultivovana spole¢né s izolovanymi vajicky (mixoploidni C. sativus) na jiz testovanych médiich YS, CP,
YST a CPT (SKALOVA et al., 2007) a na médiich A (POPIELARSKA, 2005) a N (VERVAEKE et al., 2002)
(kultivaéni mistnost; 22+2 °C; 16 h den/8 h noc - perioda; 32 — 36 pmol - m? -s'l).

Embryokultury

Rostouci embrya (vajicka) byla po zvétSeni a zezelenani (popt. tvorbé€ mikrokalusu) pienesena na médium
MSN (POPIELARSKA a PRZYWARA, 2003) podporujici organogenezi u vzniklych embryogennich
mikrokalust (kultivaéni mistnost; 2242 °C; 16 h den/8 h noc - perioda; 32 — 36 pmol - m™s™).

Vysledky a diskuse

Polyploidni (mixoploidni 2n/4n) rostliny C. sativus byly vyuZity ptedev§im k odbéru zralych samiéich kvéti.
Oryzalin byl pouzit jako polyploidizac¢ni (antimikrotubilinové) ¢inidlo, které je efektivnéjsi (je ucinny ve
vyrazné nizsi koncentraci) a bezpengjsi (je méné toxicky) nez kolchicin (GREPLOVA et al., 2003; KLIMA a
et al., 2007). Byla vyzkousena fada metod polyploidizace lisici se koncentraci pouzitého roztoku oryzalinu a
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zpusobem aplikace oryzalinu. Optimalngjsi byla metoda aplikace oryzalinu na vatovém tampdénu na vzrostny
vrchol semenacki. Tato metoda byla Setrnéjsi k rostlinam, které 1épe rostly. V tomto ptipadé byly ziskany
mixoploidni rostliny po aplikaci roztoki ve vSech koncentracich. Metoda ponofeni kofinkii semenacku byla
nelspé$na v piipadé nizsich koncentraci (15 a 30 pM). Cast rostlin ziistala diploidni a &ast $patné rostla.

Izolace pylovych zrn probihala podle optimalizované metody a mikrospory byly nasledné kultivovany
s izolovanymi vaji¢ky na jiz testovanych (SKALOVA et al., 2007) a na dalsich dvou novych médiich. Bylo
izolovano 1130 vaji¢ek ze samicich kvéti mixoploidnich C. sativus. Z toho 330 bylo kultivovano s pylovymi
zrny diploidniho C. sativus (CS); 360 s pylovymi zrny mixoploidniho C. sativus (CSO) a 440 s pylovymi zrny
C. melo (CM). Nejvy$8im stupném regenerace byl mikrokalus. Nejvétsi procento ziskanych mikrokalust (40 %)
bylo v pfipad¢ hybridizace CSO x CM na médiu CP. Vysokych procent Gspésnosti v regeneraci bylo dosazeno i
v pfipadech hybridizace CSO x CS na médiich CP a A (36 %). Embryogenni kalusy byly z médii pro in vitro
opylovani pasaZzovany na médium podporujici organogenezi (MSN médium). Proces organogeneze nebyl zatim
v naSich experimentech pozorovan.

Zavér

Vyuziti polyploidizace pro odstranéni prezygotickych bariér nebylo v piipadé in vitro opylovani Gspé&sné.
Jako v piedchozich piipadech vyuziti této metody pii interspecifické hybridizaci u rodu Cucumis nebyly ziskany
celistvé rostliny (ONDREJ et al., 2002; SKALOVA et al., 2007). Lepsich vysledkd kultivace izolovanych
vajicek a nasledné embryogennich kalusti bylo dosazeno na médiu A. Mikrokalusy byly zelené a zvétSovaly se,
k organogenezi ale nedochazelo ani po pieneseni na médium MSN. Metoda in vitro opylovani nebyla pro rod
Cucumis stale natolik optimalizovana, aby byla vyuzita pro ziskani hybridnich rostlin.
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Obrazek 1:

a) Izolovana kli¢ici pylova zrna a
izolované vajicko.

b) Zvétsené, zelené vajicko po
kultivaci na A médiu.
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KYSELINA ABSCISOVA A ZASOBNI PROTEINY V ZYGOTICKE
EMBTYOGENEZI HRACHU SETEHO (PISUM SATIVUM L.)
ABSCISIC ACID AND STORAGE PROTEINS IN ZYGOTIC EMBRYOGENESIS OF
PEA (PISUM SATIVUM L.)

Pavla SOLNICKA — Marek KLEMS — Miroslav GRIGA

The expression of storage proteins in relation to content of abscisic acid with desiccated pea zygotic embryo (Pisum sativum
L.) has been studied. The flowering plants were threated by 20 uM flurochloridone which decreased the content of ABA in
endosperm and in the emnbryo in teh early stages of development. Volume and effect of abscisic acid (ABA) on expression of
storage proteins during seed development of pea. Immature and mature cotyledonary embryos were cultivated in vitro on the
medium supplemented by 30 g or 80 g of sucrose in the presence of flurochloridone or absence of ABA, whereas only the
mature embryos were able to germinate in these conditions. The accumulation of storage proteins in the relation to
desiccation is controlled by increased level of abscisic acid in the embryonic tissues and in the seed.

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

Uvod

Po oplozeni se v semeni vyviji embryo, jehoZz rist a vyvoj (embryogeneze) je charakterizovan fadou zmen.
Embryogeneze je charakteristickd nejen morfologickymi, ale i latkovymi zménami. Vyznamnym podilem na
regulaci embryogeneze zaujimaji fytohormony. Pro optimalni rist a vyvoj embrya je dilezita kyselina abscisova.
Vyznam kyseliny abscisové v regulaci embryogeneze studovali PREVOST a Le PAGE-DEGIVRY (1985)
na embryich Phaseolus vulgaris. Zjistovali zmény obsahu ABA v embryonalni ose a délohach. Zjistili, ze i pfi
zvySeni obsahu ABA v Case 29 DAA (dny po amthezi) v obou piipadech byl obsah vyssi v délohach. Potvrdili
také pridavkem ABA do média, Ze kultivace embryonalni osy in vitro zkracuje fazi maturace pied klicenim.
Pritomnost d€loh vsak stimulovala rdst kli¢nich rostlin. Akumulaci ABA béhem embryogeneze Pisum sativum
L. popsali WANG et al. (1987). Béhem posledni vyvojové faze embrya, ktera odpovidd maturaci, jsou
akumulovany zasobni proteiny (WANG a HEDLEY 1993). Cilem prace bylo studium rdstu a vyvoje
zygotického embrya hrachu setého (Pisum sativum L.) ve vztahu ke zménam obsahu a distribuce kyseliny
abscisové a syntéze zasobnich proteinll ve vyvijejicim se semeni hrachu v in vivo a in vitro podminkach.

Material a metody

Byla izolovana embrya 9, 15, 22 a 30 dni po rozkvétu (DAA) z kontrolnich rostlin hrachu setého (odrida
Oskar) a z rostlin, na které byl aplikovan 20 um flurochloridon. Smeno bylo rozdéleno na embryo, endosperm a
testu. V 9 dnech po rozkvétu bylo embryo v srd¢ité fazi embryogeneze, po 15 dnech bylo v délozni fazi, po 22
dnech bylo téméf vyvinuté embryo s minimalnim obsahem endospermu a po 30 dnech po rozkvétu bylo jiz
embryo plné¢ vyvinuto. Nezrald i zrald kotyledondrni embrya byla kultivovana in vitro na MS médiu
(MURASHIGE a SKOOG 1962) s 30 g nebo 80 g sachar6zy za ptitomnosti flurochloridonu (20 uM) ¢i ABA
(10 uM). ABA byla analyzovana pomoci RIA metody (QUARRIE et. al. 1988), pii které byla pouzita
monoklonalni protilitka MAC 262. Pro analyzu zasobnich proteinti byla pouzita SDS polyakrylamidova
elektroforéza (LAEMMLI 1970). Pti kultivaci izolovanych embryi in vitro bylo hodnoceno piezivani embryi a
kliceni (%). Ke statistickému hodnoceni byl pouzit t-Studentliv test. Statistické hodnoceni bylo provedeno
v analyzach obsahu ABA ve ¢tyfech opakovanich.

Vysledky a diskuze

V jednotlivych fazich byla hodnocena velikost a hmotnost embryi u kontrolnich iu oSetfenych rostlin
flurochloridonem. Po aplikaci 20 uM flurochloridonu dochazelo k malformaci déloh. Distribuce obsahu ABA
v semenech in vivo, byla charakteristickd nejvy$sim obsahem ABA v endospermu a embryu, nejniz$im v testé
(graf 1 — A). Flurochloridon snizil obsah ABA jak v endospermu, tak i v embryich (graf 1- B). Endosperm po 15
DAA byl resorbovan embryem.
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Graf 1: A- Endogenni hladina ABA vembryu a teste semen hrachu setého oSetreného 20uMflurochloridonem
B - Endogenni hladina ABA v endospermu a embryich semen hrachu setého osetieného 20uM flurochloridonem
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Obrazek 1: Déleni zasobnich proteinii podle molekularnich markeri (gel ziskany metodou SDS — PAGE, cervenymi Sipkami

Jjsou oznaceny charakteristické proteiny)
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Graf 2: A - Obsah endogenni ABA v celych embryich 9 DAA ; B - Obsah endogenni ABA v celych embryich 22 DAA
(A — 80 g sacharosy, B — 80 g sacharosy + 10 uM ABA, C — 80 g sacharosy + 20 uM flurochloridon , D — 30 g
sacharosy, E — 30 g sacharosy + 10 uM ABA, F - 30 g sacharosy + 20 uM flurochloridon)

Osetreni flurochloridonem oddalilo syntézu zasobnich proteint (obr. 1). Analyza zasobnich proteini poukazala
na jejich nepfitomnost v endospermu. V pribéhu kultivace izolovanych embryi se velmi dynamicky ménil obsah
ABA v embryich. Embrya 9 DAA byla patrné nejcitlivéjsi na izolaci. Obsah ABA byl zvySen i u 15, 22
a 30 DAA pti kultivaci na médiich s flurochloridonem (graf 2, 3)
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Graf 3: A - Obsah endogenni ABA v celych embryich 15 DAA ; B - Obsah endogenni ABA v celych embryich 30 DAA
(A — 80 g sacharosy, B — 80 g sacharosy + 10 uM ABA, C — 80 g sacharosy + 20 uM flurochloridon , D — 30 g
sacharosy, E — 30 g sacharosy + 10 uM ABA, F - 30 g sacharosy + 20 uM flurochloridon)

Vysledky elektroforeogrami 150 vzorkd embryi kultivovanych vin vitro podminkach ukézaly zavislost
zastoupeni, syntézy a akumulace jednotlivych zasobnich proteinit na zvyseni endogenni hladiny ABA, ne vzdy
na kultivaci embryi na médiu s obsahem ABA. Ukladani zasobnich proteind bylo ve vztahu k desikaci fizeno
zvySenim koncentrace kyseliny abscisové v pletivech embrya a semene, coz odpovida obdobnym zjisténim XU a
BEWLEY (1995) na embryich vojtésky.
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ROD RUBUS - NOVY POHLED NA STUDIUM APOMIXIE
GENUS RUBUS — NEW MODEL SPECIES IN APOMIXIS STUDIES

Petra SARHANOVA — Martin DANCAK — Bohumil TRAVNICEK — Radim J. VASUT

This work is a pilot study on reproduction modes in the genus Rubus and its evolutionary consequences. Apomixis is a clonal
reproduction through seeds. Due to presence of apomixis, natural populations consist of genetically isolated clones (so-
called microspecies). However, apomixis was reported to be facultative and pseudogamous in the genus Rubus. Therefore
new lineages are continuously formed in nature. In this long-time project we address the questions, what is the mechanism of
formation new successful apomictic clones, what is the genetic background and what are the micro-evolutionary
consequences. This pilot work aimed at answering the question, what are the reproduction modes in Rubus. We tested seeds
of expected apomictic species Rubus bifrons from several localities in E Moravia. We analyzed seeds from covered flowers
using FCSS. Surprisingly, plants exhibit not only apomictic reproduction, but also purely sexual (autogamous) and
pseudogamous (pollinated by own pollen by selfing). The molecular analysis of plants and F; hybrids is in progress.

Key words: apomixis, brambles, flow-cytometry, reproduction, Rubuss

Uvod

Apomixie je definovana jako nepohlavni rozmnozovéni, pfi kterém dochazi ke vzniku semen bez
ptedchoziho splynuti gamet. Redukéni déleni je zde nahrazeno pozménénou meidzou (diplosporie) nebo zcela
modifikovano (aposporie) za vzniku neredukovanych gamet. Takto vzniklé potomstvo je geneticky shodné
s matefskou rostlinou a jedna se tedy o jeji klony. V naprosté vétsiné je apomixie vazana na polyploidii. U
nékterych rostlin zistava opyleni nutnou podminkou pro vznik endospermu a tedy funkéniho semene a takové
rozmnozovani se pak nazyva pseodogamie. V uréitych podminkidch mize apomixie pfinaset rostlindAm mnohé
vyhody — fixovani vlastnosti, které by se v pribéhu sexualniho rozmnozovani nenavratné ztratily, moznost Sifeni
na nova uzemi pomoci jediné asexudlné se rozmnozujici rostliny, unik pred sterilitou poly- a aneuploidnich
rostlin, omezeni §ifeni patogenti na potomky (vs. vegetativni rozmnozovani), unik pted vlivem letalnich mutaci.

Tvorba klonalniho potomstva ma vyznam zejména ve stabilnich podminkach, ve kterych se uz dany genotyp
osveédCil, extrémnim pfipadem stabilniho prostiedi je polni zemédé€lstvi. Porozuméni procesu asexualniho
rozmnozovani, popf. nalezeni genti zodpovédnych za apomixii by mélo znacny vyznam pfti produkci geneticky
homogenniho potomstva s heteroznim efektem. Nejvyznamngjsi dopad by byl pro zemédé€lskou produkci
v oblastech tietiho svéta, kde by udrzeni geneticky stabilniho a k danym podminkam ptizptisobeného potomstva,
meélo zasadni vyznam pro zvyseni produkce a snizeni cen osiva.

Rod Rubus piedstavuje slozity agregat druhti, které jsou variabilni jak ve zpusobu rozmnozovani — sexualni,
fakultativné apomiktické, vegetativni, tak i v ploidni urovni. V populacich se bézné vyskytuji asexualni jedinci
spole¢né se sexualnimi pfibuznymi. JelikoZ je u tohoto rodu nepohlavnim rozmnozovani pseudogamie, vytvareji
i asexualni rostliny funkéni pyl a zachovavaji si tak moznost rozmnoZovat se sexualné. Piestoze je u ostruzinikl
apomixie popsana, genetické pozadi, piipadné¢ komplexnéjsi znalosti o apomixii ostruzinikli, dosud schazeji
(ASKER & JERLING, 1992). Pohlavni rozmnozovani pak muze vést ke kiizeni piibuznych druht a k tvorbé
novych lokalnich typi a hybridnich jedinct. Diky snadné kultivaci je vhodnym modelovym druhem pro studium
fakultativni aposporické apomixie.

Cilem nasi studie je analyza reprodukénich mechanismi ostruzinikli a pochopeni evolucnich, popula¢nich
a genetickych mechanismii spojenych s apomiktickym zplisobem rozmnozovéni. Tento vyzkum je prozatim
v pocatecni pilotni fazi a prezentovany poster piedstavuje prvni diléi vysledky.

Material a metodika

Jako rodi¢ovské druhy pro studium apomixie u rodu Rubus L. byly vybrany dva morfologicky vyrazné typy:
apomikticky Rubus bifrons VEST (ser. Discolores), sexualni ostruziniky ze ser. Glandulosi a pfedpokladané
hybridogenni taxony nalezejici do ser. Radula a jim podobni primarni kiiZenci. Rostliny pochazeji ze dvou
regiont, ve kterych prevladaji odlidné morfotypy R. ser. Radula — SV Morava a JZ Cechy. Pomoci cytometrické
analyzy semen (Flow-cytometric Seed Screen; FCSS; MATZK et al., 2000) byly studovany zptsoby
rozmnozovani ostruzinikti. VétSina semen byla ziskéna z kvétt, které byly zcela zakryté vzduSnou sitovinou,
¢imz bylo zamezeno opyleni cizim pylem. Semena byla nejprve zbavena osemeni a ddle homogenizovana ostrou
ziletkou v hoi¢ikovém pufru. Jako barvivo byl pouzit propidium jodid (PI). Spolecné byla analyzovana vzdy
dvé semena, aby bylo mozné kvantifikovat jednotlivé zpisoby rozmnozovani.

Vysledky a diskuze

U studovanych rostlin byl stanoven DNA-ploidni stupeii rodi¢ovskych rostlin pomoci prutokové cytometrie.
Sexualni rostliny ser. Glandulosi, jsou ptevazné tetraploidni, apomiktické rostliny tetra- a pentaploidni. Analyza
semen z apomiktického druhu ostruzinikii ukazala Ctyfi rizné typy rozmnozovani u ostruzinikl. U izolovanych
kvéti jsme pozorovali tvorbu pseudogamickych semen (Obr. 1), ve kterém embryo vzniklo aposporicky
z neredukované megaspory a endosperm opylenim neredukované centralni bunky. Prekvapivé, tento typ znamy
z literatury nebyl pozorovan u vSech rostlin. U nékterych rostlin byla noveé pozorovana tvorba zcela
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apomiktickych semen, tj. bez nutnosti opyleni centralni bunky (Obr. 2). Kromé apomiktického zplsobu
rozmnozovani jsme detekovali sexudlni tvorbu semen, a to jak allogamicky, tak nové také autogamicky.

Piekvapivé bylo objeveni autogamickych semen v izolovanych kvétech
apomiktického druhu ostruziniku.

Ostruziniky jsou tradiéné uvadéné jako pseudogamické (Asker & Jerling
1992). Nékteré druhy ostruzinikti navic vykazuji jen velmi omezené sexualni
rozmnozovani. Druhy R. bifrons a R. nessensis vykazuji vysokou genetickou
homogenitu v populacich indikujici pfevazujici apomikticky zptsob
rozmnozovani (Nybom & Schaal, 1998; Kollmann et al., 2000). Zvysena
geneticka variabilita byla dosud pozorovana jen u hybridnich taxont (Kraft et
al., 1995). Vznik kfizenci u apomikti je obecn¢ predpokladan jako opyleni
sexualni rostliny pylem apomiktického jedince. U podobného aposporického
systému v rodu Hieracium subgen. Pilosella je rovnéz znama fakultativni
exprese apomixie. U jestfabnikt ale dochazi k tomu, Ze apomixie ma rdznou
expresi v F; hybridech sex-apo hybridd, pfipadné F; potomstvu apomiktd (viz
napi. Krahulcova et al., 2004). Nase pilotni studie ukazala, Ze i apomiktické
rostliny jsou nejen schopny vytvaret redukované megaspory, ale zaroven jsou
schopny tvorby zcela sexudlniho potomstva. Ke kombinaci riznych zptisobt
rozmnozovani dochazi ovSem v riznych kvétech téhoz apomiktického klonu.
Zde prezentovany poster predstavuje pilotni studii a proto dal§i genetické
analyzy jsou potfebné pro pochopeni mechanismti spousténi apomiktického
procesu.

Projekt bude pokracovat studiem genetické analyzy rostlin ajejich F,
potomstva, které poodhali vice informaci o frekvenci jednotlivych
reprodukénich zplsobtd. Studium segregace molekuldrnich marker v kombinaci
se studiem segregace jednotlivych reprodukénich mechanismii a analyzou
meiodzy objasni priciny této variability.

Zavér

Potomstvo apomiktickych ostruziniki ma piekvapivé relativné vysoké
zastoupeni sexualn¢ vzniklych semen. Nové byla pozorovana znacna variabilita
reprodukénich mechanismti v rdmci téhoz apomiktického druhu: (fakultativni)
aposporie, pseudogamie, autogamie a allogamie. Zaroven byla zjiSténa
variabilita DNA-ploidniho stupné autogamicky, pseudogamicky a apomikticky
vzniklého potomstva (tetra- a pentaploidi). Priciny a konsekvence tohoto
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Obr. 1. FCSS sexualné¢ a
pseudogamicky vzniklych semen.
Pseudogamicka semena obsahuji
aposporické embryo vzniklé z
neredukovaného vajecné buniky a
sexualni endposperm vznilly z
neredukovaného endospermu.
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Obr. 2. FCSS sexualné vzniklych a
apomiktickych semen.
Apomiktickd semena vznikaji
autonomni proliferaci
neredukované megaspory, proto
ma endosperm dvojnasobnou
ploidni uroven, nez mateiské
pletivo.

fenoménu je treba dale studovat analyzou meidzy a segregaci molekularnich markert.
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VYUZITIE DNA MARKEROV V SCACHTENI TRITIKALE NA ZLEPSENU
PEKARSKU KVALITU
EXPLOITATION OF DNA MARKERS IN TRITICALE BREEDING FOR
ENHANCED BREAD-MAKING QUALITY

Andrej TREBICHALSKY — Petr MARTINEK — Zelmira BALAZOVA

A triticale breeding programme focused on the improvement of grain bread-making quality is presented. It is aimed at
developing triticale lines usable in the production of leavened bakery products. Two breeding strategies are employed that
are based on various methods of Marker Assisted Selection (MAS) for detection of HMW glutenin allele Glu-D1d (subunits
5+10) in spike progenies. The allele Glu-D1d, originating from wheat chromosome 1D is transferred to triticale using some
types of translocation of chromosome IR: 1R.1Rs. o1, IR.1Ds.;9-2, Valdy, Valdy LH, FCI and FC2. Translocation donors
of chromosome IR for this purpose have been developed and provided by Prof.- Adam J. Lukaszewski (Univ. of California,
Riverside, USA). The method for selection of Glu-D1d using DNA markers is described in detail. In 2008, a total of 307 F, -
F spike progenies derived from various crosses of a triticale cultivar x a translocation donor were tested. Glu-D1d allele
was confirmed in 162 cases. The development of triticale with bread-making grain quality will enable extending the area
planted with food cereals in worse soils where bread cultivars of triticale retain better amino acid composition (particularly
higher lysine content).

Key words: Triticale (X Triticosecale Wittmack), bread-making, Glu-D1d, subunits 5+10, translocation, IR.1Rs, o1,
IR.1Ds.19-2, Valdy, Valdy LH, FCI, FC2

Uvod

Vyznam alely Glu-D1d u pSenice je dostatocne znamy a je mozné v zasade konstatovat, ze sa nachadza
takmer vo vsetkych odrodach psenice s dobrou (A) alebo vynikajucou (E) pekarskou kvalitou. Tato alela ma tiez
vysoké pozitivne tzv. gluteninové (pSenicné) skore (asi 30 %), teda mieru, ktorou pozitivne prispieva k celkove;j
pekarskej kvalite. Vzhl'adom k tomu, ze Glu-D1d sa mdze nachadzat’ na chromozéme 1D, ktory v hexaploidnom
tritikale (BBAARR) chyba, je mozné do tritikale tuto alelu preniest’ napriklad pomocou prislusnej translokacie
chromozoému 1R.1D. Problémom je, ze chromozém 1R rovnako nesie sekalinové lokusy, z ktorych hlavne Sec/
vyrazne negativne ovplyviiuje pekarsku kvalitu (odrody pSenice nestice znamu translokaciu 1BL.1RS, ktora
nesie na kratkom ramene Sec/ naopak obvykle nie si vhodné pre pekarske vyuzitie z dévodu, ze Sec/ ma
negativne /razné/ skore). Vzhladom ktomu, ze vytvorenie pekarskych foriem tritikale by mohlo byt
hospodarsky vel'mi vyznamné (o ¢om nepochybuju v krajinach, kde je tritikale vyznamne rozsirené) sa uz
niekol’ko rokov cielene vyvijaji translokacie chromozému IR.1D v tritikale, kde je cielom nielen preniest’
pozadovany segment nesuci Glu-D1d ale sucasne eliminovat’ u¢inky sekalinovych lokusov Sec3 a zvlast’ Secl.
Profesor Adam J. Lukaszewski, 2007 (Univ. of California, Riverside, USA) vytvoril Siroku skalu translokacii
chromozomu IR v tritikale (Obr. 1), ktoré su postupne vyuzivané v §lachtitel'skych programoch v Agrotest fyto,
s.r.o. Krométiz (dalej len KM) a v Hodowla Roslin Strzelce Sp. z o.0. - §lachtitel'ska stanica Borowo v Pol'sku
(d’alej len BOH).

Vzhladom ktomu, Ze na oboch pracoviskach st znacne odlisné podmienky v pripade finanéného
zabezpecenia $lachtitel'skych programov tritikale, existuju na nich celkom odlisné stratégie selekcie.

1D

B 1R

* Sec-1
»» Sec-3

+ Gli-D1
v Glu-D1d

1R WR4 1R.AD. -1 1RAD., -2 WValdy FC1 FC2

Valdy LH
Obrazok 1: Vl'avo je znazorneny chromozom 1R bez translokacie (je cely vyfarbeny tmavo), vpravo od neho je
séria odvodenych translokacii s prenesenymi segmentmi z chromozému 1D, ktoré st oznacené bielou farbou.
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Viacnasobné translokacie, ktoré nesu vacsi pocet segmentov prenesenych z 1D st nazvané Valdy, Valdy LH,
FC1 a FC2. Niektoré pSeni¢né segmenty nahradzaja sekalinové lokusy.

Ciel'om prace bolo uskutocnit’ selekciu potomstiev klasov ozimného tritikale obsahujiceho gluteninovu alelu
Glu-D1d pomocou molekularnych markerov na pracovisku KM.

Material a metody

a) rastlinny material

V KM bolo v roku 2007/08 vysiate strojom Seedmatic celkom 2856 potomstiev klasov ozimného tritikale
(kazdy klas do dvoch 80 cm dlhych riadkov) od 158 rozdielnych krizencov typu: odroda tritikale x donor
translokacie v generaciach F, - Fg. Pouzité donory translokacie niesli niektori z translokacii: 1R.1Rsi0-1,
1R.1Ds;19-2, Valdy, Valdy LH, FC1. U 10 cennejsich krizencov, kde boli do krizenia pouzité kratkosteblé formy
(s génom RAt21) a donory translokacie FC1 bol uskutocneny odber listov z jednotlivych dvojriadkov pre DNA
analyzy. Listy boli odobrané z 500 potomstiev v dobe odnoZovania a tieto boli ulozené do hlbokomraziaceho
boxu. Odber listov bol uskutocneny ndhodne z rdznych rastlin v dvojriadkov, takze predstavujii zmesnt vzorku
rastlin.

Pocas vegetacie bola na poli uskuto¢nena selekcia perspektivnych potomstiev tak, ze farebnym sprejom boli
oznaCené najlepSie vyrovnané potomstva s dobrou odolnostou khubovym chorobam, polichaniu. Bolo
oznacenych a zozbieranych v poli 307 dvojriadkov (teda asi 10 %). Pre molekularne analyzy bolo pouzitych 161
vzoriek listov uchovanych v mraziacom boxe (1. série vzoriek) a 146 vzoriek listov mladych rastlin
vypestovanych zo zrna zostavajucich potomstiev v raselinovych sadbovacoch (2. série vzoriek).

b) metodika detekcie Glu-D1d pomocou DNA markerov

Metodika DNA markerov pre detekciu Glu-DId bola u tritikale rozpracovana v Mendelové zemédélské a
lesnické univerzité v Brng (VINTEROVA et al., 2003) a nasledne bola aplikovana v laboratoriu molekularnej
genetiky v KM. Genomova DNA bola izolovana pomocou DNAesy Plant Mini Kitu firmy Qiagen. Pre detekciu
Glu-D1d bola pouzitd metodika PCR-SPLAT (D’Ovidio, Anderson, 1994) podla modifikovaného PCR
protokolu s vyuzitim (5") GCC TAG CAA CCT TCA CAATC (3"), (5") GAA ACC TGC TGC CGA CAA G
(37) primerov. Polymerazové retazové reakcie (PCR) boli uskutocnené v objeme 20 ul zmesi v termocykleri
nasledovne: denaturdcia prebichala pri 94°C 60 s, naviazanie primerov pri 55 °C pro 45 sa zaveretna
polymerizécija 30s pri 72 °C. NamnoZend DNA po PCR reakcii bola detekovana horizontalnou elektroforézou
(Biometra - agagel standard) v 1,5 % agar6zovom géli a fixovana ethidium bromidom. Kone¢ny produkt o
velkosti 450 bp, ktory verifikuje pritomnost’ alely Glu-D1d bol porovnany a vyhodnoteny na zaklade 50 bp
dizkového markera GeneRuler od firmy Fermentas. Po separacii elektroforetickymi metdédami a vizualizacii
v agardzovom géli boli vysledky molekularnych analyz vyhodnotené pomocou software BIO 1D++.

Rozdelenie analyzovanych vzoriek do dvoch sérii umoznilo uskutocnit’ detekciu Glu-D1d pomocou DNA
markerov v laboratoriu uz od polovice juna a cely subor sa podarilo zanalyzovat’ este do jesenného siatia roku
2008.

450 bp

Obrazok 2: Elektroforeticka separacia v 1,5 % agarézovom géli. M predstavuje 50 bp dizkovy marker, 115-127
su analyzované vzorky (u 118, 120, 122, 125 a 126 je pozitivny vysledok), NK je negativna kontrola a PK je
pozitivna kontrola. Fragment o velkosti 450 bp je vyznaceny Sipkou.
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¢) stratégia selekcie tritikale pre pekarske ucely

V KM slachtenie tritikale na pekarsku kvalitu bolo zahajené v roku 2000, pokracovalo nadvizujucim
projektom GACR: 521/03/0113 vrokoch 2003-2005. VKM bol kladeny velky doéraz na pouzitie
homozygotnych rodi¢ovskych donorovych foriem nesucich prislusné translokacie. Boli uskuto¢nené takmer
vyhradne jednoduché krizenia typu: vyznamna odroda tritikale x donor translokacie. Takéto kriZzenie potom
zarucuje, ze v naslednych hybridnych potomstvach mozno ocakavat 50% frekvenciu vyskytu pozadovanej
translokécie. Pokial’ nie st financné prostriedky na detekciu pozadovanej alely Glu-D1d mozno nechat’ hybridnu
populaciu samoopelovat (selfovat) bez velkého nebezpecenstva, Ze by sa frekvencia pozadovanej alely znizila
natol’ko, ze by nebola detekovatelna. Tento postup taktiez umoznuje presunit’ uskutocnenie vyberu klasov
(alebo rastlin) do neskorSich (vyssich) generacii, o ma vyhodu, Ze je v nich vyssi podiel homozygotov, co sa
prejavuje navonok vys$im poctom vyrovnanych dvojriadkov.

V BOH sa uskutociiuju rovnako zlozitejSie krizenia typu kedy F; (odroda x donor translokacie) je znovu
krizena na odrodu. V tychto pripadoch je frekvencia pozadovanej translokacie v F, populacii nizsia nez 50 % a je
nevyhnutné tiito translokaciu ihned’ detekovat’. Pokial’ by populécia bola ponechana samoopel'ovaniu, frekvencia
translokacie by sa za niekol’ko generacii postupne priblizila k nule a bola by vel'mi tazko zistiteI'na. Typu
krizenia je nevyhnutné prisposobit’ metodu selekcie. K detekcii translokacie pouzivaju v BOH metodu
elektroforetickej separacie bielkovin endospermu zrna SDS-PAGE, kde Glu-Did je mozné detekovat podla
bielkovin v pozicii 5 a10 na elektroforetickom géli. SDS-PAGE mozno s spechom vyuzit' v skorych
generaciach, jej prednostou je, ze je lacnejSia. Je ju mozné pouzit’ taktiez pre rozliSenie homozygotov a
heterozygotov a pre detekciu sekalinovych lokusov. Tato metdda umoziuje analyzovat i jednotlivé zrnd, pricom
z ponechanej casti obilky so ziarodkom mozno dopestovat rastlinu. Rastliny nesuce Glu-DId v ranych
generdciach je mozné nasledne ustalit’ pomocou metdd explantatovych kultur z nezrelych prasnikov a nésledne;j
tvorby dihaploidov.

Na rozdiel od SDS-PAGE metéda DNA-markerov pre detekciu Glu-DId vyuziva spravidla listy ako
vychodzi material pre izolaciu DNA, neumoziiuje od seba rozlisit homozygotov a heterozygotov a je o nieco
drahS§ia. Metoda vyuzivajica elektroforeticki separaciu bielkovin pracuje teda s translaénymi produktmi
hodnotenych génov - proteinmi, zatial’ ¢o metoda DNA markerov detekuje dany gén priamo.

Vysledky a diskusia

Vyssie uvedené selekéné postupy umoziuju vytvorit’ linie tritikale so zlepSenymi Ciastkovymi parametrami
kvality zrna, ktoré v pekarskych pokusoch preukazuju v niektorych pripadoch uspokojivé chlebopekarske
vysledky (Obr. 3).

nove vytvorené linie tritikale kontrolné odrody

KM 42-07 KM 31- 07 KM 28-07 KM 81-07 Pawo Samanta

bez translokacie translokacia 1R.1D;, ;-2 translokacia Valdy translokacia Valdy LH bez translokacie pSenica
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Obrazok 3: Zlava: KM 42-07 (bez translokécie) ma velmi plochy tvar bochnika, KM 31-07 jednoduchu
translokaciu 1R.1Ds;192, KM 28-07 aKM 81-07 s dvojitou translokaciou oznacenou nazvom Valdy sa
vyznacuju uspokojivym tvarom bochnika (oznacenie Valdy LH vyjadruje Ze tato translokacia sa vyznacuje
normalnou diZkou klasu: LH - long head - dlhy klas). Tieto linie boli porovnané s kontrolnou odrodou tritikale
Pawo (ktora je povazovana za odrodu vyuziteln pre pecenie chleba, i ked’ neobsahuje Ziadnu translokaciu
chromozomu 1R) a ozimnou pSenicou Samanta (teraz zaradenou do kategoérie B /chlebova kvalita/, skor bola
zaradena do kategorie A)

Z testovanych 161 analyzovanych potomstiev v 1 sérii bola alela Glu-D1d zistena u 66 potomstiev, teda v 41
% pripadov. Jednalo sa teda o nizsi pocet vyskytu tejto alely oproti predpokladanému 50 % vyskytu. Tento nizsi
poc¢et mozno vysvetlit' tym, ze v priebehu pestovania hybridnych populacii bol periodicky uskutociovany
hromadny vyber klasov, ktorych zrno bolo ako zmes vysievané do d’alSich generacii. Pocas tohto vyberu mohlo
dojst’ k Ciastocnej eliminacii vyskytu Glu-DId, pretoze je zndme, Ze uniektorych typov translokacii
(predovsetkym Valdy) existuje negativna vézba na kratky klas (MARTINEK et al., 2008). Mohlo teda dojst
pocas vyberu normalne vypadajucich klasov k vyberu ¢iastocne eliminovanych pozadovanych translokacii z
populécie.
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Naproti tomu v druhej sérii 146 analyzovanych vzoriek mladych rastlin pestovanych v raselinovych
sadbovacoch bola alela Glu-Dld zistena u 96 potomstiev, teda v 66 % pripadov. Tento pocet je oproti
ocakavanému vyssi a je sposobeny tym, Zze medzi testovanymi potomstvami boli rovnako genotypy, u ktorych
selekcia na Glu-DI1d bola uskutocnend skor, ale vzhladom k fenotypovej heterogenite (ku ktorej modze
dochadzat’ niekedy aj vplyvom nekontrolovate'ného cudzoopelenia s okolitymi rastlinami) bolo nutné opakovat’
uskutoénenie klasovych vyberov.

Sthrnne, z 307 zozatych a analyzovanych potomstiev bola alela Glu-DI1d najdend v 162 pripadoch. Na
jeseii 2008 bolo vysiato 260 potomstiev do malych skisok vykonu (o velkosti 5m?) (teda asi len 9 % vysiatych
potomstiev), pricom boli vysiate vSetky potomstva obsahujuce alelu Glu-DId (98 potomstiev, u ktorych tato
alela nebola zistend, boli vysiate z dévodu, ze mali vyrazne kratke steblo, pripadne vel'mi dobru odolnost
k chorobam a z tohto dévodu neboli vylucené).

Predpoklada sa, ze v roku 2009 bude k dispozicii dostatok zozatého zrna pre laboratorne analyzy orientované
na stanoveni technologickych parametrov kvality zrna, pripadne pekarskych testov.

Pekarska kvalita je velmi komplexny znak, ktory je okrem viskoelastickych charakteristik lepkovej
bielkoviny podmieneny i radou inych charakteristik. Napriklad je len malo preStudovana uloha
nizkomolekuldrnych gluteninov. Problematickym znakom, ktory u tritikale negativne ovplyviiuje vyslednti
kvalitu je zvycajne vysoka aktivita a-amyldzy a s tym spojend nizka odolnost’ k prerastaniu. T4 je riadena tiplne
odlisnym genetickym syst¢émom ako akym su riadené zasobné bielkoviny. V sGcasnosti tento systém je jen
Ciastoéne prestudovany. Vhodnou kombinaciou donorov nesticich pozadovanu alelu Glu-DId a donorov
odolnosti k prerastaniu by malo ddjst k podstatnému zlepSeniu pekarskej kvality u tritikale. Najvacsiu
perspektivu mozno ocakavat’ od vyuzitia novych translokacii FC1 a FC2, u ktorych pritomnost’ Glu-D1d, Gli-D1
a sucasne odstranenie Sec/ by mali viest’ ku podstatnému zlepSeniu pekarskej kvality u tritikale.

Je dolezité upozornit, Ze oboma metodami detekcie (SDS-PAGE, DNA-markery) mozno detekovat’ len
pritomnost’ pozadovanej alely vo vzorke nebo rastline, podl'a ¢oho predpokladdme pritomnost’ respektive nebo
nepritomnost’ danej translokacie. Pretoze translokacie chromozoému 1 R boli vytvorené uz mnohé (Obr. 1), bude
vhodné najst sposoby detekcie, ktoré by umoznili v Slachtitel'skom materidlu rozliSovat jednotlivé typy
translokacii navzajom od seba.

Zaver

Pomocou DNA markerov bolo v roku 2008 analyzovanych 307 klasovych potomstiev v generacii F, - Fg
roznych krizencov odrdd tritikale s donormi translokécie chromozému 1R, kde tento chromozoém nesie pSenicny
segment z chromozomu 1D s HMW gluteninovou alelou G/u-D1d. T4 ma u pSenice vyrazne pozitivny vplyv na
technologicku kvalitu zrna a mala by podobnym sposobom zlepSovat’ kvalitu zrna aj u tritikale. Alela Glu-DId
bola potvrdena u 162 potomstiev tritikale, ktoré boli vysiate na jesenn 2008. U tychto potomstiev je mozné
ocakavat’ zvySeny pocet parametrov zlepSenej technologickej kvality nevyhnutnych pre vyrobu kysnutého
peciva.

Literatara

D’Ovidio R, Anderson O. D.: PCR analysis to distinguish between alleles of member of a multigene family
correlated with bread-making quality. Theor. Appl. Genet. 88, 1994: 759-763.

Lukaszewski A. J.: Cytogenetically engineered rye chromosomes IR to improve bread-making quality of
hexaploid triticale. Crop Sci. 46, 2006: 2183-2194.

Martinek P, Vinterovda M, BureSova I, Vyhnanek T.: Agronomic and quality characterisctics of triticale (X
Triticosecale Wittmack.) with HMW glutenin subunits 5+10. J. Cereal Sci., 47(1), 2008, 1: 68-78.

Vinterova M., Bednar J., Jeziskova 1., Martinek P.: DNA markers for high molecular weight glutenin subunits
5+10 used in wheat and triticale breeding. Czech J. Genet. Plant Breed., 39(3), 2003: 69-72.

Pod’akovanie

Vyskum bol podporeny vyskumnym zdmerom Ministerstva $kolstva, mladeze a telovychovy Ceskej
republiky: MSMT 2532885901 - etapou E, projektom KONTAKT Cesko-slovenskej spoluprace MEB 080827 a
projektom Vedeckej garantovej agentiry SR VEGA ¢. 1/3474/06. Autor prispevku A. Trebichalsky d’akuje Ing.
Tomasovi Vyhnankovi, PhD. Z MZLU Brno za pomoc pri vyuziti metodiky DNA markerov na pracovisku
Agrotest fyto, s.r.0. Kroméfiz za umoznenie vykonania odbornej staze.

1 75 Adresy autorov:
Andrej Trebichalsky, §tudent FBP SPU v Nitre, e-mail: andrejt@centrum.sk
Magr. Zelmira Balazova, PhD., Katedra biochémic a biotechnologiec FBP SPU v Nitre, Tr. A. Hlinku 2, 949 76 Nitra, tel.: +421 376414327, e-mail:
Zelmira.Balazova@uniag.sk
Ing. Petr Martinek, CSc., Agrotest fyto, s.r.0., Havlitkova 2787, 767 01 Kroméfiz, Ceska republika,
tel.: +420 573317158, e-mail: martinek.petr@vukrom.cz



Nové poznatky z genetiky a $l'achtenia pol'nohospodarskych rastlin Zbornik z 15. vedeckej konferencie, Piedtany : VURV, 2008

INTRODUKCE A SLECHTENI RODU SANVITALIA LAM.
1. GENOVE ZDROJE A SOUCASNE SORTIMENTY
INTRODUCTIONS AND BREEDING IN THE GENUS SANVITALIA LAM.
1. GENETIC RESOURCES AND CULTIVAR ASSORTMENTS

Jiti UHER

The genus Sanvitalia Lam. is comprised of six species of annuals or perennials, distributed primarily in Central America.
Despite two of them were introduced in the last centuries, only S. procumbens Lam. remain under cultivation till today.
However, some garden varieties are showing some differences in heads and rays morphology, and in all probability were
developed from strain of hybrid origin. The wild species characteristics, and origin of gardens cultivars are discussed.
Keywords: Sanvitalia, genepool, wild species, garden varieties

Uvod

Stfedoamericky rod Sanvitalia Lam. sdruzuje vytrvalé i jednoleté byliny charakteristické v subtribu Zinniinae pte-
trvavajicimi paprsky s téméf zaniklymi trubkami a hranatymi nazkami s chmyrem zpravidla redukovanym ve tfi nebo
¢tyfi osiny (KARIS & RYDING, 1994). Ze sedmi druhi akceptovanych TORRESEM (1964) nejspis jen pét tvofi
monofyletickou skupinu, ze zbyvajicich byl jeden pfeveden do rodu Zinnia L. (STROTHER, 1979). V kulturach zdo-
macnéla pfedevSim S. procumbens Lam., péstovand v fad¢ kultivard se Zlutymi i purpurovymi kvitky disku, lemova-
nymi zlutymi nebo oranzovymi paprsky, jejiz popularita v posledni dobé nebyvale roste: nebyla-li Sanvitalia statisti-
kami VBN pred rokem 2000 sledovéna, jen €tyfi roky poté zaujimé 26. pozici mezi parkovymi kvétinami (tab.1). Poté
obrat ze 720 000 € pomalu klesa k 560 000 € - i to vSak stale ptedstavuje 1 100 000 rostlin jen na nizozemském trhu.

Taxonomicka problematika

Navzdory skuteCnosti, ze vSechny druhy jsou znac¢né€ variabilni a byly zaznamendny nativni hybridy (Torres,
1974), pro kvétinarskou praxi stézi budou zajimavé jiné druhy nez S. procumbens Lam. a S. versicolor Gris. s napadné
vyvinutymi paprsky tbort, pfesahujicimi délkou osiny naZek.

Sanvitalia procumbens Lam. (S. villosa Cav., S. acinifolia DC.) je poléhava bylina s celokrajnymi, Stétinaté pyfi-
tymi listy; ty byvaji u riznych populaci nékdy drobné a téméf jehlicovité, jindy vetsi a Siroce vej¢ité. Stopeckaté tibory
jsou podpirany zakrovy z dvaceti nebo mén¢ braktejemi zprvu listotvarymi, postupné se zmenSujicimi a zuzujicimi,
chranicimi pocetné a zpravidla temné purpurové kvitky disku véncené az dvanécti pergamenovitymi, elipCité vejcity-
mi, zlutymi nebo oranzové stinovanymi paprsky. Kiidlaté a bradavi¢naté nazky jsou vicetvaré, po obvodu tboru plo-
ché s tfemi osinami, pod diskem tffhranné az Ctythranné a zpravidla jen s dvéma krat§imi osinami; vyristaji mezi
zlutymi nebo purpurovymi plevinami. S. procumbens je ekologicky plasticky taxon rostouci téméf po celém Mexiku (z
Chihuahua do Chiapas), Guatemale a Kostarice od pobftezi az k 2600 m vysky v horach. Do kultur byla uvedena roku
1798 a uz od roku 1860 jsou nabizeny plnokvété odrudy, rozsifované pozdéji jako var. ligulosa Voss.

Sanvitalia versicolor Gris. je vétvena, vzpiimené nebo prepadaveé rostouci jednoletka s kopinatymi, drsné Stétina-
tymi listy. Ubory ma prisedlé se zhruba patnacti listotvarymi, postupné se zmensujicimi a vej&itymi, po obvodu brvi-
tymi a pii vrcholku Casto bezbarvymi zakrovnimi listeny. Paprsky lemuji zluté disky v menSim poctu (asi tfinact) a
byvaji drobnéjsi nez u predeslého druhu, bilé nebo bléde zluté, hranaté vejcité s nadvinutymi okraji pii bazi. Bradavic-
naté nazky disku jsou zplo§té€lé, s pyfitymi hranami a s 2-4 (5) nestejnymi osinami, podpirané blanitymi plevinami. S.
versicolor se morfologicky napadné podoba populacim S. procumbens se zlutymi disky, zaznamenanymi z Oaxaca;
domaci je ale v Bolivii a severni Argentiné v nadmoiskych vyskach 500-2000 m. Roku 1879 byla introdukovana vi-
deniskou botanickou zahradou, dnes jiz péstovana neni.

Ostatni druhy maji jen malé Ubory se zlutymi, méné pocetnymi a relativné drobnymi paprsky krat$imi (s vyjimkou
S. fruticosa) nez osiny nazek, jisté¢ vSak mohou byt uzite¢né ve vyvinu novych zahradnich hybrida a byly proto zataze-
ny do kolekci genetickych zdrojii NCRPIS v Iowa (WIDRLECHNER & al., 1994). K témto patii Sanvitalia fruticosa
Hemsl., S. angustifolia A.Gray, S. ocymoides DC., a mozna S. abertii A. Gray (tab.2), pokud posledni ze jmenovanych
druht, neobvykly jednofadym zakrovem a karyotypem, nalezi skute¢né rodu Sanvitalia.

Péstované odriidy

Prestoze jsou sanvitalie péstovany vice nez dvé stoleti a prvni odridy s plnymi tbory (znamé jako var. ligulosa a
var. plenissima compacta) se objevily bezmala pted 150 lety, nebyvalou popularitu Gstici v registraci fady novych
odriid zaznamenaly teprve v poslednich letech. Nemalou mérou se na rostouci oblibé podilelo zavedeni utlych zluté
kvétoucich rostlin, rozsitenych pod jménem Sanvitalia "Aztec Gold” pred patnacti lety (Wicki-Freidl, 1993), které v§ak
nejsou skuteénymi sanvitaliemi, zjevné nalezi rodu Melampodium. Skutecné sanvitalie se na sou¢asném sortimentu
podileji jen asi patnacti odridami se zlutymi, oranZzovymi i bélavymi paprsky, uvedenymi pievazné firmami Syngenta
Seeds a Kieft Bloemzaden v poslednich deseti letech (tab.3).

Rostliny nalezejici skutecné rodu Sanvitalia jsou v zahradnické praxi vSeobecné rozsSifovany jako S. procumbens,
odridy série "Sprite” se vSak ptisedlymi tibory a konkavné zprohybanymi paprsky (u odridy "Vanilla Sprite” dokonce
krémové zbarvenymi) blizi charakteristikdm druhu S. versicolor a nejspise jde o selekce z hybridnich populaci, presé-
vanych holandskymi botanickymi zahradami od ¢asti, kdy byly jesté oba druhy zastoupeny v kultivaci. Charakteristiky
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uvedené v tabulkach jsou zobeciujici, vSechny z poloplnych odriid z¢asti nakvétaji jednoduchymi tibory a také pl-
nokvété odridy maji dokonale plné Gbory jen v kratkodennich podminkach, tehdy vSak soucasné zastavuji vegetativni
rust - za dlouhého dne zlstava ¢ast tbort nepravidelné vyvinuta.

Uznani a podékovani 5
Vyzkum na rodech Sanvitalia a Melampodium byl podpofen projektem MzeCR E-97/01-3160-0200. Osobité diky
nalezi firmé Kieft Bloemzaden za poskytnuti osiva série "Sprite’.
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Tabulka 1: VBN statistiky z let 2002-2007 pro rostliny rozsifované jako Sanvitalia "

| rok (poradi) || S. procumbens | S. "Cuzco’ & ostatni | celkem |
[ 2002 (26.) || 1177 000 | 278 000 | 1 455 000 |
| 2003 (27.) Il 1146 200 | 436 800 | 1582 000 |
[ 2004 (26.) || 985 850 Il 398 840 Il 1384 690 |
[ 2005 (32.) i 707 270 Il 396 370 Il 1103 640 |
| 2006 (34.) I 646 015 | 527 240 | 1173255 |
[ 2007 (40.) || dosud nepublikovéno || dosud nepublikovano || 1.090 000 |

D'S. "Cuzco’ a dalii kultivary odvozené od S. “Aztec Gold” nejsou skuteénymi sanvitaliemi

Tabulka 2: Plané druhy rodu Sanvitalia

| taxon

|[ charakter riistu

” paprsky / kv. disku

|| pivod

|_S. abertii A.Gray

|[ vzptimeny 0.3 m

|[ Zluté / Zluté

|| Arizona, do 2500 m

| S. angustifolia A.Gray

|[ vzpiimeny 0.2 m

|| Zluté / zluté

|| Mexico, do 2300 m

[ S. fruticosa Hemsl.

|[ rozlozity 0.2 m

zluté / tm. purpurové
|

|[ Mexico, do 2000 m

| S. ocymoides DC.

|| vystoupavy 0.2 m

|[ Zluté / Zluté

|[ Mexico, do 2100 m

| S. procumbens Lam.

|| poléhavy 0.1 m

zluté / tm. purpurové
| purp

|| Mexico, do 2600 m

| S. versicolor Gris.

|| vystoupavy 0.2 m

|| krémové / zelenavé

|| Bolivia, do 2000 m

Tabulka 3: Odrudy rodu Sanvitalia v kultivaci

| odrida |[ distributor || paprsky / kv. disku |[ typ tiboru |
| Dark Yellow Penny |[ Griinewald (Sumsan 02) || Zluté / tm.purpurové |[ jednoduchy |
[ Gelber Vogel |[ Bruno Nebelung | Zluté / tm.purpurové [ jednoduchy |
| Golden Penny " |[ Griinewald (Sumsan 01) |[ Zluté / tm.purpurové |[ jednoduchy |
| Goldmarie |[ Syngenta Seeds || Zluté / tm.purpurové |[ jednoduchy |
| Goldteppich || Syngenta Seeds H zluté / tm.purpurové || poloplny |
[ Irish Eyes |[ Syngenta Seeds |[ Zluté / plné ubory || plny |
| Mandarin Orange || Syngenta Seeds || oranzové / tm.purpurové || jednoduchy |
[ Orange Sprite || Kieft-Pro-Seeds || oranzové / deep purple |[ jednoduchy |
| Sunny Double |[ Fothergills Seeds |[ zluté / plné tbory || plny |
[ Sunny Orange |[ Fothergills Seeds |[ oranzové / tm.purpurové || poloplny |
| Tsavo Double Gold ? |[ Selecta First Class |[ Zluté / plné ubory || plny |
[ Vanilla Sprite || Kieft-Pro-Seeds || krémové / tm. purpurové || poloplny |
| Yellow Prince |[ Hamer || Zluté / tm.purpurové |[ poloplny |
| Yellow Sprite |[ Kieft-Pro-Seeds |[ Zluté / tm.purpurové |[ poloplny |

D ostatni kultivary v sérii, ‘Little Penny’, Lucky Penny’ a "Penny Star’, nejsou skuteénymi sanvitaliemi
? ostatni kultivary v sérii, "Tsavo Golden Yellow'a "Tsavo Yellow Ice’, nejsou skutenymi sanvitaliemi
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INTRODUKCE A SLECHTENI RODU SANVITALIA LAM.
2. INTRODUKCE, SORTIMENT A TAXONOMICKY STATUT
“SANVITALIA SPECIOSA“
INTRODUCTIONS AND BREEDING IN THE GENUS SANVITALIA LAM.
2. INTRODUCTION AND TAXONOMIC STATUT OF “SANVITALIA SPECIOSA“

Jiti UHER

In last few years, Sanvitalia become economicaly important bedding plant in Dutch flower statistics. While S. procumbens is
a well known species establihed under cultivation for a long time, the Sanvitalia speciosa is a widespread invalid name only,
used for delicate plant of unknown origin introduced fifieen years ago. A number of characters uncomon in the genus Sanvi-
talia apparently relocate the plant to the genus Melampodium.

Keywords: Sanvitalia, Melampodium, wild species, garden varieties

Uvod

Sanvitalia je ekonomicky vyznamnou parkovou kvétinou, rocné jen holandskymi aukcemi prochazi vice nez
1.2 milionu rostlin s obratem 600 000 €. Témét polovina z tohoto mnozstvi je zastupovana utlymi rostlinami
s drobnymi zlutymi ubory, uvadénymi do kultur zhruba pied patnécti lety a oznaCovanymi zprvu jako Sanvitalia
"Aztec Gold” (Wicki-Freidl, 1993), pozdéji s registracemi novych odrid jako S. speciosa (BELL & HAAS,
2005; CAMPELL & HWU, 2003; CAMPELL & KIZILKAYA, 2004; GRUNBERG & MCCORMICK-
EWOLDT, 2007; LOCKER, 2004), S. hybrida (CAMPELL & KIZILKAYA, 2001; GRUNBERG, 2005), nebo
chybné jako S. procumbens (GRUNBERG & WHEALY, 2004; BELL & PARA, 2006). Jména S. speciosa ani S.
hybrida nebyla nikdy platn€ publikovana a rostliny samy se od druhti rodu Sanvitalia napadné odlisuji rychle
vadnoucimi paprsky, dvoutadymi zékrovy s dimorfnimi braktejemi a nazkami s chmyrem beze zbytku zaniklym,
tedy znaky naznacujicimi spiSe pfislusnost subtribu Melampodiinae (KARIS & RYDING, 1994). Paprskové
kvéty prirlstajici adaxialni stranou k apexu ovaria (stejné jako nazky paprskii obrostlé vnitinimi zakrovnimi
listeny) ukazuji pak bezprostfedné na rod Melampodium L.

Taxonomicka problematika

Ze sedmatticeti druhii rodu Melampodium, které v posledni revizi akceptoval STUESSY (1972), byly dosud
obecné péstovany jen kompaktné rostouci odridy po celych tropech zplanujiciho M. divaricatum (Rich.) DC.
(zpravidla pod jménem M. paludosum H. B.& K.) - tento naprosto nepodobny druh sekce Serratura ma dlouze
fapikaté, rhombicky vejcité listy a pomérné€ veliké tbory s vné¢jsimi zakrovnimi braktejemi srostlymi do tietiny

......

N

ny zékrovu.

Podobné zakrovy jsou charakteristické pro M. glabribracteatum Stuessy (sect. Cupulata), které se vSak na-
padné li§i drobnymi ubory nejvyse s 6-8 paprsky a méné nez tiiceti kvitky disku. Dratovité, svitivé purpurové
stonky a téméf nesrostlé vnéjsi zakrovni brakteje ma také habituelné podobné Melampodium americanum L. z
typové sekce Melampodium, to vSak ma zakrovy vné Stétinaté pyfité, listy zespod bélavé hedvabité a ¢asto poné-
kud lalocnaté, kvitky disku oranzové a nazky podstatné vétsi. M. americanum roste po celych americkych tro-
pech a ve smiSenych lesich jihomexického statu Oaxaca se v nadmoteské vysce 1800-2400 m stietava s M.
montanum, avsak vzdor skuteCnosti, ze STUESSY (1979) nachéazi druhy sekci Rhizomaria a. Melampodium
velmi blizké, jejich piirozena hybridizace se jevi nepravdépodobnou pro znacné rozdilny karyotyp (TURNER,
1962; STUESSY, 1971).

Péstované odriidy

Nové Melampodium je nedavnou novinkou na evropském kvétinovém trhu: jako Sanvitalia “Aztec Gold” by-
ly rostliny do uvedeny roku 1991 firmou Hugo Dittmar Samen & Pflanzen ve $vycarském Deitingen (WICKI-
FREIDL, 1993), vice vSak o jejich pivodu znamo neni. Pod timto jménem jsou stale nabizeny semenaiskymi
firmami E. Benary Samenzucht, Summer Hill Seeds, Mr. Fothergill Seeds, Vis Seed & Co a dal$imi. Uz o ¢tyfi
roky pozdéji nabizi vSak taz firma prvni z vegetativné mnozenych odrid "Sunbini” (Dittsun), nasledovanou o
dekadu pozdéji odridou ‘Starbini” (CAMPELL & HWU, 2003; GRUNBERG & MCCORMICK-EWOLDT,
2007). K roku 2004 nabizi své prvni kultivary "Ariba” (Wessacomp), ‘Tequilla” (Wessateq) a "Sunny Star’
(Wessastar) Heinrich Westhoff v némeckém Siidlohn (LOCKER, 2004; BEEL & HAAS, 2005). Syngenta Seeds
prihlasila jiz v roce 1999 proslulou "Cuzco Yellow” (Santis 99-3), nasledovanou o pét let pozdéji trojici "Cuzco
Compact Yellow’ (Santanis), "Cuzco Trailing Yellow” (Santasol) a "Cuzco Ideal” (Sandeal) (CAMPELL & KI-
ZILKAYA, 2001 a 2004). V té dob¢ se jiz “Sanvitalia speciosa* stava jednou z nejpopularnéjsich balkénovych
kvétin a nové odridy piihlasuji firmy Brandkamp, Florensis International, Selecta First Class, Bruno Nebelung a
Danziger - v soucasné dob¢ je (stale pod nespravnym oznacenim Sanvitalia) nabizeno jiz vice nez tficet odrud
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(tab.1), lisicich se Casto jen zanedbatelné v délce a Sifce paprskovych kvitkd, ve tvaru a velikosti listil a prepada-
vym nebo vice kompaktnim habitem (CFIA, 2007,5). Po nahlédnuti do statistik VBN je zfejmé, Ze nové Me-
lampodium, jakkoli Slechtiteli a mnoziteli dosud nebylo rozpoznano, je dnes jiz daleko nejpéstovanéj$im druhem
rodu a po pfipocteni dat o obchodu s M. divaricatum (Rich.) DC. posune rod Melampodium k podobnému umis-
téni v febficku trzni GispéSnosti, jakému se diky nému t&si dnes rod Sanvitalia.

Uznani a podékovani

Vyzkum na rodech Sanvitalia a Melampodium byl podpofen projektem MzeCR E-97/01-3160-0200. Osobité
diky nalezi firmé Ernst Benary Samenzucht GmbH za poskytnuti osiva Sanvitalia "Aztec Gold’, Melampodium
"Derby” a Melampodium "Showstar’, a firmé Syngenta Seeds za dodani mladych rostlin Sanvitalia "Cuzco’ série.
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Melampodium divaricatum:
Melampodium "Derby’

Melampodium (sect. Rhizomaria)
“Sanvitalia® "Sundance Yellow’

Sanvitalia procumbens:
Sanvitalia "Sprite” série

Tabulka 1: Odrudy rodu Melampodium v kultivaci

| Komeréni jméno || registracni jméno Slechtitel / distributor || oznaceni v katalozich |
| Ariba || Wessacomp || HeinrichWesthoff || Sanvitalia speciosa |
| Aztec Gold | || Dittmar Samen Pflanzen || Sanvitalia speciosa* |
| Cuzco Ideal || Sandeal || Syngenta Seeds || Sanvitalia speciosa* |
| Cuzco Compact Yellow || Santanis || Syngenta Seeds || Sanvitalia speciosa* |
| Cuzco Trailing Yellow || Santasol || Syngenta Seeds || Sanvitalia speciosa* |
| Cuzco Yellow || Santis 99-3 || Syngenta Seeds || Sanvitalia speciosa* |
| Derby | || Benary Samenzucht || Melampodium paludosum |
| Discovery [ || B.T.World Seeds || Melampodium paludosum |
| Exp Yell I || Brandkamp || Sanvitalia speciosa |
| Golden Globe | || Benary Samenzucht || Melampodium paludosum |
| Golden Sun I || Jungpflanzen Griinewald || Sanvitalia procumbens |
| Gold Star | || Ferry Morse || Melampodium paludosum |
| Inka | || Florensis International || Sanvitalia |
| Lemon Delight | || Takii & Co. || Melampodium paludosum |
| Little Penny || Griisanvi 04 || Jungpflanzen Grinewald || Sanvitalia speciosa |
| Little Sun I || Michael H. Unger || Sanvitalia hybrida |
| Lucky Star || Griisanvi 01 || Jungpflanzen Griinewald || Sanvitalia procumbens |
| Medaillon I || Syngenta Seeds || Melampodium paludosum |
| Melanie | || Thompson & Morgan || Melampodium paludosum |
| Million Gold [ || Takii & Co. || Melampodium paludosum |
| Minicushion I || Brandkamp || Sanvitalia speciosa |
| New Sunset | || Brandkamp || Sanvitalia speciosa |
| Penny Star || || Jungpflanzen Griinewald || Sanvitalia procumbens |
| Picador Yellow | || Selecta Klemm || Sanvitalia speciosa |
| Safari [ || Florensis International || Sanvitalia |
| Sanvy Super Gold | || Diimmen || Sanvitalia speciosa |
| Selina || Nebsan 434 || Bruno Nebelung || Sanvitalia speciosa* |
| Show Star || || Benary Samenzucht || Melampodium paludosum |
| Solaris || Nebsan 423 || Bruno Nebelung || Sanvitalia speciosa* |
| Sunbini || Dittsun || Dittmar Samen Pflanzen || Sanvitalia |
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| Komeréni jméno || registra¢ni jméno || Slechtitel / distributor || oznageni v katalozich |
| Sundance Yellow || San Yel || Goldsmith Seeds || Sanvitalia |
| Sunny Star || Wessastar || HeinrichWesthoff || Sanvitalia speciosa |
| Starbini || Sunbini Improved || Dittmar Samen Pflanzen || Sanvitalia |
| Vitali I || Flor Elite || Sanvitalia speciosa |
| Yellow Beauty || QuHa 4015/1 || Kieft Bloemzaden || Sanvitalia procumbens |
| Yellow Spot | || Brandkamp || Sanvitalia speciosa |
| Talya I || Danziger || Sanvitalia |
| Tequilla || Wessateq || HeinrichWesthoff || Sanvitalia procumbens |
| Tsavo Golden Yellow || KLESP 06163 || Selecta First Class || Sanvitalia |
| Tsavo Yellow Ice || KLESP 06178 || Selecta First Class || Sanvitalia |

* novéji také v katalozich E. Benary, Syngenta Seeds a Bruno Nebelung chybné jako Sanvitalia procumbens
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VYUZITIE DISKRIMINACNEJ ANALYZY NA URCENIE RHT GENOTYPU
PODI’A FENOTYPOVYCH CHARAKTERISTIK
UTILIZATION OF DISCIMINANT ANALYSIS FOR DETECTION RHT GENOTYPE
ACCORDING TO PHENOTYPE CHARACTERISTICS

Martin UZIK — Alzbeta ZOFAJOVA — Darina MUCHOVA

Using discriminant analysis and combination of 13 evaluated traits, wheat cultivars with Rht-B1b gene from cultivars with
Rht-D1b gene were unequivocally separated and also classified with the highest probability cultivars ambiguously detected.
Key words: winter wheat, cultivars, Rht genes, discriminant analysis

Uvod

Zabudovanie Rht génu kratkosteblovosti do genotypu rastliny zmenilo nielen vysku, ale aj dalSie
morfologické a fyziologické znaky. V praxi sa vyuZivaji Rht — Blb a Rht — D1b gény, pri¢om ich pritomnost’
v rastline je mozné detekovat pomocou GA testu, avSak ich odliSenie navzajom je mozné len pomocou
molekularnych markerov. Vznikla teda otazka ¢i nie je mozné na zaklade komplexu morfologickych znakov
odlisit’ odrody s génom Rht-B1b od odréd s génom Rht-D1b. Diskrimina¢na analyza (DA) sa uspe$ne pouziva
v mnohych oblastiach na odliSenie rastlin, na zaklade kombinacie viacerych znakov, pripadne markerov.
ETICHA et al. (2006) vyuzili diskriminacntl analyzu kombinaciou 7 kvalitativnych znakov na klasifikaciu
rastlin jednotlivych druhov psenic v populacii alzirskych pSenic. KHRAMTSOVA et al. (2003) rozlisili
metédou DA diploidné od aloploidnych druhov psenice. UZIK, ZOFAJOVA (2002) aplikovali DA na odlisenie
materskych rastlin jacmenia od domnelych F1 rastlin. Ako diskriminatné premenné sa vyuzivaju tieZ
molekularne markery. ZHANG et al. (2005) vyhodnotili potencial DA na detekciu kandidatov markerov
spojenych s agronomickymi znakmi medzi 218 inbrednymi liniami ryZe, pri¢om hodnotili 12 agronomicky
dolezitych znakov a pouzili 60 SSR a 114 RFLP markerov. FAHIMA et al. (1999) pri stidiu genetickej
diverzity pSenice pomocou DA spravne klasifikovali linie genotypované markermi do miest pévodu.

Ciel'om prace bolo zistit: stupenn vyznamnosti jednotlivych znakov pre diskriminéciu a klasifikaciu odrod,
moznost pomocou fenotypickych znakov odli§it odrody s génom Rht-Blb od odréd s génom Rht-D1b
metodou diskriminacnej analyzy, moznost’ podla fenotypickych znakov zaradit' odrody s neidentifikovanym
genotypom do urcitej genotypovej triedy pomocou klasifikacnej diskriminacnej funkcie odhadnutej
z kalibra¢ného suboru.

Material a metody

V pokuse v rokoch 2005/06 a 2006/07 na VSS Maly Saris bolo skusanych 30 odréd pienice letnej f. ozimnej
(tab. 1), ktoré boli zaradené do 4 genotypovych Rht tried (ZOFAJOVA et al. 2007). Do diskriminaénej analyzy
boli zaradené znaky — hmotnost’ slamy, hmotnost’ klasov, hmotnost’ biomasy, hmotnost zrna, HTZ, pocet
zinklas™, podet klasov.m™, dizka klasu, pocet klaskov, vyska rastliny, zberovy index, klasenie, bielkoviny,
mokry lepok. Z odrdd ztried 1 — 3 sme zostavili kalibracny subor na vypocet parametrov diskriminacne;j
funkcie, podl'a ktorej sa zaradili genotypy s neuréitym Rht genotypom.

Tabul’ka 1: Zoznam hodnotenych odrdd a ich rozdelenie podl'a genotypovych Rht tried

Trieda Pocet odrod Odrody a ich povod
1 (rht) 3 Altos (DEU), Haldor (DEU), Manhattan (DEU),
2 (Rht - B1b) 4 %ﬁn}\l]z;nn (DEU), Mv Suba (HUN), Occitan (FRA), Shaan M 8121

Andalou (FRA), Aubusson (FRA), Baltimor (FRA), Barroko (GBR),
Bastide (FRA), Caphorn (GBR), Catalan (FRA), Forban (FRA),

3 (Rht - D1b) 17 Grisby (FRA), Hamac (FRA), Chequer (GBR), Korund (DEU),
Levis (CHE), Smuggler (GBR), Verdon (FRA), Vercors (FRA),
Vergain (FRA)
4 (neidentifiko- 6 Craclin (FRA), Cubus (DEU), Harrow (GBR), Isidor (FRA), Noah
vané) (DEU), Shamrock (GBR)
Vysledky

Pokusili sme sa vytvorit homogénne skupiny odrdéd pomocou diskriminac¢nej analyzy. Z 23 odréd ktoré
boli podl'a Rht alel jednoznacne charakterizované sme vytvorili kalibra¢ny subor o troch triedach, z ktorého sa
odhadli diskriminacné koeficienty pre klasifikaciu a diskriminaciu genotypov. Pre vSetky tri skupiny
najvyssiu  hodnotu pre klasifikaciu mali koeficienty odvodené od znakov v poradi: hmotnost’ zrna na klas,
zberovy index, hmotnost’ 1000 zfn, podet zin na klas, pripadne dizka klasu. Hodnota koeficienta na
klasifikaciu odvodena z vysky mala podstatne mensiu dolezitost’ a obsah bielkovin viac diskriminoval odrody
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ako obsah mokrého lepku. Pomocou uvedenych znakov podarilo sa odrody kalibraéného stboru jednoznacne
zatriedit’ do troch predikovanych skupin rht, Rht-B1b a Rht-D1b (tab. 2). Pomocou dvoch funkcii (os x a os
y) je mozné odrody v rovine roztriedit’ do skupin. Odrody kalibraéného suboru zaradené do pozorovanych tried
podla stanoveného Rht génu boli zhodne zaradené do predikovanych skupin tiez pomocou morfologickych
znakov so 100 % spolahlivostou (tab. 2). Na jednoznacnl klasifikaciu a diskriminaciu odrdd do skupin
nepostacovali ani také dva vyznamné znaky ako vyska rastlin a zberovy index, v ktorych doslo k najvyraznejsim
zmenam zabudovanim Rht génov kratkosteblovosti, pretoze od ostatnych skupin sa mohli odli§it’ len odrody
skupiny 1. O odrodach, pri ktorych neboli Rht alely jednoznaéne detekované sme v prvom kroku predpokladali,
ze vytvaraju samostatni skupinu. Ako vSak vyplyva ztabulky 2, predpoklad sa nepotvrdil. Podla
klasifikacnych funkcii pre 4 triedy podarilo sa len 80 % odrod spravne zaradit’ a podl’a diskriminaénych funkcii
odrody zo skupiny 4 sa zaradili do skupin 2 a 3 a vSetky tri skupiny (2, 3, 4) vytvorili jednu nediferencovanu
skupinu. V d’alsom kroku sme predpokladali, Ze neidentifikované odrody patria bud’ do skupiny 2 (Rht-B1b)
alebo do skupiny 3 (Rht-D1b). Pomocou klasifikaénych a diskriminaénych funkcii odhadnutych z kalibraéného
suboru podarilo sa vSetkych 30 odrod jednoznacne zatriedit’ do 3 tried, pricom zo skupiny 4, dve odrody boli
zaradené do skupiny 2 a5 odréd do skupiny 3. Pomocou diskriminaénych funkcii sa tri skupiny odrod
podarilo priestorovo od seba separovat’.

Tabulka 2: Klasifika¢na tabul’ka

Pozorované skupiny Velkost’ Predikované pre skupiny
skupiny 1 (rht) | 2((RhtBlb) | 3 (Rht-Dlb) | 4 (nezaradené)
Kalibra¢ny subor
1 (rht) 3 100,0 0 0
2 (Rht=B1b) 3 0 100,0 0
3 (Rht-D1b) 17 0 0 100,0

Spréavne klasifikovanych — 100,0 %

Nekalibrovany subor

1 (rht) 3 100,0 0 0 0
2 (Rht=B1b) 4 0 75,0 25,0 0
3 (Rht-D1b) 17 0 0 76,47 23,53
4 (nezaradené) 6 0 16,67 0 83,33

Spravne klasifikovanych — 80,0 %

Kalibrovany subor

1 (rht) 3 100.0 0 0
2 (Rht-B1b) 5 0 100,0 0
3 (Rht-D1b) 22 0 0 100,0

Spravne klasifikovanych — 100,0 %

Zaver

Metddou DA kombinaciou vsetkych hodnotenych znakov podarilo sa jednoznaéne od seba separovat’ odrody
s génom Rht-Blb od odrod s génom Rht-D1b a zaradit' do urcitej skupiny s najvys$Sou pravdepodobnostou
odrody nejednoznacne detekované.
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FRAKCNE ZLOZENIE BIELKOVIN PRI ODRODACH OZIMNEJ PSENICE
REGISTROVANYCH V ROKOCH 1921 -2003
FRACTION COMPOSITION OF PROTEINS AT WINTER WHEAT CULTIVARS
REGISTERED IN THE YEARS 1921 — 2003

Martin UZIK — Ivan MICHALIK — Dana URMINSKA — Alzbeta ZOFAJOVA

Fastening on the former research, where N uptake and protein content were analysed in the set of old and modern cultivars,
in the present paper effect of N fertilization and cultivars on grain protein composition were evaluated. Old cultivars had
higher bread making quality as higher grain protein content and higher prolamins and glutelins content.

Key words: albumins, globulins, prolamins, glutelins, winter wheat, cultivars

Introduction

Grain protein content is one of the most important attributes in bread making quality. Generally, the modern cultivars
present less grain protein content than their predecessor, suggesting that breeding may have reduced baking quality while
improving yield (CALDERINI, SLAFER 1998, ORTIZ MONASTERIO et al. 1997, UZIK, ZOFAJOVA 2003).

Grain proteins in wheat are related to the unique properties of its flour for bread making (STONE, SAVIN 1999)
and are influenced by both the genotype and the environment (GOODING et al. 2003). It has been shown that grain
protein content alone does not necessarily determine dough quality. Grain quality is complex trait resulting from the
interactions between numerous protein components.

Fastening on the former research (UZIK, ZOFAJOVA 2007) where N uptake and translocation were analysed in relation
to protein and gluten content in cultivars registered in the years 1921 —2003, in the present paper on the same cultivar set the
effects of genotype and nitrogen supply on grain protein composition are analysed.

Material and methods

With ten winter wheat cultivars registered in the years 1921 to 2003 (Table 3, 4) pot experiment in 2 replications and
on 4 variants of N nutrition (N 0, N 50, N 100, N 150) was established. N content in grain groats and other characteristics
were determined in the average samples from two replications. N content was determined according to Kjeldahl and protein
N content according to Barstein and albumins, globulins, prolamins, glutelins and residue of nitrogen were determined
according to MICHALIK (2002). The data were evaluated by Statgrafics plus for Windows.

Results

Modern cultivars had higher N uptake per plant and more effective N translocation i{lgo grvain, but considering higher
grain yield, N grain concentration and protein content were lower than in old cultivars (UZIK, ZOFAJOVA 2003). N grain
content was increased linearly with increasing N supply until to the dose N 150 kg.ha (Table 1).

Table 1: Effect of N supply on N grain content and on protein fractions

N kg.ha'! *N **N | *Proteins **Proteins Al. and glob. Prolamins Glutelins
0 1.919 1.60 11.0la 9.16 0.36 0.51 0.58
50 2.170 1.81 12.25b 10.34 0.39 0.61 0.64
100 2520 | 2.04 14.17¢ 11.65 0.43 0.74 0.70
150 2.582 221 14.57¢ 12.62 0.44 0.80 0.77
LSDy s 0.11 0.94 0.61 0.02 0.06 0.05

“SCPV - VURYV Piestany,  SPU Nitra

Increasing N doses did not increase N content proportionally in all protein fractions. N supply relative decreased albumins
and globulins content (from 22.99 to 20.09%) but increased prolamins content (from 32.12 do 36.41) while content of

glutelins and residue of nitrogen were relative stabile (100% = % N) (Table 2).

Table 2: Effects of N fertilization on N grain content and in protein fractions (in %)

N kg.ha *N AN Al and glob. Prolamins Glutelins Residue of N
0 1.919 1.60 22.99 32.12 36.27 8.62
50 2.170 1.81 22.08 34.02 35.46 8.44
100 2.520 2.04 21.33 36.17 34.32 8.18
150 2.582 221 20.09 36.41 35.15 8.35
LSDy s 0.11 0.85 1.37 1.63 0.51

"SCPV - VURYV Pieitany, ~ SPU Nitra
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Grain N content of cultivars decreased with the year of registration. Cultivars registered in the years 1921 to 1960 had N
grain content about 2.7 % while modern cultivars (Solaris) registered after 1976 had only from 1.97 do 2.26 % (date
from SPU are about 18 % lower than from VURV, but correlation coefficient between them was very high 0,99). N
content in protein fraction was changed with N content in total proteins but not proportionally (Table 3). The lower protein
content was the relative lower prolamins and glutelins content were and on the contrary albumins and globulins content were
increased and unexpectedly also insoluble residue of nitrogen (Table 4).

Table 3: N grain content and protein fractions in % (100 % dry matter) according to cultivars

Cultivar *N *Proteins **N ** Proteins | Al and glob. Prolamins Glutelins Residue of N
Slov. 777 2.714 15.36 2.27 12.98 0.47 0.78 0.82 0.17
Slov. B 2.700 15.29 2.23 12.72 0.46 0.76 0.83 0.16
Diana 2.760 15.10 2.28 13.02 0.49 0.79 0.82 0.17
Solaris 2.260 13.13 1.89 10.80 0.46 0.74 0.53 0.15
Kosutka 1.970 11.04 1.69 9.63 0.33 0.59 0.60 0.15
Viginta 2.220 12.75 1.81 10.36 0.37 0.62 0.65 0.16
Torysa 2.090 11.64 1.74 9.95 0.39 0.63 0.57 0.15
Astella 2.268 13.30 1.91 10.92 0.40 0.68 0.65 0.17
Vanda 1.982 10.87 1.65 9.43 0.36 0.54 0.59 0.15
Axis 1.988 11.56 1.68 9.61 0.36 0.52 0.64 0.15

Table 4: N grain content and its portion in protein fractions in % according to cultivars (100 %= % N)

Cultivar *N **N Al and glob. Prolamins Glutelins Residue of N
Slov. 777 2.714 2.27 20.86 34.69 36.72 7.74
Slov. B 2.700 2.23 20.85 34.12 37.77 7.26
Diana 2.760 2.28 21.48 34.37 36.67 7.48
Solaris 2.260 1.89 24.42 38.89 28.49 8.20
Kosutka 1.970 1.69 19.80 35.22 35.93 9.06
Viginta 2.220 1.81 20.80 34.14 36.21 8.85
Torysa 2.090 1.74 22.67 35.83 32.87 8.63
Astella 2.268 1.91 21.49 35.35 34.29 8.87
Vanda 1.982 1.65 22.18 3291 35.90 9.01
Axis 1.988 1.68 21.67 31.29 38.14 8.90
Conclusion

Grain weight, protein content and its fractions were modified by N supply. The percentage of proteins and prolamins in
the grain were increased with the increase of nitrogen supply and also the quantity of proteins and prolamins per grain were
positively affected by N fertilization. The proportion of prolamins and glutelins in grain protein was highly dependent on
cultivar. Modern cultivars had lower N grain content, lower prolamins and glutelins content create gluten and are responsible
for bread making quality. In oposite modern cultivars had higher content of albumins and globulins than older cultivars.
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PRIPRAVA BINARNEHO VEKTORA OBSAHUJUCEHO MIESTO-SPECIFICKY
REKOMBINACNY SYSTEM PRE ZISKANIE MARKER-FREE TRANSGENNYCH
RASTLIN.

THE PREPARATION OF PLANT TRANSFORMATION VECTOR CONTAINING
SITE-SPECIFIC RECOMBINATION SYSTEM FOR OBTAINING OF THE
MARKER-FREE TRANSGENIC PLANTS

Eva VACULKOVA — Jana MORAVCIKOVA — Jana LIBANTOVA

To excise an antibiotic selectable marker gene from transgenic plants, a new binary vector pEV8 was prepared. In this
vector, the plant intron-containing gene coding for Cre site-specific recombinase under the control of a seed-specific
cruciferin C (cruC) promoter from Arabidopsis thaliana and neomycinphosphotransferase gene (nptll), as a selectable
marker gene under the control of the nopalinesynthetase (nos) promoter, were flanked by two lox sequences as
recombination sites in direct orientation. Out of this lox-embedded cassette, in the inverted orientation to the cru/cre™"
expression unit, was as a gene of interest introduced the reporter beta-glucuronidase (gus) gene under the control of the
light-inducible Lha3St.1 promoter from potato. Before the using of binary vector to plant transformation, the utility of this
system had been verified in E. coli by supplying Cre recombinase from another compatible plasmid in the same bacterial
cell. The correct excision of the lox-embedded sequence in E.coli was detected by restriction analyses.

Key-words: Cre/lox system, antibiotic marker gene, binary expression vector

Uvod

Burlivé diskusie tykajice sa mozného nepriaznivého vplyvu volného toku génov do zivotného prostredia
sprevadzaju zavadzanie geneticky modifikovanych plodin do sucasného pol'nohospodarstva. Nebezpecenstvo
moze predstavovat’ neo¢akavana invazia transgénnych rastlin do Zivotného prostredia, pripadna mozna toxicita
alebo alergicita transgénnych proteinov. Najvicsie obavy z uniku (trans)génov sa tykaju predovsetkym génov
rezistencie k antibiotikam. Tieto gény sa pouZzivaju pri selekcii transformovanych buniek od netransformovanych
pocas procesu regeneracie transgénnej rastliny v podmienkach in vitro. Pritomnost’ tychto génov je po uspesnej
selekcii v genéme transgénnych rastlin neziaduca. Jednou z moznosti ako rieSit’ tento problém je odstranit’
selekéné markerové gény z gendmu transgénnych rastlin po ukonceni transformacného a regeneracného procesu.
Jednym z moznych spdsobov odstranenia selekénych génov je vyuzitie miesto-Specifickych rekombinacnych
systémov, medzi ktoré patri aj Cre/lox rekombinaény systém. V pripade, ze cre rekombindzovy gén je pod
kontrolou pletivovo-Specifického promotora a selekény markerovy gén je scastou tej istej T-DNA oblasti
ohrani¢enej lox sekvenciami orientovanymi ako priame opakovania, takyto systém umoziuje u¢inné odstranenie
selekéného génu v presne danom obdobi vyvoja rastlin. Jednou z vyhod takéhoto systému je odstranenie
markerového génu bez akéhokol'vek vonkajsieho stimulu. Dal3ou je fakt, Ze expresia cre rekombinazového génu
je ohranicena na relativne kratke Casové obdobie ¢o zniZuje mozZnost negativneho vplyvu pritomnosti vysokej
hladiny Cre proteinu na morfoldgiu a vyvoj rastlin.

Materialy a metody

Technikami rekombinantnej DNA sme beta-glukuronidazovy (gus) gén pod kontrolou svetlo-citlivého
(Lhca3st.1) promotora ligovali do binarneho vektora pUCAP (VAN ENGELEN a kol., 1995), ¢im sme vytvorili
vektorovis konstrukciu pEV5. Cre rekombindzovy gén s vnesenou intrénovou sekvenciou (cre™") pod kontrolou
semeno-$pecifického kruciferinového promotora spolu s jednou loxP sekvenciou sme ligovali do binarneho
vektora pUN (VACULKOVA et al., 2007), &im sme ziskali konstrukciu pJL11. Nésledne sme fragmenty
z oboch vektorov ligovali do binarneho vektora pUN tak, aby ich poradie bolo vo vektore pEV6 od pravej
k l'avej hranici T-DNA nasledovné:

-GUS gén/Lhca3St.1 + loxP + cru/CRE™" gén-

Vysledni vektorova kons$trukciu pEV8 sme pripravili ligaciou fragmentov zvektoru pEV6 apEV1
(Moravcikova et al. 2008), ktory obsahoval selekény neomycinfosfotransferazovy (nptll) gén pod kontrolou
nopalinsyntetazového (nos) promotora a jednu loxP sekvenciu, do binarneho vektora pUN. Poradie regulacnych
sekvencii a génov vo vyslednej vektorovej konstrukcii pEV8 bolo od pravej k l'avej hrani¢nej sekvencii T-DNA
nasledovné:

-loxP + NPTII gén/nos + CRE™" gén/cru + loxP + Lha3St.1/GUS gén-

Vysledky a diskusia

Na riadenie expresie cielenych génov “genes of interest® sa v miesto-$pecifickych rekombina¢nych
systémoch najcastejSie vyuziva konstitutivny 35S prométor izolovany z pdvodcu virusovej Zilkovej mozaiky
karfiolu (CaMV), ktory zabezpecCuje vysoku hladinu expresie transgénu. Viaceri autori uvadzaji (SUZUKI et al.
2001; ZHENG et al., 2007), Ze aktivita mnohych pletivovo-Specifickych promoétorov méze byt ektopicky
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ovplyvnena vyskytom enhancerov takychto silnych prométorov, ak sa nachadzaju v ich blizkosti. S moznostou
ektopického ovplyvnenia Specifickosti aktivity kruciferinového promoétora v Cre/lox systéme sme sa stretli
v nadej predchadzajucej praci (MORAVCIKOVA et al., 2008).

S cielom objasnit’ miery vplyvu CAMV35S prométora na aktivitu kruciferinového promotora v nasej
predchadzajicej praci sme pripravili rastlinni vektorovi konstrukciu pEVS8, v ktorej sme na riadenie expresie
génu zaujmu (Qus gén) pouzili svetlo-citlivy Lhca3St.1 prométor izolovany zrastlin zemiaku. Vysledn
vektorovt konstrukciu pEVE8 sme pripravili klonovanim vo viacerych stupnioch s cielom vytvorenia vhodnych
restrikénych miest pre dosiahnutie spravnej orientacie vsetkych regulacnych sekvencii a expresnych jednotiek
vo vektore pEVS. Restrikénou analyzou pomocou vhodne volenych restrikénych endonukledz sme overili
spravnost’ integracie vnesenych fragmentov v E. coli, ako aj funkénost’ Cre/lox systému v baktériach po
transformacii plazmidov pEV8 a pMH303 do E. coli. Plazmid pMH303 obsahoval Cre rekombindzu pod
kontrolou CAMV 35S promotora, ¢im bola zabezpecena aktivita Cre rekombinazy v bunkach baktérii.

Zaver

Pripravili sme binarnu vektorovil konstrukciu pEVS s miesto-Specifickym Cre/lox rekombinacnym
systémom, v ktorej je gén zaujmu pod kontrolou svetlom indukovatelného (Lhca3St.1) prométora. Uéinnost
zostrihu sekvencie DNA ohrani¢enej dvoma loxP rekombinaénymi miestami sme odsktsali aj v baktériach.
Nasledne uskuto¢nime transformacie rastlin tabaku s ciel'om zistit” efektivnost’ zostrihu selekéného markerového
génu v semendch rastlin, ako aj moznost’ vyskytu ektopickej aktivity kruciferinového promdtora a s tym aj mieru
vplyvu CAMYV 35S promoétora na ektopickl aktivitu cru promotora v predchadzajucej praci.
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KVALITATIVNI A SEMIKVANTITATIVNI DETEKCE GENETICKY
MODIFIKOVANE KUKURICE POMOCI PCR REAKCE "
QUALITATIVE AND SEMI-QUANTITATIVE DETECTION OF GENETICALLY
MODIFIED MAIZE BY PCR REACTION"

Toma$ VYHNANEK — Pavel HANACEK — Jan BEDNAR

Genetically modified maize is grown extensively in the world today. Qualitative and semi-quantitive polymerase-chain
reaction-based methods to detect genetically modified maize (MON 810 Yield Gard corn) were applied to processed
education at Mendel University of Agriculture and Forestry in Brno (MUAF Brno). In this study we reported the
optimalisation of qualitative and semi-quantitive detection of insect resistant corn variety (MON810) for technical equipment
in Department of Plant Biology at MUAF Brno.

Key words: qualitative detection, semi-quantitive detection, transgenic maize, MON810

Uvod

S rozvojem péstovani geneticky modifikovanych rostlin (GMR) roste i pozadavek (ze zdkona) na jejich
identifikaci, rozliSeni a znac¢eni. Detekci transgenu lze provadét pomoci polymerazové fetézové reakce (PCR).
Kvalitativni detekci GMR, tzn. rozliseni modifikovanych a nemodifikovanych odrid, 1ze provést na zakladé
specifické PCR pro oblasti pouzitého konstruktu (VAUGHN et al., 2005). Aplikaci metodiky u hybridd kukutice
odvozenych od MON810 uvadéji HOLCK et al. (2002) a HERNANDEZ et al. (2003). Pro piesnou kvantifikaci
DNA z GMR ve vzorku osiva nebo v produktu je pak nutné realizovat, pfistrojové a materidlové financné
naro¢ngjsi, real-time PCR (MA et al., 2005; YANG et al., 2005).

Cilem prace byla optimalizace kvalitativni a semikvantitativni detekce Bt-kukutice (MON&10) pomoci PCR
pro vyukové ucely.

Material a metody

Pro kvalitativni a semikvantitivni detekci geneticky modifikované kukufice byly pouzity dva genotypy
kukufice firmy Monsanto. Jednalo se o modifikovany hybrid na bazi MONS810 a nemodifikovanou kontrolu
(izogenni linie ke GM kukufici). Ziskané osivo bylo pfedmétem ,,MTA* mezi Monsanto Europe s.a. a MZLU
v Brné€ ze dne 26.5.2008. Pro molekularni analyzy byla genomova DNA izolovana pomoci izolacniho kitu
DNAesy Plant Mini Kit (f. Qiagen) z napéstovanych rostlin ve fazi jednoho listu (10 dni staré rostliny).
Napéstovani a izolace genomové DNA probihala v prostorach uréenych pro praci s GMO. Koncentrace DNA ve
vzorku byla po izolaci zjisténa spektrofotometricky. Pro analyzy bylo pouzity primery popsané GREINEREM et
al. (2005). Reak¢ni smés o celkovém objemu 25 pl obsahuje: 30 ng templatové DNA, 0,5 U Taq polymerazy
(Promega, USA), 1x odpovidajici pufr, 7,5 uM kazdého primeru a 0,1 mM kazdého dNTP. Teplotni a Casovy
profil reakce byl: 1 cyklus 95°C — 600 s; 40x (95°C — 30 s, 64°C — 30 s, 72°C — 30 s); 72°C — 420 s. V piipadé
semikvantitivniho stanoveni byl odebran vzorek amplifika¢niho produktu po 26., 28., 30., 32., 34. a 40. cyklu.
Pro vizualizaci produktl byla vyuzita elektroforéza na 1,5% agarozovém gelu (barveni ethidiumbromidem).
Vysledné elektroforetogramy byly digitalizovany pomoci CCD kamery a PC.

Vysledky a diskuse

Prvnim krokem pro zavedeni PCR-metod detekce GM kukufice byla optimalizace protokolu pro detekci
kukufiéného genomu a detekci specifické oblasti geneticky modifikované kukufice MON810. Rizni autofi
popsali mnoho primerovych kombinaci, které mohou slouzit k tomuto ucelu. My jsme vybrali pro detekci
genomu kukufice primery IVR1-F a IVR1-R (invertase gene), které verifikuji ptitomnost kukufi¢ného genomu
produktem o velikosti 226 bp (obr. la). Pro kvalitativni detekci kukufice MON810 byla vybrana sekvence
CaMV promotoru (primery VW01 a VWO03), kdy pfitomnost verifikuje produkt o velikost 178 bp (obr. 1b).

V dalsi ¢asti nasi prace jsme pfistoupili k optimalizaci semikvantitativni detekce Bt-kukufice. Byla vytvofena
fada smésnych vzorkd s riznym podilem genomu geneticky modifikované kukufice v anazylovaném vzorku.
Jako detekéni limit se ndm jevila podle naSich vysledkt hranice 1%. Stejny detekéni limit pfi pouZziti shodnych
primerd uvadéji Greiner et al. (2005). Nasledné byl optimalizovan odbér vzorkti pro semikvantitativni detekci
Bt-kukufice ve vzorku. Na zékladé dosazenych vysledkli mizeme doporucit odbér amplifikacniho produktu
mezi 26. az 34. cyklem (obr. 2).

Zavér

V praci jsou prezentovany vysledky optimalizace kvalitativni a semikvantitivni detekce Bt-kukufice (MON
810). Optimalizované protokoly umozni vyuziti postupti v praktické vyuce genetickych predméti na Ustavu
biologie rostlin AF MZLU v B¢ a jsou pfipravnym krokem pro zavedeni praktickych tloh pro kvantifikaci
geneticky modifikovanych organismi pomoci real-time PCR.
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Obrazek 1: (a) specificka detekce kukuficného genomu, (b) specificka detekce GM kukufice
M - velikostni marker; 1 az 4 — izogenni linie kukufice; 5 az 7 — GM kukufice

26 28 30 32 34 40
M 26 28 30 32 34 40 26 28 30 32 34 40 M

A B
26 28 30 32 34 40
M 26 28 30 32 34 40 26 28 30 32 34 40 M

Obrazek 2: Elektroforetogram vzorkil s rozdilnym procentickym zastoupenim GM kukutice ve vzorku po 26.,
28.,30., 32, 34. a 40. cyklu
A —-1%;B—-5%; C—-10%; D -—-25%;E - 50%, F — 100% obsah GM kukufice ve vzorku
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PESTOVANIE OLEJNIN - VYHODY A NEVYHODY
BREEDING OF OIL SEED CROPS —- THE ADVANTAGES AND DISADVANTAGES

Zuzana ZACKOVA

Breeding of flax or linseed (Linum usitatissimum L.) started around 5,000 years ago. The ancient Egyptians used the inside
of flax stem to make linen cloth. Linseed has also been pressed to make oils for industrial use. Whole seeds have been used to
feed the animals and also to be consumed by people all over the world. Flax is one of those plants that has many uses: as a
flower, for health and medicinal use, a grain crop, making fabrics, and in home gardens as "True Blue" flowers. Linseed is
the nature's richest source of omega-3 fatty acid.

Rapeseed is grown sparingly for young leaves used as potherb; more generally grown as forage for livestock feed, and as a
source of rapeseed oil. Rapeseed oil has potential market in detergent lubrication oils, emulsifying agents, polyamide fibers,
and resins, and as a vegetable wax substitute. The most common use for the oil is still in the production or erucic acid, a fatty
acid used in turn in the manufacture of other chemicals. Sprouts are used dietetically and as seasoning.

Key words: flax, rapeseed, oil

Lan siaty (Linum usitatissimum L.)

Pestovat I'an je relativne nenarocné, ale kultivary st ¢asto nachylné na hubovité ochorenia, $pecifické snete
a hrdze. Ak pozorujeme zmeny na materiali, je potrebné pouzit’ uréity fungicid, alebo obmedzit’ polievanie, prip.
zabezpeCit’ cirkulaciu vzduchu medzi hriadkami. Zdravé semena l'anu sa vysievaju do riadkov vzdialenych 30-
40cm, nakolko byle su znacne vysoké. Epigeické kli¢enie semien, je mozné pozorovat v priebehu 3-7 dni
v zavislosti od environmentalnych faktorov. Vegetacné obdobie l'anu siateho trva od maja, a konc¢i v druhej
polovici juna a na zaciatku jula. Posledny mesiac, ked’ sa zakladaju kvetné puciky, tzv. butonizacia, vel'mi zavisi
na dizke dita (termonastie). Kvet l'anu je rozli$eny na kalich a korunu bledo modrej az tmavo modrej farby, prip.
bielej. V obojpohlavnom kvete je casté samoopelenie, ¢im sa podstatne znizuje variablita v nasledujucej
generacii. Cudzoopelenie hmyzom je tiez mozné, ale jeho frekvencia je nizka. Plodmi st tobolky, v ktorych
dozrievaju semena najcastejsie hnedej farby (niektoré odrody maju z1¢é semend). V jednej tobolke dozrieva 6-10
semien. Semena st hladké, ovalne so zaSpicatenym koncom velkosti okolo 2,5 x 5,0 x 1,5mm (MILLAM et al.,
2005). Dozrievanie semien a embryogenéza in vivo si ovplyvnené viacerymi vonkaj$imi faktormi. Nasleduje
desikacia a dormancia semien.

Zygoticka embryogenéza I'anu in vitro bola popisana v niekol’kych pracach (PRETOVA et al., 2000). Ian je
mozné vyuzit pre §tidium priamej i nepriamej embryogenézy (PRETOVA a OBERT, 2003).

Repka olejna (Brassica napus var. napus L.)

V naSich podmienkach sa repka vysieva ako ozimna forma (bienis) do urodnych pdd. Pestovanie nie je
naro¢né, podmienkou je dostatok fosforu a draslika v pdode. NajvhodnejSie s oblasti s teplymi a slneCnymi
diiami a chladnymi nocami. Semena su dost’ malé a vysievaji sa do riadkov vzdialenych asi 30-40cm, Casto
spolu s granularnym hnojivom. Délezita v ¢ase klicenia repky je vonkajsia teplota a prizemné no¢né mrazy (-2
°C) jej vyhovuju. Vegetaéné obdobie zacina v aprili, alebo na zaciatku méaja, najneskor v ojedinelych pripadoch
na zadiatku juna. Repka olejna sa Casto vysieva po vegetacii l'anu, kukurici, zemiakoch, ale nikdy nie po
sIneénici, opat’ po repke olejnej alebo horéici bielej. Pravdepodobne to stvisi s obsahom Zivin v pode. Uroda
semien sa zberd v Case, ked’ su semena zrelé, zltej farby. Repka olejna je zviacsa samoopeliva (70%), ale
v dosledku toho, Ze je medonosna rastlina, je Casto opelovana veelami a cudzoopelivost je potom relativne Casta
(az 30%). Porast rastlin je nachylny na celé spektrum hubovitych a virusovych ochoreni, ako aj pre cicavy
a zravy hmyz.

Vyhodou pestovania je, Ze repka pozitivne ovplyviluje zivot v pdde, vodny rezim, v zime tiez zabraiuje
vyplavovaniu nitratov. Ciastoéne na rizikovych pddach ma aj protierézne vlastnosti a do uréitej miery poméaha
zvySovat’ obsah humusu v pode.

Zaver

Pestovanie oboch olejnin nie je narocné, ale z dévodu klimatickych zmien je T'an siaty nahradzany inymi
olejninami ako napr. repkou olejnou, ktora je vhodna pre pestovanie na celom Slovensku od juznych obalsti az
po severné. Avsak jej pestovanie tieZ znamend nadmerné zvySovanie dusi¢ianov v pddach.
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EFFECT OF COLD HARDENING AND MICRODOCHIUM NIVALE (FR., SAMUELS
& HALLETT) INFECTION ON GLUCANASE ACTIVITY IN WINTER TRITICALE
(X TRITICOSECALE WITTM.)

EFEKT OPRACOVANIA CHLADOM A INFEKCIE MICRODOCHIUM NIVALE
(FR., SAMUELS & HALLETT) NA GLUKANAZOVU AKTIVITU ZIMNEJ
ODRODY TRITICALE (X TRITICOSECALE WITTM.)

Iwona ZUR — Ewa DUBAS — Jana MORAVCIKOVA — Gabriela GOLEBIOWSKA — Eva
VACULKOVA — Jan SALAJ

Microdochium nivale is the most widespread snow mould fungus in Europe. Previous studies indicated that resistance of
plants to M. nivale is coupled to proper period of cold acclimation probably by producing special proteins. Many of them are
grouped as a Pathogenesis Related Proteins (PR proteins). Plant glucanases (PR 2 group) catalyze the hydrolysis of the
polysaccharide £-1,3-glucan that represent major components of many fungal cell walls. Therefore it has been suggested that
they can be involved in protecting plants against fungal pathogen. To investigate a possible role of glucanases in defence
response against M. nivale, one susceptible and one resistant cultivar of winter triticale, were subjected to glucanase activity
assays toward laminarin as a substrate.

Keywords: $-1,3-glucanase defence response, PR proteins, Microdochium nivale, snow mould

Introduction

Pink snow mould (Microdochium nivale (Fr.) Samuels & Hallett) is one of the most serious diseases of
winter cereals and forage grasses in moderate and cold climatic areas. The resistance level to this fungus is
genetically controlled and in many economically important crop cultivars is not satisfactory what cause serious
decrease in yield quantity and quality. The plant-pathogen interactions are not fully understood but it was shown
that maximal snow mould resistance develops only in cold-hardened plants. It has been detected that the
hardening process is associated with accumulation of carbohydrate, particularly fructans (YOSHIDA et al.
1998). Moreover, plants synthesize an array of pathogenesis-related (PR) proteins in response to both biotic and
abiotic stresses including B-1,3-glucanases, chitinases or peroxidases (YUN et al. 1997). The glucanases (PR-2
group) catalyze the hydrolysis of the polysaccharide B-1,3-glucan that represent major components of many
fungal cell walls. Therefore it has been suggested that these enzymes may be involved in protecting of plants
against fungal pathogens (BEERHUES and KOMBRINK, 1994). It was also proposed that -1,3-glucanases
might have a function of antifreeze proteins (HON et al. 1994).

In order to investigate the role of B-1,3 glucanases in defence response against fungal pathogen M. nivale, two
winther cultivars (Hewo and Magnat) of triticale were subjected to glucanase activity assay.

Material and Methods

Two winter triticale (X Triticosecale Wittm., 2n = 6x = 42) cultivars differed in resistance to M. nivale were
under the study: susceptible cv. Magnat and relatively resistant cv. Hewo. The experiments were carried out
according to the ‘cold chamber’ method (CORMACK and LEBEAU, 1959 modified by PRONCZUK, 1987).
The plants were subjected to a prehardening (12°C/ 12°C, 8h/16h light, 14 days) and hardening (4°C/4°C,
8h/ 16 h light, 28 days). Control, non-hardened plants were grown at 16°C/ 12°C, 8h/ 16h light for 21 days until
acquiring the same developmental stage as cold-hardened plants before inoculation. Inoculum of high virulence
monosporal isolate of Microdochium nivale No. 38z/5a/01 was produced via modified PRONCZUK and
PRONCZUK (1987) method.

For glucanase activity assay, the crude proteins were isolated from non-infected and infected (5 and 7 days
after inoculation) plants using an extraction buffer containing 0.1 mol/l sodium acetate pH 5.0 and 0.02% pB-
mercaptoethanol. Protein concentration was determined according to BRADFORD (1976). The glucanase
activity was analysed by the dinitrosalicylic acid (DNS) method (MILLER, 1959) with slight modifications.
Each reaction consisting of 100 pl of crude protein extract and 100 pl of 2% laminarin (Sigma) as a substrate
was incubated at 37°C for 1 hour. The reaction was terminated by addition of 900 pl of DNS reagent and boiling
for 5 min. Following cooling to room temperature, the contents were diluted 1:20 and the absorbance was
measured at 500 nm. The glucanase activity was calculated as nanomoles of liberated reducing sugar per hour
per milligram of soluble protein.

Results and discussion
Different pathogenesis related proteins have been observed to play role in defence response against
Microdochium nivale infection in winter cereals. This includes: chitinase, endochitinase, B-1,3 glucanase in
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winter rye (HIILOVAARA-TEIJO et al., 1999); chitinase, endochitinase, B-1,3 glucanase, PR1-a protein and
peroxidase in winter wheat (ERGON et al., 1997) and winter wheat thaumatin - like proteins (KUWABARA et
al., 2002). To test the contribution of B-1,3 glucanases to fungal resistance against M. nivale, crude proteins
isolated from two infected cultivars Magnat and Hewo (sensitive and resistant, respectively) were subjected to
glucanase activity assays. Non-infected plants were used as a control.

Our preliminary results indicated the increase of glucanase activities under the low temperature treatment
during 28-day hardening for both cultivars (Magnat and Hewo). The possible involvement of the hardening in
acquiring the resistance to snow mould will be discussed.

However, inoculation with M. nivale did not influence glucanase activity in leaves of susceptible cultivar
‘Magnat’ and even decreased it in relatively resistant cultivar ‘Hewo’. No significant differences between
sensitive and resistant cultivar have been observed. Glucanese activity in seedling crowns was also not
influenced by the pathogen infection, however significantly higher enzyme activity was detected in relatively
resistant cultivar ‘Hewo’.

Table 1: Results of glucanase activity assays.

Glucanase activity [nmol/h/mg] £+ Sd
Plant material non-infected infected
5 days 7 days 5 days 7 days
Magnat leaves 18,943,1 ab 27,1+£2.7 abc 16,9+2,7 a 26,8+1,5 abc
Hewo leaves 29,7+ 4,7 be 36,9432 ¢ 16,9+2,7 a 22,444 8 ab
Magnat crown 14,4+35 a 17,554 a 17,4+£2,0 a 11,138 a
Hewo crown 30,3+3,5b 22,+48 ab | 20,8+1,7 ab 16,3 +5,0 a
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