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GENOMIKA PSENICE: VYZVA PRO 21. STOLETI
WHEAT GENOMICS: CHALLENGE FOR THE 21°T CENTURY

Jan SAFAR — Hana SIMKOVA — Marie KUBALAKOVA — Jan BARTOS — Jaroslav
DOLEZEL

The bread wheat is unique among the important agricultural crops in possessing massive genome with a prevalence of
dispersed DNA repeats. Polyploidy and the presence of repeats make gene cloning and genome sequencing in wheat
extremely difficult. Chromosome genomics simplifies these tasks by targeting single chromosomes and chromosome arms,
which represent only a few percent of the nuclear genome. The advantages of this strategy over a whole-genome approach
include the avoidance of problems due to the presence of homoeologs, reduction of work to manageable portions, cost
efficiency, and an opportunity to structure collaborative projects where individual laboratories work on particular
chromosomes. We discuss various applications of flow-sorted chromosomes and assess the potential of chromosome
genomics in the Triticeae.

Key words: bread wheat, genome, sequencing, chromosome, physical mapping

Uvod

Psenice seta (Triticum aestivum L., 2n = 6x = 42) je jednou z nejvyznamnéjsich plodin svéta. Péstuje se na 17
% zemédelsky obdélavané pudy a je hlavni plodinou pro 40 % svétové populace. PSenice a jeji produkty
pokryvaji pfiblizné¢ 20% denniho energetického pifijmu lidstva. Navzdory vyznamu této plodiny klesly jeji
zasoby na zacatku 21. stoleti na nejnizsi trovein za poslednich tficet let. To je vysledkem celé fady nepfiznivych
okolnosti, vcetné¢ zmény klimatu, vyuzivani obilnin na produkci biopaliv a nartstu svétové populace.
Vychodiskem z této situace je Slechténi novych odrid se zlepSenou odolnosti vii¢i chorobam a negativnimu
vlivu vnéjsiho prostredi, které by umoznily produkci v dostateéném mnozstvi a kvalité a za trvale udrzitelnych
podminek. Klicem k takovym odridam mize byt podrobna znalost dédi¢né informace.

PSenice setd je vyjimeCna nejen svym spoleCensko-ekonomickym vyznamem, ale i svym jadernym
genomem. Zadna jina plodina srovnatelného vyznamu nemé genom tak velky a zarove tak slozity. Jedna kopie
jejiho genomu je predstavovana téméf 17 miliardami parti bazi DNA a je asi 35krat vétsi nez genom ryze (Oryza
sativa L.). VétSina genomu pSenice je tvofena rlznymi typy roztrousenych mobilnich genetickych elementd,
zatimco geny kodujici bilkoviny piedstavuji jen asi 2-3 % celkové DNA. Predpoklada se, Ze pSenice seta vznikla
priblizn¢ pred 10 000 lety v oblasti Blizkého vychodu jako vysledek mezidruhové hybridizace tetraploidni
pSenice T. turgidum (2n = 4x = 28, genom AABB) s diploidnim druhem Aegilops tauschii (2n = 2x = 14, genom
DD). Psenice seta je tedy pomérné¢ neddvno vznikly allopolyploid se tiemi homeolognimi genomy A, B a D.
Protoze diploidni rodi¢ovské druhy maji spole¢ného predka, jejich genomy jsou si do jisté miry podobné
(homeologni). Pro fyzické mapovani a klonovani geni pSenice piredstavuje velikost genomu, alopolyploidni
puvod a pfevaha repetitivnich sekvenci DNA zna¢nou komplikaci. Zatim nezodpovézenou otazkou ztistava zdali
je vibec mozné tak slozity genom sekvenovat a natolik porozumét jeho funkci, abychom ji uméli cilené
ovliviovat.

V dalgich ¢astech tohoto textu se pokusime zmapovat soucasny stav analyzy genomu pSenice a naznacit
perspektivy tohoto vyzkumu.

Kolinearita a izolace genii

Jesté nedavno se predpokladalo, Ze pro izolaci genti z obrovského genomu psSenice by se mohlo vyuzit
poznatkli o konzervativnosti struktury gend a jejich uspofadani v genomu (tzv. kolinearit¢). Po sekvenovani
genomu Arabidopsis a ryze byla na zakladé makrokolinearity nalezena cela fada tisekii DNA nesoucich podobné
geny, avSak na detailnéjSi Grovni byla zjisténa cela fada lokalnich prestaveb, amplifikaci, duplikaci geni a
vcélenéni mobilnich genetickych elementl, zejména traspozont.. Ukazuje se, Ze genomy obilovin jsou velmi
dynamické a Ze se v pribéhu evoluce rychle ménily. Posledni studie naznacuji, ze moznost izolovat geny na
zéklad¢ kolinearity je znacné omezena (FEUILLET a KELLER, 2002). Pfesto byly publikovany v posledni dob¢
prace oznamujici klonovani vyznamnych genti z komplexniho genomu psenice na zakladé pozi¢niho klonovani
(UAUY et al., 2006). Ve snaze identifikovat a klonovat co nejvétsi mnozstvi gent jsou navrhovany alternativni
postupy, jak ,,prefiltrovat™ genové oblasti z komplexnich genomi s vysokym obsahem repetitvni DNA.

Analyza celkové mRNA piedstavuje elegantni zpusob jak ziskat informace o transkribovanych genech
vybraného organismu. Sekvenovanim komplementarni DNA (cDNA), ziskané zpétnym piepisem mRNA,
z jednoho konce (~ 500 bazi) lze ziskat tzv. Expressed Sequenced Tags (EST). U pSenice jich byl dosud ziskan
vice nez jeden milion (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/index.html). Je vSak nutné upozornit na to, ze
v kolekcich EST obvykle chybi vzacné transkripty. Diky tomu, ze se jedna o sekvence Casti genu, jsou EST
zdrojem uzite¢nych molekularnich markerti a jsou Casto vyuZivany pii srovnavaci analyze s genomy druht
ptibuznych pSenici.

8 Adresa auloTa: Jaq §;V1fa'i, H§na gimlsové, Mérie Kubalélfovzi, Jan 'Bat,méalaros.lav Dolezel ) )
Ustav experimentélni botaniky AV CR, v.v.i., Laboratof molekularni cytogenetiky a cytometrie, Sokolovska 6, 77200 Olomouc, safar@ueb.cas.cz
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Kromé standardniho klonovéni exprimovanych sekvenci v cDNA knihovnach se v posledni dobé uplatiuji i
nékteré dalsi metody. Jeden z postupl spociva ve specifické eliminaci metylované (tedy prevazné nekodujici)
DNA z knihoven DNA kratkych inzerti za pouZziti metylacné senzitivnich enzymut nebo castéji vyuzitim
specifického restrikéné modifikaéniho systému kmene Escherichia coli McrBC (RABINOWICZ et al., 2003).
Dalsi postup je zalozen na reasociaci DNA. Abundantni repetitivni sekvence reasociuji nejrychleji, zatimco
nizkokopiové sekvence zistanou po dostateéné dlouhé dobé jako nereasociovana jednovlakna, kterd jsou po
prevedeni na dsDNA klonovana v knihovnach DNA kratkych inzertt (PETERSON et al., 2002). Oba postupy
jsou pouzivany pii sekvenacnim projektu kukutice. Vysledkem obou postupti je produkce genoveé obohacenych
knihoven DNA kratkych inzertd, které jsou vhodné zejména pro ndhodné sekvenovani (tzv. shotgun
sekvenovani).

Nevyhodou sekvenacnich strategii zamétujicich se na nizkokopiové a genoveé bohaté oblasti je absence
topologické informace. Chybi také udaje o okoli geni, které mutize hrat zasadni roli pfi regulaci genové exprese.
Bez dostupnosti fyzické mapy genomu, ktera na rozdil od genetické mapy vyjadiuje skuteénou polohu sekvenci
DNA v genomu, je detailni analyza struktury genomu prakticky nemozna.

Sekvenovani celého genomu

Pro celkovou znalost genomu se ukazuje, ze je potieba mit informaci o celé, usporadané sekvenci. Malé
genomy nékterych rostlin byly sekvenovany metodou ,,whole genome shotgun®. Pfi pouziti této metody
sekvenovani by se vSak u pSenice jednalo o nesmirn¢ nakladny projekt a vzhledem ke vySe zminéné slozitosti
genomu neni jisté, zda by bylo mozné sekvenci genomu ztakového mnozstvi fragmentl vibec sestavit.
V posledni dob¢ se prosazuji metody paralelniho sekvenovani, které jsou podstatn¢ vykonnéjsi (Mardis 2008).
Ani pfi jejich pouziti v§ak neni jasné, zda by bylo mozné sekvenci tak slozitého genomu sestavit ze Cteni, jejichz
délky kolisaji podle typu pouzitého sekvenacniho systému mezi 35 az 250 bazemi DNA (Pop and Salzberg
2008).

Sekvenovani s pomoci fyzické mapy

Jednim z hlavnich problémi sekvenovani velkého genomu pSenice je uspofadani kratkych Cteni ze
sekvenatoru. Resenim by mohlo byt ukotvovani jednotlivych éteni na fyzickou mapu genomu, kterou predstavuji
usporadané prekryvajici se fragmenty DNA, tzv. kontigy. Fragmenty DNA pochazeji z knihoven DNA s velkymi
inzerty. V soucasné dobé¢ je nejpouzivanéjsim vektorem pro konstrukei knihoven DNA s velkymi inzerty umély
bakterialni chromozém (BAC). Knihovny klonované v tomto vektoru maji inzerty o velikosti 100kb a vétsi, coz
umoziuje pomoci restrikéni analyzy zjistit oblasti pfekryvii mezi jednotlivymi klony, a to i u genomu s vysokym
obsahem repetitivni DNA, jaky ma pSenice. Pro hexaploidni psenici je k dispozici n€kolik genomovych BAC
knihoven a podle rozsahu pokryti genomu maji 0,3 - 1,2 x 10°kloni.

Vlastni fyzicka mapa genomu je predstavovana tzv. ,,Minimal Tiling Path® (MTP) coz je jeden nebo vice
kontig s nejmensim moznym poétem klond, které pokryvaji cely genom. Pokud je fyzickd mapa tvofena vice
kontigy, které jsou oddéleny mezerami, jsou kontigy obvykle navzajem uspofadany ukotvovanim na genetickou
mapu. Diky obrovskému genomu je vSak i konstrukce fyzické mapy pSenice velmi obtizny ukol, ktery by
vyzadoval restrikéni analyzu nejméné jednoho a ptil milionu BAC klonti. To je sice technicky proveditelné, ale
existuji pochybnosti 0 moznosti sestavit takové mnozstvi kloni do kontigli, zejména pokud se bude jednat o
klony z navzajem podobnych genomu tvoficich genom psenice seté.

Fyzické mapy jednotlivych chromozomii

Obtiznost konstrukce fyzické mapy celého genomu pSenice vedla k vypracovani tzv. chromozémové
strategie (DOLEZEL et al. 2007), kterd piedpoklada konstrukci fyzickych map zvlast pro kazdy z21
chromozomu psenice, piipadné pro jejich jednotliva ramena. Podstatou je rozdéleni genomu na jednotlivé ¢asti -
chromozomy nebo chromozomalni ramena pomoci pritokové cytometrie (viz Obr.1). Tak je mozné ziskavat
frakce predstavujici i méné nez 2 % celého genomu. Nasledné byl vyvinut protokol pro pfiipravu
vysokomolekularni DNA z tfidénych chromozomii a konstrukci BAC knihovny DNA z malého mnozstvi DNA,
ktery umoznil konstrukci BAC knihovny specifické pro chromozoém 3B psenice (SAFAR et al., 2004). Slo o
vibec prvni chromozomové specifickou knihovnu dlouhych inzertd u rostlin. Aktudlni stav konstrukce BAC
knihoven specifickych pro jednotlivé chromozomy pSenice lze nalézt vtabulce 1. a na web strance:
http://www.ueb.cas.cz/Olomoucl/LMCC/Resources/resources.html

9 Adresa autora: Jan Safaf, Hana gimlgova’, Marie Kubalakova, Jan Barto$ a Jaroslav Dolezel
Ustav experimentalni botaniky AV CR, v.v.i., Laborator molekularni cytogenetiky a cytometrie, Sokolovska 6, 77200 Olomouc, safar@ueb.cas.cz
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Tridéni chromozémii pomoci pritokové cytometrie
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Obrazek 1: Schéma tfidéni mitotickych chromozémii pomoci pritokové cytometrie

Vyhodou chromozémové strategie je odstranéni problému s vyskytem homeolognich sekvenci, nebot’ fyzicka
mapa je pro kazdy chromozém sestavovana oddé€lene. Dalsi pfednosti je mald velikost knihoven. Protoze jsou
konstruovany z malych ¢asti genomu, staci jen asi 50 000 klonti k dostatecnému pokryti ramene chromozému.
Manipulace s tak malymi knihovnami je ve srovnani s obrovskymi genomovymi knihovnami, které maji fadove
vice klond, snadna a restrikéni analyzu vSech kloni 1ze provést béhem nékolika tydnt. Stejné tak je snadnéjsi
identifikace BAC kloni nesoucich hledany marker. Neddvno byla na zakladé chromozomové strategie
publikovana fyzicka mapa chromozému 3B psenice, ktery je vice nez dvakrat vétsi nez cely genom ryze (Paux
et al., 2008).

Tabulkal: Seznam chromozomoveé specifickych BAC DNA knihoven (stav k 1.10. 2008)

Library code* Species Variety Chrorzlosom gii?;:,f i.ucllrz)l:s; Mea;zi:sert Coverage
TaaCspl46hA | T. aestivum CS 1D, 4D, 6D 11.6% 87,168 85 kb 3.4x
TaaCsp146hB T. aestivum CS 1D, 4D, 6D 11.6% 121,344 102 kb 6.3 x
TaaPaviBShA T. aestivum Pavon 1BS 1.9% 65,280 82 kb 14.5 x
TaaCsp3AShA | T. aestivum CS 3AS 2.1% 55,296 80 kb 12.0x
TaaCsp3ALhA | T. aestivum CS 3AL 2.8% 55,296 106 kb 123 x
TaaCsp3BFhA | T. aestivum CS 3B 5.9% 67,968 103 kb 6.2 x
TaaCsp3BFhB T. aestivum CS 3B 5.9% 82,176 126 kb 9.1x
TaaHop3BFhA | T. aestivum Hope 3B 5.9% 92,160 78 kb 6.0 x
TaaCsp3DShA | T. aestivum CS 3DS 1.9% 36,864 110 kb 11.0x
TaaCsp3DLhA | T. aestivum CS 3DL 2.7% 64,512 105 kb 11.2x
TaaCsp7DShA | T. aestivum CS 7DS 2.2% 49,152 114 kb 122 x
TaaCsp7DLhA | T. aestivum CS 7DL 2.0% 50,304 115 kb 14.8 x
SccImplRShA S. cereale | Imperial IRS 5.6% 66,816 72 kb 8.8 x
ScclmplRSbA S. cereale | Imperial IRS 5.6% 36,864 75 kb 52x

1 0 Adresa autora: Jan Safaf, Hana gimlsové, Marie Kubaldkové, Jan Bartos$ a Jaroslav Dolezel
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Vyhody existence takovéto mapy vyuzil McNeil et al. pii odvozeni markerd v té€sné vazn€ na gen Sr2
(McNEIL et al. 2008).

Prednosti chromozomové strategie

Moznost tfidit jednotlivd ramena chromozémi psSenice nabizi vedle konstrukce BAC knihoven dalsi
atraktivni vyuziti. Je mozné napfiklad chromozémy tridit na mikroskopické sklicko a pouzit je pro lokalizaci
sekvenci DNA pomoci FISH (KUBALAKOVA et al. 2005). Tato aplikace je vhodna pro ovéfovani polohy
kontigh na chromozému a odhadovani velikosti mezer mezi kontigy. Pro odvozovani DArT markert
(JACCOUD et al. 2001) sta¢i nanogramova mnozstvi DNA, takze je mozné je odvozovat piimo z DNA ziskané
z malého poctu chromozému (pfipravovano k publikaci). Optimalizovana metoda reprezentativni amplifikace
DNA umoziuje ziskdvat mikrogramova mnozstvi DNA =z relativné¢ malého poctu tfidénych chromozému
(SIMKOVA et al. 2008). Takto ziskana DNA je vhodna pro mapovéani markerti pomoci DNA &ipti (SIMKOVA
et al. 2008) a pro konstrukci knihoven kratkych inzertd za Gcelem izolace molekularnich markeri z daného
chromozomu. Nejnovéjsi vysledky potvrdily moznost pouzit amplifikovanou chromozémovou DNA pro 454
sekvenovani, coz otevirda moznosti pro hromadnou izolaci molekularnich markerti (pfipravovano k publikaci).
Na zakladé tohoto vysledku lze uvazovat o moznosti sekvenovat genom psenice rameno po rameni. Vhledem
k relativné malé velikosti ramen (224-561 Mbp) a rychlému pokroku sekvenacnich technologii je mozné, ze
prave tento postup bude zvolen pro sekvenovani genomu této dilezité plodiny.

Zavér

Vzhledem k pokroku pfi tfidéni chromozémt a konstrukci chromozémoveé specifickych BAC knihoven 1ze
ocekavat, ze chromozoémova strategie bude stale Castéji vyuzivana, a je pravdépodobné, ze bude pouzita i pro
sekvenovani genomu pSenice. Konstrukce fyzické mapy bude predpokladem pro efektivni analyzy a sekvenovani
genomu, a to i za pouziti novych metod sekvenovani. Vyhodou této strategie je postupna konstrukce fyzické
mapy a moznost vyuzivat noveé vytvorené materialy bezprostfedné po jejich pfiprave, aniz by bylo nutné éekat na
projekt sekvenovani celého genomu.
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GENETICKO - SCACHTITELSKE ASPEKTY PREDZBEROVEHO PORASTANIA
PSENICE
GENETIC — BREEDING ASPECTS OF WHEAT PRE — HARVEST SPROUTING

Alzbeta ZOFAJOVA — Martin UZIK — Daniela MIKULIKOVA

Pre — harvest sprouting of wheat grain in spike causes great damages in the years with wet and rainy weather during
harvest. Genetic and breeding aspects of this phenomenon are discussed. Near isogenic lines of cultivar Bersee possess GA
insensitive dwarf genes were evaluated in grain yield formation traits and in alpha amylase activity. The lowest alpha
amylase activity had line with genes Rht—-Blb + Rht-DI1b. Effects of cultivars, fertilization and years on falling number
values were evaluated. On falling number variability, significant effects of cultivar, fertilization and interaction between
years and cultivars were revealed. Long term solution of this problem is in development of cultivars tolerate or resistant to
pre — harvest sprouting.

Key words: wheat, pre — harvest sprouting, alpha amylase, falling number, cultivar

Predzberové porastanie je klicenie fyziologicky zrelého zrna obilnin este v klase, o sa vyskytuje
v podmienkach chladnych a vlhkych pred zberom. V zrne, ktoré je vystavené dlhému obdobiu vlhka, alebo hmle
sa iniciuje proces kli¢enia pocas ktorého Skrob a bielkoviny zrna sa rozkladaji. Porastanie moze byt viditel'né
(klicek, korienky), alebo skryté, kedy vizualne prejavy nie si navonok detekovatelné, avsak kvalitativne zmeny
su zna¢né a vedd pri pSenici k deklasovaniu produkcie z kategorie potravinarskej akosti do kategorie kimnej
kvality.

Zrazky mozu zapriCinit’ poskodenie zrna extenzivnym prerastanim vo vicsine pestovatel'skych oblasti, avsak
niektoré oblasti st nachylnejSie na vyskyt porastania nez ostatné. Vo Velkej Britanii ro¢né straty v dosledku
porastania si odhadované na 17 miliénov libier (FLINTHAM et al. 2004). Skody na tirode a znizenie kvality
zra v dosledku porastania sa periodicky vyskytuju u nas (ONDREJCAK, MUCHOVA 2005) a v okolitych
$tatoch — Mad’arsko (BARNARD, BONA 2004), Pol'sko (MOS 2004), CR (KUBANEK, HANISOVA 1990).

V byvalej CSR ro¢né $kody na trode zrna predstavovali 10 az 30 %, v niektorych rokoch aj 50 %, pri¢om
porastavostou zrna boli najviac zasiahnuté podhorskd, zemiakova a CiastoCne aj repnd vyrobna oblast’
(HANISOVA, KUBANEK 1989). Finanéné straty st znaéné vzhl'adom na cenovy rozdiel medzi potravinarskou
a nepotravinarskou psenicou. Hoci na Slovensku v poslednych desatroCia priemerné ro¢né zrazky poklesli, Casté
su vSak zrazky v dobe dozrievania zrna. Globalne zmeny nevedu len k aridizécii ale aj k ¢astym a prudkym
zrazkam (UZIK 2008).

Pre objektivne hodnotenie porastavosti sa vyuziva ¢islo poklesu, ktoré charakterizuje aktivitu alfa amylazy,
hydrolytického enzymu Stiepiaceho Skrob. Test bol navrhnuty HAGBERGOM (1960) a ukazal sa ako
praktickejsi na meranie aktivity alfa amylazy nez konven¢né chemické metody, ¢o potvrdili viaceri autori. Pri
hodnoteni pekarskej kvality zrna pSenice je Cislo poklesu od roku 1995 na Slovensku zavdznym ukazovatel'om,
pricom za optimalnu hodnotu je povazovanych 200-300 sekiind (s). STN pozaduje pre pekarsku kvalitu
minimalne 220 s a pre pecivarenské ucely by nemala hodnota klesat’ pod 160 s. V sucasnosti ¢islo poklesu
predstavuje jednu z najddlezitejSich charakteristik kvality produktov zrna a vo svete je pouzivané ako vSeobecny
index v obchode so zrnom pSenice.

V roku 2001 v Malom Sarii ani jedna z 18 testovanych odrdd psenice nedokazala udrzat’ hodnotu &isla
poklesu nad 140 s. Takmer pri polovici odréd bolo ¢&islo poklesu blizko najniz$ej moznej meratel'nej hodnoty 60
s (MICHALIK et al. 2005).

Geneticky zaklad

K vyssej odolnosti voci porastaniu méze prispiet’ niekolko faktorov: redukovana uroven aktivity alfa
amylazy v zrne, pritomnost’ inhibitorov kli¢enia, redukovanad absorpcia vody zrnami, adaptované odozvy na
hormony.

Porastavost’ je silne podmienend dormanciou. Dormantné embrya nebudu kli¢it' dokonca ani v priaznivych
podmienkach. Dormancia zrna pSenice je polygénny znak kontrolovany troma R génmi, ktoré sti¢asne
podmienuju Cervenu pigmentaciu osemenia NILSON-EHLE (1914). Stupenn dormancie zrna a farba ¢erveného
osemenia st dedené ako pleiotropné efekty dominantnych R alel génov lokalizovanych na homeologickych
lokusoch na chromozémoch 3A, 3B, 3D (FLINTHAM, GALE 1996).

Odrody bielozrnej pSenice su menej rezistentné ku porastavosti (GROSS et al. 2002), nez Cervenozrné
pSenice avSak maji ekonomické vyhody pre mlynarov, pretoze zrno moéze byt zomleté s vysS$im extrakénym
pomerom (McCAIG, DEPOUW 1992, KOTTEARACHCHI et al. 2006). Biela farba zrna je spdjana s nizS$im
obsahom horkych fenolickych zloziek, ktoré sa vyskytujii v povrchovych vrstvach zrna. To umoziuje vyssiu
vymel'nost muky a ziskanie produktu s vyss§im obsahom vlakniny, mineralov a proteinov. BASSOI et al. (2006)
vyhodnotili moznost’ ziskania rekombinovanych inbrednych linii pSenice, nezavisle od génov farby z krizenia
medzi na porastanie citlivou odrodou Ocepar 18 a3 rezistentnymi odrodami. Vysledky naznacili moznost’
selektovat’ genotypy s vysSou rezistenciou na porastavost’ nez parentalne linie a nezavisle od génov farby.
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Napriek optimistickym naznakom odroda pSenice bielozrnnd a tolerantnd voci porastaniu neexistuje.

Selekcia

Porastanie zrna pSenice zostava problémom vo vicSine pestovatel'skych regionov, preto je snaha fyziologicky
aktivnymi latkami zabrzdit' proces degradacie zrna (MICHALIK et al. 2004, HUDEC et al. 2006), avsak podl'a
KETTLEWELL (1993) je relativne mald moznost pomocou agronomickych technik redukovat’ porastavost’ pred
zberom, preto primarnym cielom Slachtenia pSenice je vyvinut odrody, ktoré su rezistentné pocas vlhkého
obdobia zberu.

Porastanie je komplexny znak, ktory méze byt podmieneny génmi v troch rozdielnych pletivach - materska
rastlina, endosperm a embryo semena, ktoré patria ku dvom sukcesivnym generaciam (LAWSON et al. 1997), ¢o
stazuje §lachtenie na rezistenciu. Heritabilita a geneticka variabilita musia byt zname, aby sa efektivne vyuzili
znaky v programe Sl'achtenia, avSak informacii o Struktire genetickej variability a kombinacnej schopnosti je
malo. Hybridologicki analyzu na odhad gca a sca vykonali JIANG et al. (2005) a BARNARD (2005).
V Japonsku (Hokkaido) v roku 1988 sa zacal §l'achtitel'sky program na vysSlachtenie odrod pSenice s rezistenciou
na poskodenie porastanim (YANAGISAWA et al. 2005). Vykonali selekciu medzi pokrocilymi liniami
v generacii F6 a F8, priCom pouzili ako selekéné kritéria porastavost’ po simulovanom dazdi, test kli¢ivosti
a ¢islo poklesu. Selekciou ziskali liniu Kitakei 1802, ktora prekonavala jednu z najrezistentnejsich odrod pSenice
Kitakei 1616.

V poslednych rokoch sa intenzivne analyzujii RILs medzi genotypmi cervenozrnymi s toleranciou voci
porastaniu a bielozrnymi s citlivost'ou na porastanie s cielom mapovania chromozémov a detekcie QTLs, ktoré
su vo vézbe s porastavostou (ROY et al.1999, MORI et al. 2005, GROSS et al. 2005, KULWAL et al. 2004,
2005 ai.). Z vysledkov vyplyva, ze z 20 chromozémov (na 1D chromozéme neboli zistené QTL) sa chromozémy
3A, 3B, 3D a 4A povazuju za vyznamnejsie pre §tadium genetiky dormancie nez ostatné chromozémy (GROSS
et al. 2002).

Vztah medzi Rht génmi a porastavostou

V sti¢asnosti je znamych 21 major génov (Rht), ktoré redukuji vysku (McINTOSH et al. 1998). Vicésina
z tychto génov boli odvodené ako mutantné formy a nemaju ziadnu $lachtitel’ska hodnotu.

V §lachteni su vyuzivané gény necitlivé na GA, Rht-B1b alebo Rht-D1b (povodné oznadenie Rht I a Rht 2,
lokalizované na kratkych ramenach chromozomov 4B a 4D, jednotlivo) ktoré skracuju steblo a zvysuju fertilitu
klasu (GALE et al. 1975). Na chromozéme 4B’ je alela Rht-Blc (pdvodné oznadenie Rht 3), ktora vyznamne
redukuje vysku asi 0 50 % s potencidlom vel'kého zvySenia fertility klasku. Alela RA#-Blc pozitivne ovplyviluje
tiez kvalitu zrna a to efektivnou inhibiciou alfa amylazy (FLINTHAM et al. 1997). V roku priaznivom pre skody
v dosledku vysokej porastavosti redukcia alfa amylazy predstavovala az 77 % (FLINTHAM, GALE 1982). Alela
modze mat’ vyznamny pozitivny vplyv na zberovy index, ale zvySena fertilita klasku je vel'mi senzitivna na
prostredie (KERTESZ et al. 1991). Izogénna linia RA#-Blc vyssej odrody méze mat’ vy$siu urodu v porovnani
s izogénnymi liniami danej odrody s Rht-BIb a Rht-Dib. MRVA, MARES (1996) zistili, Ze z génov
kratkosteblovosti Rht 1, Rht 2 a Rht 3, gén Rht 3 prejavil najsilnejsi vplyv na vysku rastlin a silne inhiboval
syntézu novej alfa amylazy v priebehu neskorSicho dozrievania zrna. Gény RAt I a Rht 2 mali menej vyrazny
vplyv, ale stale vyznamne redukovali expresiu alfa amylazy. Rkt alely kratkosteblovosti na kratkych ramenach
chromozémov 4B a 4D redukovali aktivitu alfa amylazy bez ovplyvnenia klicenia.

Uvadzame vysledky hodnotenia suboru blizko izogénnych linii pSenice letnej f. ozimnej s Rkt alelami
kratkosteblovosti necitlivymi voci kyseline giberelinovej (GA) (Rht—B1b, Rht—D1b, Rht—B1b + Rht-D1b, Rht 3)
a vysokej linie rht v genetickom pozadi odrody Bersee. Vysledky st z vegetacie 2007/08, z nddobového pokusu.
Linie s génom Rht—BIb boli rovnako vysoké ako linie s génom Rht—D1b, av§ak kumulacia oboch génov v
jednom genotype spdsobila skratenie vysky rastlin asi o 40 %. Pleiotropny efekt Rt génov bol pozorovany pri
liniach s Rht-B1b a Rht—D1b génmi, ktoré mali najvyssiu fertilitu klasu, avSak pozitivne zmeny v zberovom
génmi Rht—B1b + Rht—DIb. Linia s génom Rht 3 mala porovnatelni hodnotu s liniou Rht—D1b. Najvyssiu
hodnotu aktivity alfa amylazy mala linia s divou rAt alelou.
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Tabul’ka 1: Priemerné hodnoty znakov izogénnych linii odrody Bersee

N Klagenle Vyslfa Pocet Biomasa Klas zrna HTS A-AMS

Linia (dni od rastlin klasov. () [Np—— Sol HI () (U.g)
1.5) (cm) rastlinu™ & m(()gl)los poce & g

Bersee rat 19,5 118,4 1,3 5,5 1,703 44,9 0,387 | 37,838 118,47
Bersee Rh+—B1b 18,7 95,2 1,2 8,7 2,059 53,2 0,279 | 38,711 114,83
Bersee Rht=D1b 18,9 95,4 1,2 8,6 2,238 57,0 0,301 39,200 108,46
Bersee Rht—B1b +
Rhi—D1b 23,5 57,5 1,3 4,7 1,607 47,0 0,434 | 34,051 98,11
Bersee Rht 3 23,4 51,4 1,1 3,9 1,619 43,7 0,451 36,991 109,57

Faktory ovplyviwjuce cislo poklesu

Mnohé prace dokumentovali, Ze ¢islo poklesu mozu ovplyvnit’ rézne faktory. Davka dusikatého hnojenia
moze znizit' aj zvysit Cislo poklesu psenice (STEWART, DYKE 1993). Avsak tento vplyv je nizsi ako vplyvy
odrody a klimatickych podmienok (SMITH, GOODING 1999). Vyssie cislo poklesu je spojené s vysSou
teplotou prostredia v lete (JOHANSSON 2002).

Cielom néasho vyskumu bolo zhodnotit’ vplyv odrody, hnojenia a poveternostnych podmienok na ¢islo
poklesu domacich vybranych odréd psenice. V troch vegetaénych rokoch (2001/2, 2002/3, 2003/4) bolo na
Siestich variantoch hnojenia (1 — NO mastalny hnoj (mh), 2 — N40 PK, 3 — N120 PK, 4 — NO, 5 — N40, 6 — N120)
v dvoch opakovaniach v pol'nom pokuse zaloZenom metddou delenych dielcov (parcela variant hnojenia,
podparcela odroda) na VSS Vigla — Pstrusa hodnotenych pat’ odrod pienice letnej f. ozimnej (Viginta, Vanda,
Torysa, Malyska, Kosttka). Z priemernej vzorky $tandardnym postupom podla JCC metédy bolo stanovené
¢islo poklesu.

Medzi rokmi neboli vyznamné rozdiely v Cisle poklesu (250,2; 257,0; 236,6), naprieck tomu, Ze teplota a

cvwe

v

(tab. 2). Hnojenie malo vyznamny vplyv na ¢islo poklesu len na hranici vyznamnosti, pricom jeho ucinok nebol
jednoznac¢ny. Medzi variantmi 1 a 4, na ktorych sa nehnojilo, sme neocakavali rozdiely (graf 1).
Najvyznamnej$i €inok na variabilitu ¢isla poklesu mala odroda (graf 2 a 3). Najvyssie hodnoty ¢isla poklesu
mali odrody Vanda a Kosutka. Odroda Viginta mala neocakdvane nizku hodnotu ¢isla poklesu. Podrobna
analyza interakcie odroda x roky ukézala, Ze len dve odrody Viginta a Torysa rozdielne reagovali na podmienky
rokov (graf 2). Odroda Torysa mala podpriemernti hodnotu v roku 2002 a odroda Viginta v rokoch 2003 a 2004.
Pri¢iny rozdielneho chovania odrdd nie st jasné. Rozdiel medzi najniZSou a najvysSou hodnotou ¢isla poklesu
bol medzi rokmi cca 20 s (236,6 — 257), medzi hnojenim 60 s (210,2 — 269,8) a medzi odrodami az 137 s (157,3
—294.6).

Tabulka 2: Uhrny zraZok a priemerna teplota v pokusnych rokoch na VSS Viglas — Pstrusa

Mesiac, Zrazky (mm) Teplota (°C)
dlhodoby | Dekdda 2002 2003 2004 2002 2003 2004
normal

maj 1 8,3 5,1 37,5 15,1 17,2 11,7
62 mm 2 50,3 39,3 7,7 14,8 14,4 12,1
13,2°C 3 25,7 25,3 52,5 16,5 16,0 11,6
Y/ X 84,3 69,7 97,7 15,5 15,9 11,8
jin (6) 1 49,0 7,0 30,7 15,1 19.8 15,8
85 mm 13,5 4.4 48 4 14,8 18,8 16,9
16,2°C 3 5,5 1,0 9,0 16,5 18,1 15,8
I X 68,0 12,4 88,1 15,5 18,9 16,2
jal (7) 1 4,0 3,6 23,0 20,3 18,7 17,4
66 mm 2 103,0 242 0 20,5 20,1 17,4
17,8°C 3 46,0 121,1 37,1 18,1 20,6 18,7
Y/ X 153,0 148,9 60,1 19,6 19,8 17,8
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Zaver

Straty v dosledku predzberového porastania pSenice si velmi vysoké pre pestovatelov a spracovatel'ov. Je
relativne mala moznost’ prostrednictvom agrotechnickych opatreni eliminovat’ porastavost. Dlhodobé riesenie je
vo vyslachteni odrod, ktoré su tolerantné resp. rezistentné voci porastaniu v obdobi medzi zrelostou a zberom.

Zoznam citovanej literatiry je u autorov prispevku.

Vyskum bol finanéne podporeny projektom MP SR ,,Parametrizovanie a vyuZitie genetickych zdrojov v tvorbe
genotypov adaptovanych na zmenu klimy*.
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SLECHTENI CHMELE (Humulus lupulus L.) NA VYSOKY OBSAH
DESMETHYLXANTHOHUMOLU
HOP (HumuLus LupuLUS L.) BREEDING AIMED AT HIGH CONTENTS OF
DESMETHYLXANTHOHUMOL (DMX)

Vladimir NESVADBA — Karel KROFTA — Zdénka POLONCIKOVA

Three bitter female plants (Agnus, Columbus and Admiral) and two male genotypes (99/14 and 00/6) were chosen for dialel
breeding. The highest content of DMX was determined in the progenies of ““Agnus x male 99/14 and 00/6”, resp. But the
difference between the progenies is not statistically important. Within combination breeding the highest content of DMX was
found out in the genotypes originating from Vital. This progeny shows higher contents of DMX than the other ones with 99%
probability. In the second part of the breeding process aimed at high content of DMX we tested hop gene fond as well as
contemporary breeding material. In the present cultivated bitter varieties the contents of DMX are only since 0.14 to 0,18%
(Agnus, Magnum, Sladek, Dunav, Pioneer, etc.). Within this breeding program we can conclude, that we have managed to
obtain a new genotype with very high content of DMX (0.37, resp. 0.27%). In 2008 the first hop variety (Vital) for pharmacy
utilization was released. This variety shows high content of pharmaceutically needed compound, DMX (0.3 — 0.4% w.w.). In
comparison with other bitter varieties the content is 2-3x higher.

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

Uvod

Slechténi chmele ma v Ceské republice dlouholetou tradici. Prvni klony Zateckého poloraného ervetidku
byly ziskany uz v 19. stoleti Sem$em. Od pocatku 20. stoleti byla ziskéna fada klonti Zateckého poloraného
ervenaku. Od roku 1994 se v CR za¢inaji uplatiiovat nové odridy hybridniho typu. Do roku 2007 jich bylo
registrovano Sest. V soucasné dobé je preferovana fada slechtitelskych cili. Cilem je ziskat nové genotypy, které
budou vykazovat rezistenci k biotickym a abiotickym faktorim, pozadovany obsah a sloZeni chmelovych
pryskyfic dle skupin chmell, vysoky a stabilni vynos, dobré agrotechnické parametry (Nesvadba a Krofta,
2003). Od roku 2006 se slechti i pro farmaceutické vyuziti, tj. s vysokym obsahem xanthohumolu a
desmethylxanthohumolu (DMX). Ve svété vykazuji vysoky obsah xanthohumolu némecka odrida Taurus,
anglickd odriida Admiral a ¢eska odriida Agnus, které maji obsah této latky na trovni 1 % (Krofta a Nesvadba,
2008). Obsah DMX, u svétovych odriid s nejvyssim obsahem DMX (Magnum, Sladek, Dunav, Pioneer atd.), je
na urovni 0,14 az 0,18 % (NESVADBA, 2007).

Je vyrazny zajem farmaceutického primyslu o latky obsazené v chmelovych hlavkach. Prenylované
dehydrocykloxanthohumolu bylo prokézano aktivacni ptisobeni na chinonreduktazu. Zminény enzym chrani bunky
proti toxickym xenobiotikiim tim, ze redukuje chinony na hydrochinony, které se v té€le savcti snadnéji odbouravaji
(MIRANDA et al. 2000). Velmi dilezitou slozkou je DMX, které izomeruje na 8-prenylnaringenin. U této slozky
byl zjistén inhibicni G¢inek na cytochrom P450 enzymy, které aktivuji piisobeni riznych karcinogent. Kostni
resorpce je vyznamn¢ inhibovéana nékterymi latkami ze chmele, pfedevsim xanthohumolem a humulonem (TOBE
et al,, 1997) Uvedené slouceniny jsou v soucasné dobé povazovany za perspektivni terapeutické latky proti
osteopordze. Antioxidacni vlastnosti prenylovanych flavonoidii byly objeveny pfi inhibici oxidace ,,low density*
lipoproteind, kterd snizuje riziko vzniku kardiovaskularnich chorob. Z téchto uvedenych diivodd roste zajem
farmaceutického priimyslu o chmele, pfedevsim o odridy s vysokymi obsahy téchto latek.

Metodika

Pro kiizeni byly vyuzity mate¢né rostliny Agnus (Ceska odrida), Columbus (odrida USA) a Admiral
(anglicka odriida) z unikatni polni kolekce genetickych zdrojii chmele (MZe 33083/03-300 6.2.1. — MZe CR).
Samci rostliny byly vybrany z kolekce samcich genotypti. Sam¢i rostliny byly ziskany vybérem z potomstev pro
ktizeni na vysoky obsah chmelovych pryskyfic. Potomstva z realizovanych kiizeni byla ziskdna dle metodiky
§lechténi chmele Chmelaiského institutu Zatec. Ziskané rostliny byly vysazeny do hybridni $kolky. Nésledné
byly hodnoceny vsechny genotypy v ramci téchto potomstev. Na zakladé hodnoceni byl z kazdého potomstva
vybran soubor samicich testovanych genotypl. Z kazdého testovaného genotypu byl ziskan primérny vzorek
chmelovych hlavek. Tyto hlavky byly pfed analyzami suSeny pii konstantni teploté 55 °C po dobu 8 hodin.
Chemické analyzy pro stanoveni obsahu i slozeni chmelovych pryskyfic, a obsahu DMX i xanthohumolu
v chmelovych hlavkach byly provedeny HPLC metodou /EBC 7.7/, (ANALITICA, 1997). Pro hodnoceni byly
vybrany zakladni statistické parametry: primér, pro variabilitu, smérodatna odchylka a stondsobek variacniho
koeficientu. Pro stanoveni pritkaznosti rozdilu mezi jednotlivymi genotypy v ramci potomstev byl pouzit t-test.
Vysledky byly zpracovany statistickym programem STATISTICA — StatSoft.

1 6 Address correspondence to: Vladimir Nesvadba, Chmelafsky institut, Kadafiska 2525, 438 46 Zatec, Czech Republic. E-mail: v.nesvadba@telecom.cz



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

Vysledky a diskuse

V roce 2006 bylo zamérné provedeno dialelni kiiZeni s cilem ziskat poznatky jak vybrané rodicovské
komponenty ovliviiuji u potomstev obsah DMX. Byly vybrany 3 vysokoobsazné sami¢i (Agnus, Columbus,
Admiral) a 2 sam¢i (99/14 a 00/6 — po rodicich s vysokym obsahem DMX) genotypy. Z analyz vyplyva, Ze
Agnus ma vyssi obsah DMX nez Columbus a Admiral. V tabulce 1 jsou uvedeny prumérné obsahy DMX u
jednotlivych potomstev. Je patrné, ze primérné obsahy DMX u potomstev jsou témét shodné, jsou v rozpéti od
0,10 % do 0,13 %, pouze potomstvo Agnus x 00/6 vykazuje vyss§i primér obsahu DMX (0,18 %) nez ostatni
potomstva. Tento rozdil neni statisticky vyznamny.

Tabulka 1: Primérné hodnoty obsahu xanthohumolu a DMX u potomstev testovaciho kiizeni

Otec 99/14 00/6
Matka (0,07 % DMX) (0,08 % DMX)
Agnus (0,18 % DMX) 0,13 % 0,18 %
Columbus (0,09 % DMX) 0,12 % 0,10 %
Admiral (0,07 % DMX) 0,13 % 0,11 %

V ramci kombinaéniho kiizeni vykazovaly nejvyssi obsah genotypy z kiizeni H1 (po matetské odridé
Agnus). Vyssi obsahy vykazovaly genotypy po odridach Columbus, Admiral a nsl. 4849. V ramci hodnocenych
vzorkl se podatilo ziskat pouze dva genotypy s pozadovanym obsahem 0,25 % DMX. Celkem bylo ziskano 8
novych genotypti s obsahem DMX nad hranici 0,20 %. Nejlepsi potomstva byla ziskana po odridé Agnus a nsl.
4715. Potomstvo po nsl. 4715 (H 39) vykazuje s 99 % pravdépodobnosti prikazné vyssi obsah DMX nez ostatni
potomstva. I kdyz v potomstvech po odriidé Agnus byla ziskdna tfada genotypl s vysokym obsahem DMX,
presto nebyl stanoven statistiky prikazny rozdil v obsahu DMX k dal$im potomstvim. Dosazené vysledky maji
dil¢i charakter, protoze ziskané vzorky byly vybrany na zakladé vizualniho hodnoceni (obsah lupulinu). Pfesto
maji velky vyznam, protoze poukazuji na které rodicovské komponenty je nutné se v dalSich letech zamétit.
Soucasné se ziskaly nové poznatky o samcich rostlinach, které mohou byt vyuzity pro dalsi kiizeni na vysoky
obsah DMX.

V druhé casti Slechténi chmele na vysoky obsah DMX byl testovan rozpracovany Slechtitelsky material
v ramci $lechtitelskych Skolek. Obsah DMX u svétovych odrid je na maximalni trovni 0,14 az 0,18 % (Sladek,
Dunav, Smena, Cascade, Pioneer atd.). Lze konstatovat, ze se podafilo ziskat genotyp BM 14 s extrémné
vysokym obsahem DMX a to 0,46 % (Tab. 2). Dalsi genotypy vykazuji opét vysoky obsah DMX 0,37 % (BM
28) resp. 0,27 % (BM 03). V soucasné dob¢ je nutné tyto genotypy testovat v polnich podminkach. V ramci
hodnoceni slechtitelského materialu byl nalezen genotyp pod oznacenim 4715 s vysokym obsahem DMX. Tento
genotyp je vregistracnich pokusech pro vysoky obsah alfa kyselin, ale bohuzel vykazuje niz$i vynosovou
uroven. Z tohoto divodu bylo zvazovano vytazeni tohoto genotypu z registraénich pokust a pro Slechténi se stal
jiz neperspektivni. Lze predpokladat, Ze pro farmaceutické vyuziti bude mit vyssi perspektivu nez v pivovarském
pramyslu, proto byl tento genotyp registrovan pod nazvem Vital.

Tabulka 2: Chemické analyzy u genotypu s vysokym obsahem DMX

Oznaceni Zemé Alfa kys. Beta kys. Kohumulon | Xanthohumol DMX
genotypu puvodi (% hm.) (% hm.) (% rel.) (% hm.) (% hm.)
BM 14 CR 13,8 8,2 32,8 0,79 0,46
BM 28 CR 9,9 7,0 27,1 0,46 0,37
Vital CR 14,5 8,1 224 0,60 0,29
BM 03 CR 10,8 3,5 27,5 0,48 0,27
Sladek CR 6,9 6,3 25,4 0,79 0,18
Dunav Jugoslavie 7,8 4.8 26,1 0,34 0,18
Smena Rusko 6,3 5,0 25,1 0,38 0,16
Cascade USA 5,0 7,9 324 0,45 0,16
Pioneer Anglie 10,1 39 33,1 0,44 0,15
Atlas Slovinsko 8,0 42 39,3 0,42 0,15
Agnus CR 12,1 6,4 34,1 0,92 0,15

Vital je prvni ¢eskou odridou pro farmaceutické vyuziti. Vykazuje velmi vysoky obsah farmaceuticky
pozadované latky DMX (desmethylxanthohumolu) a to 0,3 az 0,4 % hm. Tento obsah je dva az tfikrat vy$si nez
u vSech svétovych odrid chmele. DMX izomeruje na 8-prenylnaringenin, ktery ma antikarcinogenni ucinky.
Z tohoto divodu byl zvolen nazev Vital. Z hlediska pivovarského rozd€leni odrid se jednd o odridu
vysokoobsazného typu, protoze obsah alfa kyselin je 13 az 17 %. V nékterych lokalitdch je obsah alfa kyselin
nad 17 %. Tato odrtida je dale charakteristickd i vysokym obsahem beta kyselin a to 7 az 10 %. Byla ziskana

1 7 Address correspondence to: Vladimir Nesvadba, Chmelaisky institut, Kadafiska 2525, 438 46 Zatec, Czech Republic. E-mail: v.nesvadba@telecom.cz
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vybérem z potomstva hybridniho materialu. V ptivodu je predevS§im zastoupena odrida Agnus. Vital je
charakteristicky zelenou barvou révy, vys§im nasazenim plodonosnych pazochii a vysokou hmotnosti
chmelovych hlavek. Tvar chmelové rostliny je pravidelny valec. Jedna se o pozdni odrudu a je charakteristicka
velmi dobrou Cesatelnosti. V soucasné dobé je zalozena poloprovozni plocha, kde se budou ovéfovat dalsi
vlastnosti této odridy. V Tab. 3 jsou uvedeny vysledky jednotlivych vzorkl. Je patrné, Ze Vital vykazuje
pramérny obsah DMX 0,31 % a rozpéti obsahu je 0,27 % az 0,38 % DMX. Dale je zifejm¢, ze v lokalité
Mukodély dosahuje velmi vysoky obsah alfa kyselin i vysoky obsah DMX. Je ziejmé, Ze lokalita bude mit
znaény vliv na obsah DMX. Diléi vysledky ze sklizn€ v roce 2008 opét potvrzuji vysoky obsah DMX, ktery je v
rozpéti 0,27 az 0,26 %.

Tabulka 3: Vliv lokality na obsah DMX u odriidy Vital

Lokalita Alfa kys. (% hm.) Beta kys. (% hm.) DMX (% hm.)
Steknik KS 14,5 8,1 027
Steknik Za ohradou 13,8 7,2 0,32
Steknik Pod lesem 14,5 7,9 0,30
Mradice 13,6 8,0 0,31
Knézeves 15,0 9,2 0,30
Mukodély 17,1 10,9 0,38
Priamér 14,7 8,6 0,31
Zaver

Vysledky poukazuji na naro¢nost Slechténi chmele na vysoky obsah DMX. Ziskana potomstva i po rodi¢ich
s vysokym obsahem DMX vykazuji vysokou variabilitu tohoto znaku a velmi malo genotypt vykazuje
pozadovany obsah DMX nad hranici 0,25 %. Ziskané dil¢i vysledky poukazuji na to, zZe pravdépodobné bude
obsah DMX zalozen polygené. To znamend, Ze bude obtizné ziskat nové genotypy s vysokym obsahem DMX.
Dale je patrné, ze obsah DMX u odrdy Vital je ovlivnén prostfedim. Z diléich vysledkt v ramci slechtitelského
materialu je patrné, ze Vital ma v Slechtitelské skolce obsah DMX 0,27 %. Soucasné byl v této Skolce nalezen
(stejné podminky) genotyp s obsahem DMX 0,46 %! Dosazené vysledky poukazuji, Ze se dafi ziskat nové
genotypy chmele pro farmaceutické vyuziti.
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GENOTYPOVE ROZDIELY REPKY OLEJKY Z HCADISKA OBSAHU OLEJA,
KVALITY OLEJA A PRODUKCIE SEMIEN
GENOTYPIC DIFFERENCES OF RAPESEED FROM THE ASPECT OF OIL
CONTENT, OIL QUALITY AND SEED PRODUCTION

Elena MASAROVICOVA — Katarina KRAZOVA — Lubica MALOVCOVA — Jozef
SUROVCIK — Marian BRESTIC — Katarina OLSOVSKA

Genotypic differences of oil content, oil composition and seed production were studied in six line varieties of Brassica napus
L. (ES Astrid, Atlantic, Californium, Labrador, Manitoba and Oponent) which represented 3 major production region of
Slovakia. For experiment the standard agrotechnical procedure was used. Seed were sown on August 27, 2007 and harvest
has been done on July 11, 2008. It was found that the lowest seed production but also low values of lipids and oil content
has var. Californium. This variety together with var. Oponent and Labrador had higher ratio of low molecular components
in the oil. For these varietes low values of iodine number as well as phosphorus content were estimated. Content of the most
important of fatty acids - oleic acid ranged from 60.02 % (Labrador) to 65.80 %(Atlantic). Seeds of all studied rapeseed
varieties had low content of linolenic acid (8.34 — 9.59) which is important for oxidation stability of FAME. From this aspect
is var. Atlanitic the most suitable for practical application. The content of eruic acid in the oil of tested varieties ranged from
< 0,01 do 0,05%.

Key words: Brassica napus L., fatty acids, line varieties, rapeseed oil, seed production

Uvod

Kapusta repkova (repka olejka forma ozimna, Brassica napus L. — d’alej len repka) je na Slovensku délezitou
plodinou nielen v potravinarskom, farmaceutickom a chemickom priemysle, ale v sucasnosti ziskava Coraz viac
na vyzname aj ako energetickd plodina (prehladne MASAROVICOVA et al. 2008). Preto sa pozornost
zékladného a aplikovaného vyskumu sustred’'uje na zostladenie jej produkénych parametrov s kvantitativnymi
a kvalitativnymi parametrami oleja. Situdcia je vSak o to zlozitejSia, ze repka patri medzi nase agrotechnicky
najnaroé¢nejsie plodiny (SUROVCIK, 2000) a jej tirodotvorné prvky (pocet rastlin, pocet $esul na rastline, pocet
semien v Sesuli, hmotnost’ tisic semien) su vo vyraznom inverznom vztahu. V nasom prispevku sme sa zamerali
na Stadium genotypovych rozdielov (odrodovej variability) repky so zretelom na obsah oleja, kvalitu oleja
a produkciu semien.

Material a metédy

Na experiment sa pouzili semena Siestich liniovych odrdd repky: ES Astrid, Atlantic, Californium, Labrador,
Manitoba, a Oponent. Odroda ES Astrid je stredne skora odroda nizkeho typu s vel'mi dobrou odolnost'ou proti
poliehaniu a vyzimovaniu s rovnomernym dozrievanim semena, vyznacujuca sa vyhovujucim zdravotnym
stavom a dobrou technologickou kvalitou. V SR dosahuje najvyssie tirody v reparskej vyrobnej oblasti (RVO).
Obsah oleja v susine semena dosahuje v priemere 42,8 %. Odroda Atlantic je stredne skord odroda vysokého
typu so stredne dobrou odolnostou proti poliechaniu., s vyhovujicou odolnostou proti vyzimovaniu, s
rovnomernym dozrievanim semien a s vyhovujucou technologickou kvalitou. V SR dosahuje najvysSie tirody
v zemiakarskej vyrobnej oblasti (ZVO). Obsah oleja v suSine semena dosahuje v priemere 44,0 %. Odroda
Californium je stredne skora az skorsia odroda stredne vysokého typu s dobrou odolnostou proti poliehaniu, ako
aj proti vyzimovaniu, s rovnomernym dozrievanim semien, s dobrym zdravotnym stavom a vyhovujicou
technologickou kvalitou. V SR dosahuje najnizsie urody v kukuriénej vyrobnej oblasti (KVO), trody v RVO
a ZVO st porovnatel'né. Obsah oleja v susine semena je v priemere 43,3 % (UKSUP, 2003). Odroda Labrador je
neskora odroda nizkeho az stredne vysokého typu, stredne odolna proti poliehaniu, s vyhovujicou odolnostou
proti vyzimovaniu. Obsah oleja v suSine semena je nizky az stredne vysoky. Vhodna je pre pestovanie vo
vsetkych vyrobnych oblastiach (OSEVAUNI, 2008). Odroda Manitoba je neskora odroda stredne vysokého typu
so strednou odolnostou proti polichaniu, s vyhovujicou odolnostou proti vyzimovaniu, s dobrou
rovnomernost'ou dozrievania semien, vyhovujicim zdravotnym stavom a vyhovujucou technologickou kvalitou.
V SR dosahuje najnizSie tirody v RVO. Obsah oleja v suSine semena je v priemere 44,2 % (UKSUP, 2003).
Oponent je neskora odroda vysokého typu, stredne odolna proti poliehaniu, s vyhovujucou odolnostou proti
vyzimovaniu. Vyznacuje sa vysokou plasticitou, a tym aj vysokymi trodami vo vSetkych vyrobnych oblastiach.
Obsah oleja v susine semena je vysoky, v r. 2004 v CR tento dosiahol az 49,15% (ODRUDOVA SKLADBA
A NOVOSLECHTENI SDRUZENI ,,CESKA REPKA®, 2008). Z vyssie uvedenych charakteristik vyplyva, e
testované odrody repky zastupovali vSetky 3 zédkladné vyrobné oblasti: kukuriénu (Californium), reparsku
(Labrador, Manitoba) aj zemiakarsk(1 vyrobnt oblast’ (ES Astrid a Oponent).
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Semena sa vysiali po predplodine pSenica ozimna dna 27.8.2007 na experimentalnych plochach SCPV-
VURV v Borovciach. Po zbere predplodiny sme vykonali podmietku tanierovym naradim, poda sa poorala,
zvalcovala a pohnojila hnojivom NPK v davke 200 kg/ha (15:15:15). Proti burindm sme aplikovali pripravok
Triflurex 48 EC v davke 2 I/ha a zapracovali sme ho do pddy kompaktorom sti¢asne s predsejbovou pripravou.
Po sejbe (27.08.2007) sme preemergentne aplikovali herbicid Butisan star v davke 1,5 1/ha, 09.10.2007 sme
aplikovali morforegulator Caramba v davke 1 I/ha. Na jar sme porast prihnojili hnojivom Sulfamo 23 (23 % N,
31 % SOs, 3% MgO) vdavke 200 kg/ha. Pokus sa realizoval na experimentilnych parcelich (10 m?) v 4
opakovaniach. Zber tirody repky sme vykonali 11.07.2008. Zo semien sa odobrala vzorka pre kvalitativne
a kvantitativne analyzy repkového oleja (obsah oleja v semenach, obsah a zlozenie mastnych kyselin, resp.
u odrod Californium, Manitoba a Oponent aj ¢islo zmydelnenia, jodové Cislo a obsah fosforu), ktoré vykonalo
akreditované pracovisko Statny veterinarny a potravinovy ustav v Bratislave, Skiigobné laboratorium, podla
aktualnych platnych noriem.

Vysledky a diskusia

Kvalita semien repky je vysledkom pdsobenia 4 faktorov: genetického zakladu, charakteru lokality,
agrotechniky pestovania a priebehu pocasia v prislusSnom vegetatnom obdobi. Kvalita oleja je determinovana
zlozenim nenasytenych mastnych kyselin, zastapené s hlavne kyselina olejova, linolova, linolénova, erukova
a eikosenova (prehladne VASAK et al. 1997). V naSej praci sme sa preto zamerali na §tadium obsahu tychto
kyselin vo vzt'ahu k urode semien 6 liniovych odrdd repky, ktoré zastupovali vSetky 3 zakladné vyrobné oblasti
pestovania plodin na Slovensku.

Zo sledovanych odrdd najnizsiu priemernti urodu semena vykazovala odroda Californium, vyznacujuca sa aj
relativne nizkym obsahom tuku, ¢o sa nasledne prejavilo v nizSej produkcii oleja. Vysoku priemernt Grodu
semien a najvyssiu produkciu oleja mala nova ¢eska odroda repky Oponent (Tab.l). Vysledky su v sulade
s idajmi UKZUZ, Brno pre rok 2003 a 2004, ktory udédva 46,24, resp. 49,15 % obsahu oleja v susine semena
uvedenej odrody (ODRUDOVA SKLADBA A NOVOSLECHTENI SDRUZENI ,,CESKA REPKA®, 2008). Na
zédklade produkénych stadii JAMBOR (2007) tiez odpora¢a odrodu Oponent ako vhodna pre ZVO. Cislo
zmydelnenia je definované ako mnozstvo miligramov KOH potrebnych na kompletnti premenu 1 gramu tuku na
glycerol a mydlo. Cislo zmydelnenia 3 $tudovanych odrod klesalo v poradi Californim, Oponent, Labrador,
pricom vysSie Cislo zmydelnenia indikuje tuk s vy$§im podielom nizkomolekulovych komponentov (Tab.1).

Tabulka 1: Odrodové rozdiely studovanych produkénych parametrov repky a niektorych kvalitativnych
parametrov (¢islo zmydelnenia, obsah fosforu a jodové Cislo) repkového oleja.

Priemerné troda | Obsah | Produkcia | C. zmyd. Fosfor | Jod. ¢.
Odroda semena * Sx tuku oleja [mgKOH/kg [mg/ kgl [%]
[t/ha] [%] [t/ha] tuku]

ES ASTRID 5,49 £0.84 42,5 2,333 - - -
ATLANTIC 5,48 £0.28 40,9 2,241 - - -
CALIFORNIUM 4,54 +0.65 42,2 1,916 217,0 6,30 114.0
LABRADOR 5,29+0.62 40,7 2,153 - - -
MANITOBA 5,00+ 0.72 47,9 2,395 206,0 7,03 116.0
OPONENT 5,48 £ 0.85 443 2,428 209,0 6,23 116.00

Podla EN 14214 je maximalna povolend hodnota jodového &isla pre repkovy olej 120. Jodové Cislo je
kvantitativna miera mnozstva nenasytenych vizieb pritomnych v danom tuku; definované je ako mnozstvo jodu
potrebného saturovat’ 100 gramov tuku, priCom vys§ie hodnoty jédového Cislo znamenaju vys$Siu mieru
nenasytenosti tuku. Hodnoty uvedeného parametra boli u tychto 3 odréd vyrovnané (Tab. 1) a zodpovedali
kritériam stanovenym v EN 14214 (porovnaj Cvengros, 2008).

Je zname, ze fosfor pritomny v motorovych olejoch, resp. v palivach funguje ako katalyticky jed. Vytvara
tiez popol, ktory ako brusna pasta mechanicky poskodzuje motor (Mat&jovsky, 2008). Preto je jeho obsah vo
FAME (metyl ester mastnych kyselin) determinovany v prEN 14107 na maximdlnu hodnotu 10 mg/kg.
Prezentované vysledky (Tab. 1) potvrdzuju nizky obsah fosforu v analyzovanych vzorkach oleja, ktory sa
pohyboval v rozmedzi od 6,23 do 7,03 mg/kg.

Odrodové rozdiely obsahu a zlozenia mastnych kyselin v repkovom oleji si zosumarizované v Tab. 2. Obsah
najdolezitejSej mastnej kyseliny z hladiska vyroby MERO - mononenasytenej kyseliny olejovej sa
u Studovanych 6 odréd pohyboval od 60,02 % (Labrador) do 65,80 % (Atlantic).
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Pre posudenie kvality biokomponentu paliva st dolezitymi parametrami oxida¢na stabilita a chladova
odolnost’ repkového oleja (BUCHTA, 2004). Oxida¢n stabilitu znizuje vy$si podiel polynenasytenych
mastnych kyselin, a to kyseliny linolovej a kyseliny linolénovej. Na druhej strane niz§i podiel uvedenych kyselin
znizuje chladova odolnost’ oleja (JEVIC a SEDIVA, 2004). Podl'a EN 14214 je maximalna povolena hodnota
obsahu metylesteru kyseliny linolénovej 12 hm. %. Z tabul’ky 2 vyplyva, ze v pripade vSetkych $tudovanych
vzoriek st hodnoty tohto parametra evidentne nizsie, pricom sa pohybuju od 8,34 % (Atlantic) do 9,59 % (ES
Astrid). Na zaklade uvedenych vysledkov mozno konstatovat’, ze olej ziskany zo semien odrody Atlantic bude
vykazovat najvysSiu oxidacnu stabilitu. Uodréd ES Astrid aLabrador je zjavné zvySenie obsahu
polynenasytenych mastnych kyselin na tkor kyseliny olejovej (tab. 2, obr.1). V pripade vsetkych 6 studovanych
druhov sa obsah kyseliny erukovej pohyboval od < 0,01 do 0,05%, ¢o spifia kritéria STN 46 2300-2.

Tabul’ka 2: Odrodové rozdiely obsahu a zloZenia mastnych kyselin v repkovom oleji.

Celkovy obsah | Obsah Obsah Obsah Celk. Obsah
Odroda nasytenych | kyseliny | kyseliny kyseliny | polynenasyt.
kyselin olejovej [ linolovej | linolénovej kyselin
[%] [%] [%] [Yo] [%]
ES ASTRID 7,24 60,24 21,52 9,59 31,11
ATLANTIC 6,94 65,80 17,55 8,34 25,89
CALIFORNIUM 6,72 64,04 18,64 9,22 27,96
LABRADOR 7,52 60,02 21,55 9,52 31,07
MANITOBA 6,65 64,60 18,88 8,33 27,21
OPONENT 7,00 62,12 20,08 9,31 29,39
704 658 -
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Obrazok 1: Percentualny podiel kyseliny olejovej (1), linolovej (2) a linolénovej (3), ako aj celkovy
podiel polynenasytenych mastnych kyselin (4) v oleji odrdéd repky Atlantic, ES Astrid a Labrador.

Zaver

odroda Californium, ktora sa vyznacovala aj relativne nizkym obsahom tuku, ¢o sa nasledne prejavilo v nizsej
produkcii oleja. Na zaklade stanovenia hodndt Cisla zmydelnenia vyplynulo, Ze odrody Californium, Oponent
a Labrador mali vys$si podiel nizkomolekulovych komponentov v oleji. Hodnoty jodového ¢&isla, predstavujiiceho
vys$§iu mieru nenasytenosti tuku boli u tychto odréd vyrovnané a obsah fosforu dosahoval nizke hodnoty. Obsah
najdodlezitejSej mastnej kyseliny z hl'adiska vyroby FAME (metylester mastnych kyselin) — kyseliny olejovej sa
pohyboval od 60,02 % (Labrador) do 65,80 % (Atlantic). Semena vsetkych Studovanych odrdd repky mali nizky
obsah kyseliny linolénovej (8,34 -9,59), ¢o je dolezité pre oxidacnu stabilitu FAME. Z tohto aspektu sa ukazala
ako najvhodnejsia odroda Atlantic. V pripade vSetkych 6 odrod sa obsah kyseliny erukovej v oleji stanovil od
<0,01 do 0,05%.
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TECHNOLOGICKA KVALITA VYBRATYCH GENOTYPOV TVRDEJ PSENICE
TECHNOLOGICAL QUALITY OF SOME GENOTYPES TRITICUM DURUM

Eva MED\(ECKA — Klaudia JOMOVA — Jan KRAIC — Zuzana SRAMKOVA — Edita
GREGOVA

The quality of special final products made from Triticum durum depends on the content and the composition of gluten. The
quality of gluten is determined by protein characteristic. Two types of LMW-GS marked as LMW-1 (linked with y-42gliadins)
and LMW-2(linked with y-45 gliadins) are associated with poor and good technological quality. These alleles are used as
molecular markers of technological quality of Triticum durum. We identified in the collection of 95 genotypes of Triticum
durum 68 genotypes as LMW-2 typ, 7 genotypes as LMW-1 typ and 20 genotypes as the another types.

Key words: y-gliadin, technological quality, Triticum durum

Uvod

Psenicné gliadiny (Gli) st vysokou polymorfickou skupinou zasobnych bielkovin semien zlozenych zo sérii
komplexnych genetickych lokusov najdenych na niekolkych ramendch chromozémov. Predstavuji gliadinové
bielkoviny lepku, ktoré sa nachadzaju v extrakte miiky ako monomerické polypeptidy. V praxi boli Gli rozdelené
podla pohyblivosti ku katdde v polyakrylamidovom géli pri pH 3 do skupin oznacenych ako a-, B-, y- a ®-
gliadiny. Pritomnost’ bud’ y-42 alebo y-45 gliadinu v genotypoch pSenice tvrdej sa vyrazne vztahuje na pevnost
lepku a kvalitu varenia cestovin (DAMINAUX et al., 1978 a KOSMOLAK et al., 1980). Genotypy obsahujice
v-42 gliadin maju slabo roztiazny lepok a slabu kvalitu varenia cestovin v porovnani s genotypmi obsahujicimi
v-45 gliadin. Dané genotypy mézu byt l'ahko a rychlo klasifikované pomocou A-PAGE z polovi¢nych semien
umoziujuc tak zaroven nasledné rozmnozenie zo zvysku zarodku. VécSina genotypov tvrdej pSenice ma bud’
v-45 alebo y-42 gliadinové bandy. Spolocne s tymito dvoma najcastejSimi alelickymi y-gliadinmi boli tiez
zdokumentované niektoré dalSie zriedkavo sa vyskytujice y-gliadiny: y-47; y-43,5; y-44; y-44,5; vy-40
(MARGIOTTA et al., 1987; OAK et al., 2002; SISSONS a BATEY, 2003).

Material a metody

V préci boli pouzité vybrané genotypy tetraploidnej pSenice tvrdej (Triticum durum Destf.). VSetky vzorky
genotypov boli ziskané z kolekcie genetickych zdrojov pSenice Génovej banky semennych druhov Slovenskej
republiky vo Vyskumnom ustave rastlinnej vyroby v Piest'anoch a z pracovnej kolekcie pSenice tvrde;j.

Zasobné bielkoviny sme extrahovali podla metodiky ISTA (WRIGLEY, 1992) zendospermu polovice
suchého a zrelého zrna jednotlivych genotypov. Pri elektroforetickom deleni gliadinov sme postupovali podl'a
referenénej metddy schvalenej medzinarodnou organizaciou (ISTA, DRAPER 1987) s vyuzitim elektrolytu
pripraveného zmieSanim glycinu a kyseliny octovej s pH 3,2. Gliadiny boli separované v kontinualnych
polyakrylamidovych géloch v kyslom prostredi s pH 3,2 (DRAPER, 1987). Frakcie bielkovin sme farbili
v roztoku pripravenom zmieSanim 95 ml 10% kyseliny trichléoroctovej a 5 ml 0,5% roztoku Coomassie Brilliant
Blue R250 v etanole. Geneticku interpretaciu gliadinovych profilov analyzovanych vzoriek tvrdej pSenice sme
realizovali porovnanim so Standardami tvrdej pSenice (7riticum durum Desf.) Basa (LMW-1) a Soldur (LMW-
2).

Vysledky a diskusia

Ciel'om prace bolo pomocou elektroforézy v polyakrylamidovom géli uskutocnit’ analyzy gliadinov pSenice
tvrdej a na zéklade tychto analyz posudit’ technologick(l kvalitu vybratych genotypov z hl'adiska vhodnosti
pouzitia na vyrobu cestovin. V pracovnej kolekcii 80 genotypov a stibore 15 portugalskych genotypov psenice
tvrdej (Triticum durum Desf.) sme pomocou A-PAGE analyzy zist'ovali pritomnost’ $pecifickych gama gliadinov
v prolaminovom spektre zasobnych bielkovin.

Na zéklade alelickej kompozicie danej lokusom Gli-B1/Glu-B3 mozno genotypy tvrdych psenic rozdelit’ na
dva hlavné typy. Prvy typ ma v gliadinovom profile inkorporovany y-gliadin 42 (y-42), ktory je asociovany
s LMW-GS typu 1 (LMW-1). Druhy typ obsahujuci y-gliadin 45 (y-45) sa viaze k LMW-GS typu 2 (LMW-2).
Dané¢ gliadiny su markermi dobrej (y-45) a slabej (y-42) kvality varenia cestovin.

V stibore 15 portugalskych genotypov sme pritomnost’ y-gliadinu 45 zistili v pripade 9 genotypov (tab. 1).
Tieto genotypy mozno oznacit ako LMW-2 genotypy. V danom stbore ziadny z genotypov nevykazoval
pritomnost’ y-gliadinu 42, ktory je ukazovatelom slabej kvality varenia cestovin. K podobnym vysledkom
dospeli aj ini autori (IGREJAS et al., 1999).
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Tabul’ka 1: LMW-2 typy portugalskych genotypov pSenice tvrdej

Poradové Cislo Genotyp
Agridur
Aracena
Ariesol
Castico
Epidur
Gramizo
Helvio

Trovador
Valforte

el B Pl Sl Bl Pl Bad el fon

Z pracovnej kolekcie 80 genotypov pSenice tvrdej sme 59 identifikovali ako LMW-2 typ, 7 ako LMW-1 typ
a 14 ako iné typy (obrazok 1).

17% @ LMW-2

9%

mLMW-1

ainé

Obrazok 1: Percentualne zastiipenie jednotlivych LMW-typv analyzovanych 80 genotypov pracovnej kolekcie
tvrdej pSenice

Zaver

V nasich experimentoch sme zo stboru 15 portugalskych genotypov tvrdej pSenice 9 identifikovali ako
LMW-2 typy, ktorych muka je vhodna na d’alSie spracovanie pre pripravu cestovin. Z pracovnej kolekcie 80
genotypov tvrdej pSenice mozno predikovat’ nizSiu technologicki kvalitu semoliny a vyssSiu technologicku
kvalitu semoliny 59 genotypov.
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METABOLICKE INZENYRSTViI ROSTLIN: VITAMINY, MINERALNi LATKY
PLANT METABOLIC ENGINEERING: VITAMINS AND MINERALS

Klara PIZOVA ! — Ludmila OHNOUTKOVA '2

One of the main aims of cultivation is increasing of food quality. Individual plant metabolic pathways are targets for studying
and sequential using of recombinant DNA technology for increasing food nutritional value. This review is focused on using
of plant metabolic engineering for purpose of increasing content of vitamins a mineral substances. It describes necessary
components of recombinant DNA molecule and the most frequent transformation methods as well. Furthermore there is in
details explained how is possible to modulate biosynthetic pathways of vitamins C and E and carotenoids (especially beta-
carotene as vitamin A precursor) and next to increase iron content in plants and its utility for human organism.

Key words: Recombinant DNA technology, plant transformation, vitamins; minerals.

This work was supported by the grant No.1M06030 of the Ministry of Education and Sport of the Czech
Republic.

Review
Uvod

Na pocatku historie lidé systematicky vybrali plodiny na kterych zavisi jejich vyziva a tyto vybrané rostliny
jsou dodnes zdrojem zivin, vitaminl a mineralnich latek potfebnych pro nase zdravi. Zemédé€lci se vzdy snazili,
aby jejich plodiny mély co nejlepsi a nejvyhodnéjsi vlastnosti, mimo jiné aby také mély co nejvétsi obsah
vyzivnych latek. Moderni genetika a biotechnologie poskytuji fadu moznosti, jak zvysit kvalitu potravin a stale
vice se zamétuje na produkcei vyzivoveé hodnotnych plodin obsahujicich vyssi procento vitaminl a mineralnich
latek (OHNOUTKOVA a AYALEW, 2006). Metabolické drahy mohou byt cilené ¥izeny aupravovany
genetickou modifikaci, vnesenim uréitého transgenu (rekombinantni DNA) do genomu rostliny.

Metabolické inZenyrstvi je definovano jako fizeni jedné z mnoha enzymatickych reakei tak, aby produkovaly
nové slouceniny v organismu, zvysily produkci stavajicich sloucenin, nebo zprostfedkovaly degradaci ur¢itych
sloucenin. Toto mladé odvétvi védy dosahlo za poslednich 32 let velmi vyrazného pokroku (DELLA PENNA,
2001).

Nekteré vyznamné transgeny pro zvySeni vyzivové hodnoty plodin

Upravy metabolickych drah u vybranych druhi rostlin jsou piedevsim soustfedény na dillezité vitaminy,
mezi které patii vitamin A, vitamin C, vitamin E. U obsahu mineralnich latek je to zvySeni obsahu Zeleza a
umoznéni dostupnosti kationti z pevné vazby kterou zpisobuji endogenni fytaty.

Modifikace biosyntézy karotenoidii

Karotenoidy jsou rostlinné pigmenty nezbytné pro fotosyntézu a funguji jako atraktanty v nékterych
organech vyssich rostlin. Obratlovci nedokazi syntetizovat karotenoidy, ale potiebuji je pro produkei retinoida
(napf. retinalu, hlavniho o¢niho pigmentu, nebo retinolu, nejcastéjsi formy vitaminu A). Mezi karotenoidy patfi
také (-karoten, ktery je pfimym prekurzorem vitaminu A (DUCREUX et al., 2005).

Prvnim krokem biosyntézy karotenoidl je kondenzace dvou geranylgeranyldifosfatd pomoci fytoensyntazy
za vzniku fytoenu. Fytoen ma devét dvojnych vazeb a je dale desaturovan na lykopen s tfinacti dvojnymi
vazbami. U bakterii tuto reakci katalyzuje pouze jeden enzym, fytoendesaturaza, ktera ptidava ctyfi dvojné
vazby, ale u rostlin je potfeba dvou enzymi fytoendesaturazy a (-karotendesaturazy, z nichz kazdy pridava dveé
dvojné vazby. Lykopen mtize byt dale cyklizovan na obou koncich molekuly, tento krok je vétvicim bodem této
biosyntetické drahy (YU et al., 2007). Lykopen je substratem pro dvé kompetujici cyklazy: lykopen e-cyklazu
(e-CYC), ktera pridava epsilon kruh na jeden konec lykopenu, a lykopen B-cyklazu (B-CYC), ktera ptidava beta
kruh na jeden nebo oba konce lykopenu (DIRETTO et al., 2006). Pokud se vytvofi dva beta kruhy, produktem je
B-karoten (tato vétev metabolické drahy je tedy katalyzovana pouze B-cyklazou), pokud se vytvoii jeden beta a
jeden epsilon kruh, produktem je a-karoten (pro tuto vétev metabolické drahy jsou tedy potfebné obé¢ cyklazy),
(SHEWMAKER et al., 1999).

U hospodaisky vyznamnych plodin bylo provedeno mnoho pokusit o zvySeni obsahu B-karotenu a to
nékolika zpisoby:

-Zvyseni obsahu karotenoidd overexpresi genu pro fytoensyntazu (SHEWMAKER et al., 1999; aj.)
-Zvyseni obsahu karotenoidd overexpresi genu pro lykopen B-cyklazu (ROSATI et al., 2000)

-Zvyseni obsahu karotenoidi potlaéenim exprese genu pro lykopen e-cyklazu (DIRETTO et al., 2006; aj.)
-Zvyseni obsahu karotenoidid vloZenim vice genti funkéni metabolické drahy (PAINE et al., 2005; aj.)
Modifikace biosyntézy vitaminu C

Vitamin C (kyselina L-askorbova) je naprosto nezbytnad slozka lidské potravy, potfebna zvlasté pro
kardiovaskularni funkce, vyvoj bun¢k imunitniho systému, pojivové tkan¢€ a vstiebavani zeleza. Ackoliv rostliny
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a vétSina zvifat dokazi sami syntetizovat kyselinu L-askorbovou (L-AsA), lidem chybi L-gulono-1,4-lakton-

oxidoreduktaza, enzym potfebny pro posledni krok syntézy L-AsA. Protoze L-AsA nemlze byt v téle

skladovana, musi byt pravidelné pfijimana z potravy, hlavné z rostlin bohatych na L-AsA. Aktualni doporu¢ena

denni davka vitaminu C pro dospélého ¢lovéka je 75 — 90 mg, ale doporucuje se zvysit na 200 mg. Biosynteticka

draha L-AsA v rostlinach a u zivo€icht je odlisna. U Zivo€ichl je D-glukdza preménovana na L-AsA pies D-

glukoronovou kyselinu, L-gulonovou kyselinu a L-gulono-1,4-lakton, zatimco u rostlin L-AsA vznikd z D-

glukoézy pres L-galaktozu a L-galaktono-1,4-lakton, pfimy prekurzor L-AsA (Chen a kol., 2003). V nékterych

rostlinach existuje 1 dal$si mozna biosynteticka draha L-AsA, a to pies kyselinu D-galakturonovou, kyselinu L-

galaktonovou a L-galaktono-1,4-lakton (AGIUS a kol., 2003).

Ke zvyseni obsahu vitaminiti C bylo vyuzito nékolik zpisobti:

- Alternativni cesta biosyntézy kyseliny askorbové v rostlinach (vyuziti genti syntetické drahy zivocicht), (JAIN
a NESSLER, 2000)

- Zvyseni obsahu vitaminu C v rostlinach diky zvysené obnové askorbatu (CHEN et al., 2003)

- Zvyseni obsahu vitaminu C v rostlinach pomoci overexprese reduktazy D-galakturonové kyseliny (AGIUS et
al., 2003)

Modifikace biosyntezy vitaminu E

Vitamin E je dulezity pro lidské zdravi, likviduje volné radikaly a zabranuje tak oxidaci lipidd. Vyssi piijem
vitaminu E pomaha pfedchazet vyskytu kardiovaskularnich onemocnéni a nekterych druht rakoviny, posiluje
imunitni systém a zpomaluje degenerativni Ui€inky starnuti. Doporuc¢end denni dévka vitaminu E u dospélého
¢lovéka je 15 - 30 mg. Nejvyssi aktivitu (100 %) ve funkci vitaminu E mé a-tokoferol, ostatni vykazuji nizsi
aktivitu (50 % pro B-tokoferol, 10 % pro y-tokoferol a 3 % pro &-tokoferol). Jedinou formou vitaminu E, kterou
je lidska krev schopna vazat a pfenaset do bunék je a-tokoferol, jeho pfednostni absorpci a rozmisténi v lidském
organismu zajiStuje specificky protein (CHEN et al., 2006).

Prvni dolozenou reakci biosyntézy tokochromanoltl je prenylace kyseliny homogentisové a fytyldifosfatu
homogentisatfytyltransferazou na 2-metyl-6-fytyl-benzochinol, coz vede k tvorbé tokoferold, zatimco prenylace
kyseliny homogentisové a geranylgeranydifosfatu homogentisatgeranylgeranyltransferazou na 2-metyl-6-
geranyl-geranylbenzochinol vede k tvorbé tokotrienolii. Produkty téchto reakci mohou byt bud’ piimo
cyklizovany tokoferolcyklazou (TC) za vzniku B- a d&-tokochromanoli, nebo nejdiive metylovany
metylfytylbenzochinolmetyltransferazou (MPBQMT) a pak cyklizovany (TC) za vzniku o- a y-tokochromanolt
(KINNEY, 2006).

Hlavnim zdrojem vitaminu E je rostlinnd strava, pfedevS§im olejniny, které obsahuji 330 az 2000 mg
tokochromanolti v 1 g oleje. AvSak pievladajici formou vitaminu E v olejninach je y-tokoferol, ktery ma pouze
desetinu aktivity a-tokoferolu. Pomoci metabolického inzenyrstvi je mozné zvysit jeho produkci v rostlinach
jednak zvySenim intenzity biosyntézy a tim zvyseni celkového obsahu tokochromanoll a také zménou skladby
tokochromanoli ve prospéch a-tokoferolu (CHEN et al., 2006). Byla publikovana tada praci zabyvajicich se
zvySenim obsahu a vylepSenim skladby vitaminu E pomoci kli¢ovych enzymi jeho biosyntézy:

-Vylepseni obsahu vitaminu E pomoci zmény skladby tokochromanolti ve prospéch a-tokoferolu (CHO et al.,
2005)

- Zvyseni celkového obsahu tokochromanoll overexpresi homogentisat-fytyltransferazy (KUMAR et al., 2005;
aj.)

- ZvysSeni celkového obsahu tokochromanold overexpresi p-hydroxyfenol-pyruvatdioxygenazy (COLLAKOVA
a DELLAPENNA, 2003; aj.)

- Zvyseni celkového obsahu tokochromanolt soucasnou overexpresi HPPD, HPT a TC (RACLARU et al., 2006)

Rostliny s transgenem pro ferritin pro zvySeni obsahu zeleza vyuzitelného organismem

Obsah zeleza v potravinach je jednou z nejpodrobnéji studovanych oblasti dietetiky. Primérna denni potieba
zeleza dospélého Cloveka je 12- 15 mg. V zivocCisné stravé se Zelezo vyskytuje prevazné jako zelezity ion a
vétSina je vazana s hemem a ve stievech se lehce vstiebava, zatimco v rostlinach je pfedev§im nehemové Zelezo,
které se obtizné vstiebava. Podle odhadi je vyuzitelnost hemového Zeleza 15 - 40 % a nehemového 2 — 10 %.
Kromé toho nékteré potraviny obsahuji inhibitory vstiebavani zeleza. Takovymi typickymi slouceninami které
snizuji vyuzitelnost Zeleza jsou kyselina oxalova a fytaty, vyskytujici se zvlasté v obilninach a lusténinach.
kapacitu, dokaze skladovat az 4500 atomu Zeleza.

Uginnym zptsobem jak zvysit obsah Zeleza v rostlindch je vloZeni genu pro ferritin do nékterych plodin.
Geny pro ferritin byly izolovany a klonovany uz z mnoha rostlinnych druhit (GOTO a YOSHIHARA, 2001; aj.).

Zvyseni obsahu fosforu a kationtii

Hlavnim zdrojem fosforu v rostlinach je kyselina fytova, ester myo-inositolu a kyseliny fosfore¢né. V zrnu
jeémene se jeji obsah pohybuje od 0,97 % do 1,16 % a tvori 70 - 80 % celkového fosforu. Kyselina fytova na
sebe vaze také ionty Zeleza, manganu, hotéiku, zinku a vapniku a i tyto prvky jsou ve vazb¢ na kyselinu fytovou
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jen tézko vyuzitelné. Jednou z moznosti jak eliminovat antinutriéni efekt fytatu a umoznit dostupnost dilezitych
mineralnich latek je transgenni exprese fytasy.

Rekombinantni fytdza dokazala rozlozit endogenni fytaty v endospermu obilnin a mnozstvi Zeleza
vyuzitelného travicim traktem se zvySilo az trojnasobné ve srovnani s netransgennimi obilninami
(DRAKAKAKI et al., 2005).

Zavér

Zemédéelstvi predstavuje Siroké pole moznosti pro uplatnéni geneticky modifikovanych organismi. Diky
umélému vybéru ¢lovék meénil genetickou vybavu polnich plodin a hospodatskych zvifat jiz od pocatki
domestikace. Slechténi bylo a je vyznamnym faktorem umoziiujicim zvy$ovani mnoZstvi produkce a ovliviiuje
jeji stabilitu. Proces transgenoze je mozné povazovat za jednu z metod, ktera rozsifuje genetickou riznorodost
vychoziho $lechtitelského rostlinného materialu. Je soucasti komplexniho $lechtitelského postupu 21. stoleti,
ktery ma fadu pozitiv, mize vyrazné zefektivnit cely proces tvorby novych odrud i ekonomiku jejich péstovani,
ale soucasn¢ se neobejde bez ostatnich krokd klasického §lechténi vychazejicich z kombinacnich a zpétnych
ktizeni a soucasné selekce a komplexniho hodnoceni materialu.
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EFEKTIVNA REGENERACIA RASTLIN PSENICE LETNEJ
(TRITICUM AESTIVUM L.) V IN VITRO KULTURE ZRELYCH SEMIEN
EFFICIENT PLANT REGENERATION IN WHEAT (TRITICUM AESTIVUM L.)
USING MATURE EMBRYO CULTURE

Juraj FARAGO'? — Zuzana BENOVA? — Natalia FARAGOVA' — Richard MURIN?

Wheat (Triticum aestivum L.) is one of the most important cereal crops throughout the world. Application of biotechnological
tools to genetically improve this crop depends primarily on the availability and efficiency of in vitro regeneration methods. In
our research we optimized the technique of mature embryo culture using eight different callus induction media differing in
the concentration of maltose (3% vs. 6%) and the type (2,4-D vs. dicamba) and concentration (2,5 mg.I"* vs. 5,0 mg.I") of
auxins. Callus induction rate from mature embryos of cv. ‘Bobwhite’, as well as frequency of embryogenic calli and
embryogenic callus lines, were both significantly influenced by the composition of culture madia. The highest efficiency of
green plant regeneration was obtained on the medium M3Di5 containing 30 g.I* maltose and 5 mg.I"! dicamba.

Key words: wheat, mature caryopsis, somatic embryogenesis, maltose, auxins

Uvod

Na in vitro regeneraciu obilnin je mozné pouzit’ rézne druhy explantatov, napr. nezrelé embrya (MATHIAS
a SIMPSON, 1986; SERHANTOVA et al., 2003), zrelé¢ embrya (ZHOU a LEE, 1984; OZGEN et al., 1998),
listové bazy (ZAMORA a SCOTT, 1983; GLESS et al., 1998), nezrelé stkvetia (MADDOCK et al., 1983,
HAVRLENTOVA et al., 2001), rastové vrcholy vyhonkov (VIERTEL a HESS, 1996) a pelnice (OUYANG et
al., 1983, VAGERA a OHNOUTKOVA, 1993).

Na geneticka transformaciu pSenice letnej (Triticum aestivum L.) sa v8ak v su¢asnosti v prevaznej vacSine
pripadov pouZzivaju in vitro regeneracné systémy vyuzivajuce ako explantaty nezrelé embrya (BHALLA et al.,
2006). Znamymi obmedzeniami pouZzivania nezrelych embryi ako vychodiskovych explantatov su sezonna
dostupnost’ a tazkosti s regulaciou pestovatel'skych podmienok donorovych rastlin pre ziskanie nezrelych
embryi vo vhodnom a vyrovnanom vyvojovom §tadiu. PretoZze po prekroceni urcit¢ho vyvojového Stadia
a vel'kosti nezrelé embrya rapidne stracaju regeneracnt schopnost’ v in vitro kultire (BHASKARAN a SMITH,
1990; FARAGO et al., nepublikované), pre ucely indukcie somatickej embryogenézy a genetickej transformécie
sa pri pSenici a inych obilninach najcastejSie pouzivaji nezrelé embrya velkosti 0,5-1,5 mm a veku 10-14 dni po
antéze. Pouzitie zrelych embryi ako vychodiskovych explantatov na in vitro regeneraciu obilnin méze obist’
vsetky problémy, ktoré vznikaji pri pouzivani nezrelych embryi. Zrelé embrya su totiz vzhl'adom na to, Ze mézu
byt uchovavané vo forme suchych semien dostupné cely rok. Navyse fyziologicky stav zrelych embryi vykazuje
ovela niz8iu variabilitu, nez fyziologicky stav nezrelych embryi (OZGEN et al., 1998), o je dolezitym
predpokladom pre reprodukovatelnost’ in vitro regenera¢ného systému.

Na§im zamerom je preto vypracovat’ uéinny in vitro regeneraény systém vyuzivajici ako vychodiskovy
explantat zrelé embrya pri pSenici letnej. V predkladanej praci bolo cielom zistit' vplyv zlozenia kultiva¢ného
zivného média na in vitro regenera¢nu schopnost’ zrelych embryi pSenice letnej odrody ‘Bobwhite’.

Material a metody

Rastlinny materidl. V praci bola pouzita odroda ‘Bobwhite’ pSenice letnej (T. aestivum L.). Zrelé semena boli
poskytnuté Dr. Janom Paukom z Cereal Research Non-Profit Co., Szeged (Mad’arsko).

Explantaty. Ako explantaty boli pouzité zrelé $titky s emryovou osou, ktoré boli po povrchovej sterilizacii
v 0,1 % roztoku HgCl, opatrne oddelené¢ skalpelom od endospermu zrna. Vysledny upraveny explantat
pozostaval zo zrelého $titka (scutellum) a strednej asti embryovej osi (mezokotyl).

Zivné média. Na kultivaciou explantatov boli pouzité dva typy zivnych médii, prvé na indukciu kalogenézy
(kalus indukujuce zivné média, KIM) a druhé na regenerdciu rastlin z indukovanych kalusov (regeneracné
média, RM). Explantaty pSenice boli ukladané na 8 druhov KIM lisiacich sa koncentraciou maltozy (3% vs. 6%)
a druhom (kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova [2,4—D] vs. dicamba) a koncentraciou pouzitého auxinu (2,5 vs. 5,0
mg.I™"). Na regeneraciu rastlin z indukovanych kalusov sme pouzili Zivné médium MSS (MACHII a kol., 1998).

Indukcia kalogenézy. Explantaty pSenice (zrelé Stitky s mezokotyolovym zbytkom embryovej osi) boli
nasadzané embryonalnou ¢astou v kontakte na kalus indukujuce zivné média. Na kazdd variantu KIM bolo
nasadenych po 64 zrelych embryi pSenice do sklenych Petriho misiek priemeru 10 cm (16 explantatov/PM).
Explantaty v primokulttre boli kultivované 28 dni v tme pri teplote 17+2°C.

Regenerécia rastlin. Po 28 diioch kultivacie zrelych embryi na kalus indukujucich Zivnych médiach boli
indukované kalusy subkultivované na regeneracné zivné médium MSS. Vacsie kalusy boli delené na mensie
kalusové explantaty s priemerom 5+1 mm tak, aby sa zachovalo oznacenie jednotlivych kalusovych linii, t.].
kalusov pochéadzajucich ztoho ist¢ho kalusu indukovaného na KIM. Kalusy na RM boli kultivované
v podmienkach fotoperioédy 16 h svetlo/8 h tma a intenzite osvetlenia pribl. 40 pE.m™.s™" a pri teplotnom rezime
25+1°C za svetla a 20£1°C v tme.
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Experimentalne usporiadanie a hodnotené parametre. Experiment bol zalozeny vo forme randomizovanych
blokov s faktorialnym usporiadanim 2 koncentracii maltozy, 2 druhov auxinov a 2 koncentracii auxinov (2 x 2 x
2 = 8 variant). Za experimentalnu jednotku boli povazované Petriho misky obsahujice 16 zrelych embryi
pSenice. Kazdu variantu experimentu reprezentovali 4 PM. Po 7 a 14 dnoch kultivacie explantdtov na kalus
indukujucich médiach bola hodnotena frekvencia kli¢iacich embryi. Po 28 diioch kultivacie explantatov na KIM
boli hodnotené frekvencia kalogenézy aindex kalogenézy. Po 28 dnoch kultivacie kalusov na RM boli
hodnotené nasledovné parametre embryogenézy a regeneracie rastlin z kalusov: frekvencia embryogénnych
kalusov a kalusovych linii, frekvencia regenerujtcich kalusov a kalusovych linii, priemerny pocet regenerantov
na kultivovany kalus, pomer albinotickych a zelenych rastlin, efektivita regeneracie a frekvencia rizogenézy.

Vysledky a diskusia

Celkom bolo na 8 réznych kalus indukujicich zivnych médiach kultivovanych 512 zrelych embryi pSenice
letnej odr. ‘Bobwhite’. Zrelé embrya tvorili kalusy na vSetkych Zivnych médiach a to vo frekvencii 100% (Tab.
1). Priemerny index kalogenézy (indikujtci rychlost rastu kalusov) bol Ix = 1,65 a vo vSeobecnosti bol vyssi na
médiach s auxinom dicamba a s vyS$Sou koncentraciou auxinu. Vyssia koncentracia maltézy mala stimulacny
vplyv na kalogenézu iba na médiach obsahujucich auxin 2,4-D. Medzi kalusmi indukovanymi zo zrelych embryi
pSenice na 8 roznych zivnych médiach boli zaznamenané rozdiely vo frekvenciach embryogénnych kalusov
(Obr. 1A) a vo vSeobecnosti vyssie koncentracie auxinov v kalus indukujicom zivnom médiu inhibovali tvorbu
embryogénnych kalusov (s vynimkou médii s3 % maltézy a auxinom dicambou). Bol tieZ zaznamenany
negativny vplyv vysSSej koncentracie maltézy na vyskyt embryogénnych kalusov. Najvyssi vyskyt
embryogénnych kalusovych linii vykazovali kultury zrelych embryi pSenice odr. ‘Bobwhite’ na médiach M3D5
(56,5 %). Z hladiska biotechnologického pouzitia techniky kultiry zrelych embryi obilnin je najddlezitejSim
parametrom regeneracia zelenych rastlin, t.j. frekvencia regenerujucich kalusov a kalusovych linii, priemerny
pocet regenerantov na kalus a efektivita regeneracie. Zo 403 kalusovych linii pSenice hodnotenych po 8
tyzdioch in vitro kultary bolo regenerujucich 83 linii, t.j. 20,6 %. Vyssie frekvencie regenerujicich kalusovych
linii boli zaznamenané pri kalusoch indukovanych na médiach s auxinom dicamba (Obr. 1B) a s niz§im obsahom
2,4-D a dicamby, s vynimkou média M3Di5, kde bol zaznamenany celkovo najvyssi vyskyt regenerujicich
kalusovych linii (50,0 %) z 8 testovanych zivnych médii. K regeneracii zelenych vyhonkov dochadzalo na
vSetkych 8 testovanych zivnych médiach (Obr. 2A,B) a priemerny pocet regenerantov na kultivovany kalus bol
0,25. Celkovo najvyssi priemerny pocet regenerantov vykazovali kalusy pSenice indukované na zivnom médiu
M3Di5 (0,53 regenerantov/kalus). Parameter efektivita regenerdcie vyjadruje produkciu regenerantov na
kultivované zrelé embryo v percentach. Vyssia efektivita regeneracie bola zistend na médiach doplnenych
auxinom dicamba a s niz§ou koncentraciou maltozy.

Zaver

V préaci sme pomocou optimalizacie zlozenia kultiva¢ného zivného média a pracovnych postupov vyvinuli
efektivny in vitro regeneraény systém pre regeneraciu rastlin pSenice zo zrelych embryii. Optimalizované
zlozenie zivného média poskytlo u¢innost’ regeneracie, ktora je porovnatelna s ucinnostou regeneracie kalusov
z nezrelych embryi. Tento systém otvara dvere pre pouzitie zrelych embryii pSenice, ktoré st dostupné pocas
celého roka a pre ktorych produkciu nie st potrebné finan¢ne a prevadzkovo nakladné klimatizované komory
a fytotrony, na genetickt transformaciu tejto plodiny.
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Tabulka 1: Sumarne vysledky a porovnanie indukcie kalogenézy, somatickej embryogenézy a regeneracie rastlin v in vitro
kultare zrelych embryi pSenice letnej (odr. ‘Bobwhite’) v zavislosti od pouzitého zivného média.
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M6D5 64 44 84 100 1,859 19,1 48 0,071
M3Di2.5 64 42 91 100 1,813 26,4 11,0 0,187
M3Di5 64 46 93 100 1,906 35,5 28,0 0,527
M6Di2.5 64 45 98 100 1,609 29,6 16,3 0,286
M6Di5 64 61 126 100 1,969 27,8 11,9 0,230
Celkom 512 403 725 100 1,654 29,8 12,8 0,248

Legenda: ' Zivné média MS (podla Murashige a Skoog, 1962) obsahujiice 200 mg.I" Myo-inozitolu, 2 mg.I" glycinu, 1000 mg.1"
kazeinového hydrolyzatu, 500 mg.1" prolinu, 3000 mg.l" Phytagelu a maltézu a rastové regulatory nasledovne: M3 = 30 g.I" maltozy, M6 =
60 g.I" maltézy, D2.5 =2,5 mg.I"' 2,4-D, D5 = 5,0 mg.1" 2,4-D, Di2.5 = 2,5 mg.I" dicamba a Di5 = 5,0 mg.I"" dicamba.
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Obrazok 1: Frekvencie embryogénnych (A) a regenerujucich (B) kalusovych linii pSenice letnej (odr. ‘Bobwhite’) na réznych
kalus indukujtcich Zivnych médiach ligiacich sa koncentraciou maltozy (M3 = 30 g."1; M6 = 60 g.1"") a druhom (D = 2,4-D;
Di = dicamba) a koncentraciou (2.5 = 2,5 mg.I""; 5 = 5 mg.I"") auxinu po 4 tyzdiioch na regeneraénom Zivnom médiu.
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Obrazok 2: Regeneracia zelenych vyhonkov zkalusov pSenice letnej odr. Bobwhite odvodenych zo zrelych embryi
kultivovanych na kalus indukujucom zivnom médiu M3Di5 po 2 tyzdioch kultivacie na regeneracnom médiu MSS (A) a po
4 tyzdinoch kultivacie na médiu MSS (B). (Foto: J. Farago)
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MOZNOSTI VYUZITI POLYMORFISMU GENOMICKE, CP A MT DNA PRO
DETEKCI SOMATICKYCH HYBRIDU BRAMBORU
UTILIZATION OPTIONS OF GENOME, CP AND MT DNA POLYMORHISMS FOR
POTATO SOMATIC HYBRIDS DETECTION

Vladimira SEDLAKOVA — Petr SEDLAK — Pavel VEJL

143 diploid and tetraploid genotypes of genus Solanum were characterised with the view of DNA polymorphism useing for
potential detection of potato somatic hybrids. Restriction analysis of CAPS marker SPUD237 resulted to detection of three
variants of amplified nuclear DNA sequence polymorphism differentiate in presence and position of restriction site of Alul
restrictase. Likewise, there is possible to differentiate the genotypes of Solanum bubocastanum from another species on the
basis of SSCP analysis of rrn5/rrn18-1 PCR product. RAPD analysis by means of OPN18 primer detected reliably
interspecific and intraspecific polymorphism of DNA. Bulk segregation analysis differentiates the genotypes to three general
clusters. The first cluster was generated only from all Solanum bulbocastanum genotypes. All these methods seem to be
usable for potato somatic hybrids detection and they can be aplicable only in concrete cases. Nevertheless, neither horisontal
agarose electrophoresis nor SSCP analysis of intergenic spacer trnL/trnF detected polymorphism of PCR products and these
results can predicate sequential conservativness of this spacer within genus Solanum. No somaclonal variability was detected
in plants regenerated from protoplast culture originated from Solanum bulbocastanum 17.

Key words: Solanum, CAPS, RAPD, SSCP, somatic hybrids

Uvod

Somaticka hybridizace predstavuje zptsob piekonani sexualni inkompatibility (nekfizitelnosti) mezi druhy
rodu Solanum, vedouci k fertilnim rostlinam, které mohou byt pfimo vyuZity ve $lechtitelskych programech [4].
In vitro fuzi somatickych bunék se ofekava piekonani prezygotickych a nékterych postzygotickych bariér [8].
Existuje mnoho moznosti, jak miize vypadat genom bunék vzniklych fazi protoplastli dvou druht rodu Solanum.
Muize dochazet k homofuzi, heterofuzi k eliminaci nékterych chromozémut nebo dokonce celého jadra jednoho
druhu. Tyto ptipady nastavaji nejéastéji pii nasledujicich bunécnych délenich. Fize rodi¢ovskych jader mize byt
rovnéz celkova nebo pouze Caste¢na [9]. Nejinak je tomu v ptipadé cytoplasmy. U eledi Solanaceae mize u
somatickych hybridti dochazet k eliminaci plastidi jednoho rodi¢e [6]. Bylo prokazéno, Ze intergenové
rekombinace vramci chloroplastového genomu jsou u vysSich rostlin vzacné oproti vysokému stupni
rekombinaci v rdmci mitochondridlniho genomu [3]. Pro komplexni charakterizaci DNA rostlin vzniklych
somatickou hybridizaci je proto nutné provést analyzu jaderné, chloroplastové i mitochondrialni DNA [11].

V soucasné dob¢ se nabizi cela fada molekularné genetickych metod umoznujicich studium rostlinné DNA.
Pro detekci polymorfismii jaderné DNA Ize vyuzit metody CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic Sequence),
ktera v sob& zahrnuje spojeni metod PCR a RFLP. CAPS polymorfismy ¢i SNP (Single Nucleotide
Polymorphisms) jsou ¢asto vyuzivané markery nachazejici se v genomu ve vazbé na dilezité geny fidici
hospodaisky vyznamné vlastnosti, jako jsou rizné geny rezistence [1]. Dal§i moznosti studia polymorfismu
celkové genomické DNA je metoda RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), ktera se jevi jako cenové
efektivni diagnosticka metoda ve $lechténi rostlin [7]. Dalsi moznosti genetické analyzy aplikované pro studium
variability rostlin je vyuziti nekodujicich oblasti chloroplastové DNA (cpDNA) a mitochondridlni DNA
(mtDNA) [2, 10].

Cilem této prace bylo detekovat polymorfismus genomické, chloroplastové a mitochondridlni DNA u
genetickych zdrojii rodu Solanum a diploidnich klon bramboru pomoci metod CAPS, RAPD a SSCP (Single
Strand Conformation Polymorphism), ktery by bylo mozné vyuzit pro identifikaci somatickych hybridd. Druhym
cilem byla detekce potencialni somaklonalni variability u rostlin vzniklych regeneraci protoplasti z genotypt
Solanum bulbocastanum pomoci metody RAPD.
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Material a metody

Biologicky material

Celkem 143 genovych zdroji rodu Solanum a dihaploidi bramboru bylo ziskano z genové banky pii
Vyzkumném ustavu bramboraiském s.r.o. v Havlickové Brod¢€. Genové zdroje rodu Solanum byly vybrany jako
potencidlni nositelé gent rezistence k Phytophthora infestans. Tato kolekce obsahovala 94 genotypu S.
bulbocastanum Dun. (P1243345, PI1243512, PI275188, PI275192), kde 79 genotypti mélo deklarovanou
ptitomnost genu rezistence Rpi-blbl k Phytophthora infestans. Soucasti kolekce bylo dale 12 genotypt S.
berthaultii Hawkes. (P1265857, PI265858, PI310925, PI265858, PI498109), po jednom genotypu S.
pinnatisectum Bitt. (P1275235) a S. microdontum Bitt. (P1458356), 9 genotypt S. polyadenium Greenm.
(PI310963, P1320342), 3 genotypy S. vernei Firbas and Ross. (BGRC 015451, BGRC 024732, 07S0300234), 4
genotypy S. verrucosum Schlechtd. (PI161173) a 11 genotypt S. tuberosum L. v diploidni formé (DH 165, 185,
315, 318, 322, 323, 324, 329, 387, 388, 447). Vsechny uvedené genotypy byly diploidni (2n = 24) a tudiz
potencialn¢ vhodné ke vniku tetraploidniho vychoziho materialu somatickou hybridizaci. Dale bylo do kolekce
zatazeno 7 tetraploidnich genotypt druh@ S. goniocalyx, S. sucrense, S. andigenum, S. mochiquense, S.
polytrichon, S. yungasense a S. chacoense pro rozsifeni moznosti detekce mezidruhové variability.

Analyza DNA

Totalni DNA byla vyizolovana pomoci izolacniho kitu Dneasy Plant Mini Kit (Qiagen). Slozeni reakéni
smesi bylo pro vSechny metody a vSechny markery stejné. 25 ul reakéni smési obsahovalo 1x reakéni pufr,
MgCl, o 2,5 mM koncentraci, 0,3 mM dNTP, 30 ng od kazdého primeru, 1 jednotka Taq polymerazy
(Fermentas, Lithuania) a 20 ng DNA.

PCR analyza

Jako CAPS marker byl pro detekci polymorfisma pouzit SPUD 237 [1]. Teplotni a ¢asovy profil PCR reakce
byl néasledujici: 180 s pfi teploté 94°C pro prvni denaturaci nasledovanou 35 PCR cykly (20 s pii 94°C pro
denaturaci, 20 s pii 55°C pro nasedani primerQ (annealing), 45 s pti 72°C pro extenzi) a 120 s pfi teploté 72°C
pro finalni extenzi. Stépeni PCR produktu probihalo pomoci restrikéniho enzymu Alul (Fermentas) pii 37 °C
podle instrukci vyrobce.

Pro detekei polymorfisml v rdmci chloroplastové a mitochondrialni DNA byly pouzity markery rrn5/rrm18-1,
coxl/cox1 [2] a trnL/trnF [10]. U markeru cox1/cox1 bylo pro detekci polymorfismt dale pouZzito restrikéni
S§tépeni pomoci enzymut Alul, ECORV, Dral, EcoR1, Hinfl, MspI (Hpall), Rsal, Xbal, BsuRI (Haelll), Cfol a
Accl. PCR produkty markert rrn5/rrn18-1 a trnL/trnF byly dale analyzovany pomoci metody SSCP.

RAPD analyza

Pro detekci polymorfismi uvedené kolekce genotypii byl pouzit primer OPNI1S, ktery byl na zakladé
podobnosti RAPD profild jednotlivych genotypu statisticky vyhodnocen metodou shlukové analyzy UPGMA
v programu Quantity One (Bio-Rad, USA). Somaklonalni variabilita byla hodnocena u genotypu S.
bulbocastanum 17 a jeho protoplastového regenerantu pomoci sad RAPD primera OPN, OPH, OPM, OPF a
OPG. Teplotni a Casovy profil PCR reakce byl nasledujici: 180 spfi teplot¢ 94°C pro prvni denaturaci
nasledovanou 40 PCR cykly (20 s pii 94°C pro denaturaci, 45 s pii 36,5°C pro nasedani primert, 105 s pii 72°C
pro extenzi) a 360 s pfi teploté 72°C pro finalni extenzi.

Separace PCR produktt probihala u obou metod v 1 x TBE pufru v 1,5 % horizontdlnim agarézovém gelu
vizualizovaném pomoci ethidium bromidu o koncentraci 0,5 pg . ml' elektroforetického pufru.
Elektroforeogramy byly dokumentovany pomoci systému GelDoc™XR (Bio-Rad, USA).

SSCP analyza

Separace PCR produkti markerd rrn5/rrn18-1 a trnL/trnF probihala na vertikalnim 8 % akrylamidovém gelu o
rozmérech 16 x 16 x 0,1 v 1 x TBE pufru. Vzorky byly denaturovany 95 % formamidem pii 95 °C po dobu 10
min a separovany pii 30 W po dobu 210 min v cele DCode (Biorad) pfi 15 °C a vizualizované pomoci ethidium
bromidu (1,5 pug . ml™).

Vysledky a diskuse

CAPS marker SPUD237 je lokalizovan v jaderné DNA na patém chromozomu v genové vazbé s lokusem
genu Nb udé€lujicim hypersenzitivni rezistenci bramboru k viru X a lokusem genu rezistence R1 k Phytophthora
infestans [1]. Restrikénim $té€penim amplikonu SPUD237 enzymem Alul byl v analyzované kolekci detekovan
polymorfismus DNA, kdy byly podchyceny tii hypotetické alely variabilni v pfitomnosti a lokalizaci Alul
restrikéniho mista (Obr. 1). Domnivame se, zZe pomoci téchto vysledku lze prokazat, zda doslo k fuzi jader u
rostlin vzniklych somatickou hybridizaci. Nicménég, vysledky jsou aplikovatelné pouze v urcité kombinaci
genotypt jako je naptiklad S. bulbocastanum 10 + diploid S. tuberosum 322 nebo S. verucossum 299 + diploid
S. tuberosum 387. V této situaci by vysledny genotyp mél obsahovat dvé rizné alely a na vysledném
elektroforeogramu by se tato skute¢nost projevila tfemi pozorovatelnymi fragmenty DNA. Z obrazku 1 je vSak
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patrné, ze na zéakladé tohoto markeru je mozno v ramci hodnoceného souboru vytvofit pomérné Sirokou $kalu
kombinaci somatickych hybridu, které by nasledné bylo velmi snadné timto markerem identifikovat.

Pomoci primertt vysoce specifickych k mtDNA byla amplifikovana intergenova sekvence mitochondrialniho
intergenového mezerniku oddélujiciho geny pro 5SS a 18S rRNA o velikosti 273bp oznacovana jako rrnS/rrn18-1
[2] [5]- Na horizontalni agar6zové elektroforéze nebyl u hodnocené kolekce detekovan délkovy polymorfismus
DNA. SSCP analyzou tohoto regionu byly jednoznaéné odliSeny genotypy druhu S. bulbocastanum od genotypti
ostatnich druhll. Bylo prokazano, Ze vyizolovanim totalni DNA z riznych ¢asti riizné starych in vitro rostlin se
stabilita PCR produktu neméni. Nebyla zaznamenana ani variabilita v SSCP profilu mezi pivodnimi genotypy S.
bulbocastanum (17 a 41) a jejich protoplastovymi regeneranty (Reg 1 a 5) (Obr. 2). Tyto vysledky lze
potencialn€ vyuzit pro detekci somatickych hybridi vzniklych fuzi protoplasti mezi genotypy druhd S.
bulbocastanum a diploidniho bramboru.

Marker coxl/cox1 amplifikuje oblast intronu mitochondrialni cytochrom ¢ oxidazové podjednotky 1 o
velikosti 1360bp [2]. Na horizontalni agarézové elektroforéze nebyl u hodnocené kolekce detekovan délkovy
polymorfismus DNA. Proto bylo pro dalsi analyzu pouzito restrikéni $tépeni ndhodné vybranymi restrikénimi
enzymy. Enzym Hinfl poskytl polymorfismus roz$tépenych PCR produkti umoziiujici odlieni druhu S.
mochiquense od ostatnich genotypti (Obr. 3). Restrikéni enzymy Alul, Rsal a Cfol §tépily produkty uniformé.
Ostatni restriktdzy v nami studovaném intronu nenasSly odpovidajici restrikéni misto. Marker trnL/trnF
podchycuje oblast intergenového mezerniku chloroplastové DNA o velikosti 418bp [10]. Na horizontalni
agarozové elektroforéze a SSCP analyzou nebyl u hodnocené kolekce detekovan ani délkovy ani bodovy
polymorfismus v ramci tohoto tiseku. Tyto vysledky prozatim naznacuji, Ze je tato sekvence v ramci rodu
Solanum vysoce konzervativni. Pro Géely detekce somatickych hybridd ji ziejmé nebude mozno v budoucnu
pouzit.

RAPD analyza

Na zaklad¢ dekamerického primeru OPN18 byla provedena shlukova analyza UPGMA v programu Quantity
One (Bio-Rad, USA). Vysledny dendrogram (Obr. 4) zahrnuje tfi zakladni shluky genotypt. Do prvniho shluku
se vyprofilovaly vSechny analyzované genotypy druhu Solanum bulbocastanum. Do druhé skupiny byla zatazena
uniformni podskupina genotypt druhu S. polyadenium a dale pak genotypy S. microdontum 049, S. verrucosum
299 a diploidni S. tuberosum DH 322. Tteti skupina vykazovala vys$si variabilitu oproti dvéma ptedchozim. Byla
do ni hlavné ptifazena vétSina diploidnich klond S. tuberosum a zbyvajici genetické zdroje rodu Solanum
z testované kolekce. Z vysledkd shlukové analyzy je patrné, ze RAPD primer OPN18 lze vyuzit pro detekci
vnitrodruhové i mezidruhové variability a tim je vyuzitelny v konkrétnich pfipadech detekce somatickych
hybridd bramboru. RAPD analyza byla dale pouzita k detekci pfipadné somaklonalni variability, ktera
hypoteticky mize nastat v potomstvech odvozenych regeneraci z protoplastovych kultur. Pomoci 70
dekamerickych primertt byla prokdzana 100% identita RAPD produkti rostliny vzniklé regeneraci
z protoplastové kultury a donora bun&k S. bulbocastanum 17 (Obr. 5). V té€chto 70 dvojicich porovnavanych
vzorki DNA nebyl nalezen ani jeden RAPD produkt, ktery by vykazoval polymorfismus. Z téchto vysledkd je
patrné, ze byt je metoda RAPD casto povazovana za obtizné reprodukovatelnou a malo spolehlivou, pro ucely
detekce variability a za standardnich podminek je pomérné dobfe pouzitelna i dostate¢né opakovatelna.

Zavér

e CAPS marker SPUD237 lze ve vybranych pfipadech aplikovat k detekci somatickych hybrida
bramboru na zakladé¢ jaderné DNA.

e SSCP analyza markeru rrn5/rrn18-1 umoznila opakovatelné odlisit genotypy Solanum bulbocastanum
od ostatnich druht.

o Vysledky SSCP analyzy markeru trnL/trnF neprokazaly existenci detekovatelného polymorfismu uvnitf
tohoto intergenového mezerniku cpDNA a poukazuji tak na ziejmé vysokou konzervativnost v rdmci
rodu Solanum.

e Shlukova analyza prokazala vyuzitelnost RAPD primeru OPNI18 pro detekci vnitrodruhové i
mezidruhové variability a tim jeho vyuzitelnost v konkrétnich ptipadech detekce somatickych hybrida
bramboru.

e Byla ovéfena stabilita genetické informace u rostlin ziskanych regeneraci z protoplastové kultury klonu
17 S. bulbocastanum pomoci 70 RAPD primeri. Tento vysledek je dtlezity z hlediska potencialniho
vyuziti metody RAPD pro tcely selekce somatickych hybridd.

Podékovani
Vysledky byly ziskany za podpory projektu NAZV MZe CR c¢islo QF4107.
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Obrazek 1: Detekce polymorfismt jaderné DNA u genotypt rodu Solanum restrikénim §tépenim produktt
CAPS markeru SPUD237 enzymem Alul
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M - velikostni marker Lambda DNA/Eco471 (Avall)
S. blb — Solanum bulbocastanum, S. ber — S. berthaultii, S. veru — S. verrucosum, S. micro — S. microdontum, S.
poly — S. polyadenium, S. vern — S. vernei, S. pinn — S. pinnatisectum, DH — dihaploid S. tuberosum

Obrazek 2: Detekce polymorfismi mtDNA u genotypt rodu Solanum markerem rrn5/rr18-1 pomoci metody
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M - velikostni marker Lambda DNA/Eco471 (Avall)

S. blb — Solanum bulbocastanum, S. ber — S. berthaultii, S. micro — S. microdontum, S. poly — S. polyadenium, S.
pinn — S. pinnatisectum, DH — dihaploid S. tuberosum, REG — regenerant daného genotypu vznikly
z protoplastovych kultur

b — varianta téhoz genotypu vznikla izolaci DNA z riizné starych in vitro rostlin
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Obraze 3: Restrikéni §tépeni PCR produktu markeru cox1/cox1 enzymem Hinfl
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M - velikostni marker Lambda DNA/Eco471 (Avall)
S. yung — S. yungasense, S. moch — S. mochiquense, S. potri — S. polytrichon, S. chac — S. chacoense, S. and — S.
andigenum, S. sucr — S. sucrense, S. gonio — S. gonicalyx, S. veru — S. verrucosum, DH — dihaploid S. tuberosum
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Obrazek 4: Shlukova analyza genotypt na zakladé amplifikace RAPD markerd primerem OPN18
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S. blb — Solanum bulbocastanum, S. ber — S. berthaultii, S. veru — S. verrucosum, S. micro — S. microdontum, S.
poly — S. polyadenium, S. vern — S. vernei, S. pinn — S. pinnatisectum, DH — dihaploid S. tuberosum, S. blb 60 +
DH 388 — smés DNA obou genotypt
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Obrazek 5: Detekce somaklonalni variability sadou RAPD primeri OPN
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a —regenerant vznikly kultivaci protoplastii genotypu S. bulbocastanum 17, b — genotyp S. bulbocastanum 17
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SOMAKLONALNA VARIABILITA KALUSOV A REGENERACIA RASTLIN
POCHADZAJUCICH Z KULTURY IZOLOVANYCH SEMENNIKOV PRI CANE
SOMACLONAL VARIATION OF CALLI AND REGENERATION OF PLANTS
ORIGINATED FROM OVARY CULTURE IN FLAX

1Zuzana ZACKOVA — 2Stefan MASAR — 3Anna PRETOVA

We aimed to observe and to compare the induction rate of calli and regeneration rate of shoots originated from culture of
unpollinated ovaries in flax and somaclonal variation of cells in calli using flow cytometry method. The ploidy level of
regeneranted plants was also examined. The percentage of induced calli in ovary culture varied from 15,4% in genotype AC
Emerson to 32,4% in Viking. Conversely the regeneration rate was higher in AC Emerson (8,8%) rather than in genotype
Viking (1,8%). In yellow-green calli the cells were mostly diploid (2n=30 chromosomes) in genotype Viking (83,3%) and in
AC Emerson (100%). The cells of dark green calli were of higher ploidy level and contained cells of 4n, 6n, 8n, 16n.
Regeneration of shoots was performed from the haploid and diploid cells in the calli as we found out using karyological
analysis on squashes of root tip cells.

Key words: somaclonal variation, karyological analysis, flow cytometry, flax

Uvod

Vin vitro kultirach nezrelych gametofytov dochadza pri niektorych rastlinnych druhoch k nepriame;j
diferenciacii a regeneracii rastlin z buniek kalusu. Variabilita medzi rastlinami regenerovanymi z kalusovych
kultir méze byt vysoka. Dedicna, somaklonalna variabilita sa prejavi v potomstve regenerovanych rastlin na
rozdiel od epigenetickej variability, ktora sa alebo neprejavi v potomstve, alebo prejavi, ale neskor sa vytrati
v niektorej vyvinovej faze kultiry in vitro, najéastejie pri diferenciacii rastlin (NOVAK, 1990). V kulture
pelnic pri lane sa diferenciacia vyhonkov realizuje nepriamo, cez fazu kalusu. Dihaploidné rastlinky, ktoré
potom regeneruju, si odvodené z mikrospér (NICHTERLEIN, 2003). V pripade produkcie dihaploidov
samicieho pdvodu, vyvin zacina mitotickym delenim vajcovej bunky, pripadne d’alSich haploidnych buniek
zarodo¢ného mieska (SHIVANNA, 2003). Gynogenéza bola indukovand v in vitro podmienkach iba pri
niektorych rastlinnych druhoch (prehl'ad uvadza Bohanec, 1999). Nasim cielom bolo indukovat’ tito cestu
vyvinu pri 'ane, sledovat’ podmienky regeneracie, analyzovat’ somakonalnu variabilitu buniek kalusov metodou
flow cytometrie a urcit’ ploidiu regenerovanych rastlin.

Material a metéda
Indukcia kalogenézy a regenerdcia

Kultury izolovanych semennikov sme zakladali ako sme popisali v predchadzajucej praci (BartoSova
a Pretova, 2003). O mesiac sme indukované kalusy responzivnych genotypov AC Emerson, Viking izolovali
a preniesli na médium MS obohatené o 2,4-D (1mg/l). Na regeneraciu sme d’alej pouzili MS médium, ktoré
obsahovalo 6% sacharozy a zeatin (2mg/l), bezhorménové MS médium, kde sme kultivovali najmé kalusy
s vyrazne granularnym povrchom, MS médium s TDZ (0,5mg/l), MS s kombinaciou TDZ (0,5mg/I)+BAP
(0,5mg/l) a MS s BAP (0,5mg/1). Kalusy s indukovanymi vyhonmi sme prelozili na MS médium so zeatinom
(2mg/1). Vyhony, ktoré dosiahli vysku okolo 0,8-1cm sme kultivovali na zakorenovacom bezhorménovom MS
médiu s 2% sachardzy as0,1% aktivneho uhlia. Regenerujiice kalusy sme spolu s vyhonmi podrobili
histologickej analyze (BARTOSOVA a PRETOVA, 2003).

Zistovanie obsahu DNA pomocou flow cytometrie

Po Styroch mesiacoch kultivacie kalusov na regeneratnom médiu sme pozorovali, ze v kultire sa objavili
kalusy odlisnej farby, Zltozelené a sytozelené. Oba typy kalusov sme oddelene kultivovali a rozdiely medzi nimi
sme analyzovali na trovni DNA metddou flow cytometrie. Vzorky kalusov sme najskér nadrobno nasekali
v petriho miske (priblizne 20mg). K nim sme pridali 1ml LBO1 pufru a fluorescenéné farbivo 4',6-diamidino-2-
fenylindol (2mg/l). Suspenziu s uvolnenymi jadrami sme prefiltrovali cez polyamidovy filter (50um) a filtrat
sme drzali na l'ade. Nakoniec sme vzorku naniesli do flow cytometra a vyhodnotili vysledky fuorescencného
signalu jadier kazdého kalusu.

Karyologicka analyza korenovych Spiciek regenerantov

Ploidiu regenerantov sme ur¢ili pomocou rychlych roztlakovych preparatov. Odobrali sme korene
regenerantov Panu dizky 1-1,5c¢m a ulozili na predpdsobenie do adovej vody na 24 hodin. Nasledovala fixacia
v zmesi podla Carnoya, 100% alkohol:I'ad. kys. octova (3:1, 7dni). Korene sme oplachli v destilovanej vode,
d’alej macerovali v IN HCI (60°C, 10min.), opat’ oplachli v destilovanej vode a farbili 90min. Schiffovym
¢inidlom. Nakoniec sme prebyto¢né farbivo z koreniov vymyli v destilovanej vode (najmenej lhod.), odrezali
koncové Casti korena, ktoré zahfnali meristematické bunky a bunky koreniovej ¢iapocky, roztlacili v kvapke 1%
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acetokarminu a podl'a potreby nahriali nad plamefiom kahana. Roztlaky sme pozorovali pod mikroskopom
AXIOPLAN (Opton, West Germany) s pripojenou ccd kamerou. Vysledky sme analyzovali programom
CHROMOVIDAS.

Vysledky

Indukciu kalusu na segmentoch semennikov sme pozorovali od 1 do 2 mesiacov pocas kultivacie in vitro.
Uspesnost’ indukcie tvorby kalusu bola pri genotype Viking (32,4%) vyssia ako pri AC Emerson (15,4%).
Regeneracia zelenych rastlin z kalusovej kultary pri AC Emerson (8,8%) bola naopak ovela Gspesnejsia ako pri
Viking (1,8%) a realizovala sa prednostne cestou organogenézy (obr. 1, 2).

Na riadeni s koordinacii metabolizmu rastu a morfogenézy explantatu v in vitro kultire sa vyznamne
podiel’aji rastlinné hormény. Zo sledovania u€inku fytohomoénov na regeneraciu mézeme povedat’, ze auxin 2,4-
D ma vplyv na dediferenciaciu buniek kultivovaného pletiva a kalogenézu. Cytokininy BAP a zeatin ovplyviiuju
organogenézu a rast indukovanych Struktur. TDZ ma priaznivy vplyv na indukciu embryam podobnych Struktir
(obr. 4) a v kombinéacii s BAP podporuje regeneraciu zelenych rastlin z indukovaného kalusu.

Fenotyp indukovanych kalusov sa pocas kultivacie menil. BEZO a HRUBIKOVA (1999) uvadzaji znaky,
ktorymi popisuji morfologické kvalitativne vlastnosti kalusov: formu, konzistenciu, Strukturu, farbu, tvar,
povrch a kvantitativne vlastnosti: plochu a hrubku kalusu podla klasifikatora fenoldgie explantatovych Struktar
(Bezo, 1995). Na zaklade tejto metodologie mézeme povedat, Ze indukované kalusy mali na zaciatku kultivacie
formu nediferencovanej hmoty s indukovanymi korenimi, alebo bez nich (1,3), ich konzistencia bola rozpadava
(1), struktara jemnozrnitd (1) a boli rdznej farby od zltej az po zelenu (4, 6, 7). Tvar mali pravidelny gulaty,
resp. pologul'aty (1,2), povrch mali matny (5), intenzita rastu bola stredna az vysoka (5,7). Velkost' kalusu
varirovala od malej (3) az po strednu (5). Po 6-7 mesiacoch subkultivacii sme pozorovali tvorbu vyhonov
aembryam podobnych Struktir na kalusoch (forma 6-7), ktoré boli kompaktné (5), aj rozpadavé (1),
s jemnozrnitou Struktirou (1) a boli zelenej farby (9). Mali pravidelny tvar (7), rastli vSetkymi smermi strednou
intenzitou rastu (5), ich povrch bol matny (5) a boli znaéne velké (7,9).

Pri kalusoch roznej farby sme zistili, ze maji odlisny podiel buniek s ploidiou 2n a s vys$imi ploidiami.
Zltozelené kalusy genotypu AC Emerson boli diploidné — 2n (100%) ako aj vi¢§ina buniek kalusov genotypu
Viking (83,3%). Sytozelené kalusy oboch genotypov obsahovali aj bunky vyssej ploidie: 4n, 6n, 8n, 16n (obr. 5).
Na zaklade vysledkov rychlych roztlakovych preparatov sme mohli urcit’, Ze regeneracia rastlin sa uskuto¢nila
z haploidnych a diploidnych buniek kalusov. Regeneranty mali 15, ale najcastejSie 30 chromozémov (obr. 3a, b).

Diskusia

V semenniku l'anu sa nachadza obycCajne 10 vaji¢ok. Vsetky vaji¢ka nie vzdy dozreju, pretoze v in vivo
podmienkach moze dojst’ k aborcii zygotovych embryi. Pri samoopelivych rastlinach méze az 80% oplodnenych
vajicok dozriet (WIENS et al., 1987). Jednou z pricin mot’e byt’ aj ,rivalita“ medzi vajickami, ktora reguluje aj
samotné pletivo semennika. V in vitro podmienkach je vplyv environmentalnych podmienok eliminovany
a cestou gynogenézy je mozné ziskat' dihaploidné fertilné rastliny vo vel'mi kratkom case.

Pocas indukcie gynogénneho vyvinu v in vitro kultire semennikov 'anu vo vicsine pripadov pravdepodobne
doslo k spontannej diplodizacii v ranom S$tadiu. Je zndme, Ze podobne k diploidizacii dochadza pri indukcii
tvorby kalusu odvodeného z mikrospdr v kulture pelnic 'anu. Opakovanymi subkultivaciami indukovanych
kalusov sa stabilizovala ich kompaktna konzistencia, aj ich forma a stimulovala sa tvorba vyhonov i embryam
podobnych §truktir. Jemnozrnita Struktira sa zachovavala. Zelena farba kalusov postupne prevazovala nad Zltou.
Kalusové kultary, ako je to v pripade kalusov pochadzajucich z kultiry pel'nic a semennikov 'anu (OBERT et
al., 2004), st geneticky nestabilné systémy, v ktorych sa silne prejavuje somaklondlna variabilita v obsahu DNA.
Somaklonalna variabilita predstavuje taki geneticku variabilitu, ktora vznika in vivo v réznych adventivnych
meristémoch rastlin, ako aj vin vitro pestovanych somatickych bunkéach, v bunkach kalusov, alebo
v jednobunkovych systémoch. Hoci mechanizmy vzniku tejto variability eSte nie st zname, predpoklada sa, ze
prave pritomnost’ rastovych latok v kulture in vitro indukuje karyologické zmeny, ako aj zmeny regulacie génov,
transpozony, modifikacie metylacnych zmien na DNA, vyskyt mutacii majorgénov a minorgénov atd’. Jej vznik
vSak zavisi nielen od zloZenia média, ale aj od doby kultivacie in vitro, pretoze bunky kalusu maji tendenciu
zvySovat’ ploidiu v kultire (MILTON CONSTANTIN, 1981).

Zaver

V sledovanom pripade kultiry izolovanych semennikov sme pozorovali, ze regeneracia bola zavisla od
genetickej predispozicie pouzitych kultivarov. Uinnost regeneracie bola nizka, ¢o je mozné zdévodnit
zvySujucou sa ploidiou buniek v kaluse, pretoze prebichala prednostne z diploidnych buniek cestou
organogenézy. Haploidny povod a zmeny v expresii proteinov na regenerantoch boli d’alej analyzované na
Girovni proteinov (BARTOSOVA et al., 2005).
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Obr. 2 Histologicky rez organogénnym kalusom
~ (Viking).

L. 1

Obr. 3 a, b Karyologia regenerantov (zv. 100x). Haploidna bunka genotypu Viking (a) v metafaze mitozy a
dihaploidna bunka AC Emerson (b) v anafaze mitdzy.
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Obr. 4 Embryu podobna $truktura na regenerujucom
segmente semennika (genotyp AC Emerson).
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Obr. 5 Ploidia buniek kalusu tmavozelenej farby (n=30
chromozomov): 2n (1; 21,7%), vnatorny Standard
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EFEKT IONOV KADMIA NA POLYMORFIZMUS ENZYMOV KLICENCOV
KUKURICE SIATEJ (ZEA MAYS L.)
EFFECT OF IONS OF CADMIUM ON THE ENZYME POLYMORPHISM IN
SEEDLINGS OF MAIZE (ZEA MAYS L.)

Pavol MUDRY — Marian DRAGUN

During 2005 - 2008 we have devoted attention to influence of different concentrations of cadmium ions (0, 15, 60, 240 and
960 umol.dm™ in full Hoagland solutions) on enzyme polymophism of ten enzymes — acid phosphatase (ACP), alcohol
dehydrogenase (ADH), CAT—catalase, DIA—diaphorase, GOT-glutamateoxaloacetatetransaminase, isocitrate
dehydrogenase (IDH), malate dehydrogenase (MDH), 6-phosphogluconate dehydrogenase (PGD), phosphoglucoisomerase
(PGI) and phosphoglucomutase (PGM) — in coleoptiles (5 days cultivation), in leaf blades of developed leaves and in the
central parts of primary root systems of seedlings (14 days of cultivation) of two self-pollinated maize (Zea mays L.) lines
and their single-cross. From analyses and their genetical interpretation resulted: a) the biological material was
homogeneous on the basis of enzyme polymorphism, self-pollinated lines had homozygous constitution in each analysed locus
and hybrid had three loci (Acpl: 2/4, 1dh2: 4/6 and Pgdl: 2/3.8) with heterozygous constitution, b) ions of cadmium
negatively influenced seedling growth and development, concentration of 960 umol.dm™ Cd was toxic and stopped further
growth and development of maize seedlings after five days cultivation, c) the coincidence of constitutions in all analysed loci
responsible for enzyme polymorphism expression supported their genotypic, organ and ontogenetic stability at high doses of
cadmium ions (Table I and 2).

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

Uvod

Polymorfizmus enzymov Zivych systémov je znamy uz pat’ desatroci. Prakticky pri vSetkych organizmoch
s vlastnym systémom enzymov mozno predpokladat existenciu polymorfizmu enzymov. Geneticka
podmienenost  biosyntézy, kodominantna expresia génov a dostato¢ny rozsah variability do zna¢nej miery
ovplyviiuju ich vyskum v teoretickych a aplikacnych oblastiach. Jednou z aplikacnych oblasti najcastejSieho
vyuzitia polymorfizmu enzymov je ich aplikdcia ako molekularnych markerov genotypovej identity
a homogenity. V tomto pripade zvlast' doleziti ulohu zohrava Standardizécia podmienok analyz vo vztahu ku
kultivaénym podmienkam a k ontogenetickému stavu biologickej vzorky.

Kukurica siata (Zea mays L.) patri k nas§im kl'aCovym pol'nohospodarskym plodindm a je po pSenici a ryzi
tretou najvyznamnejSou plodinou z celosvetového hladiska. K vyznamnym exogénnym faktorom ovplyviujucim
rast a vyvin pol'nohospodarskych plodin vSeobecne, a teda aj ich produkénych schopnosti, patria xenobiotika
(cudzorodé latky), ku ktorym patria aj tazké kovy (hlavne Cd, Pb, Hg, Ni, Zn, Cu). Toxicita iénov tazkych
kovov mdze byt spdsobena vizbou kovov na sulfanylové skupiny v proteinoch (vratane enzymov), o sa prejavi
inhibiciou aktivity enzymov alebo porusenim ich Struktary (VAN ASSCHE, CLIJSTERS 1990). Inhibicia
enzymov toxickymi kovmi mdze byt’ spdsobena maskovanim katalyticky aktivnych skupin alebo denaturaciou
bielkovin. Okrem toho nadbytok toxickych kovov moze stimulovat formovanie radikalov a reaktivnych
kyslikovych skupin (DIETZ et al., 1999; GALLEGO et al., 1996).

Kadmium je neesencialnym prvkom pre rastliny (VERKLELJ, SCHAT 1990) ajednym z potencialne
najrizikovejsich kovovych polutantov, pretoze je extrémne toxicky pre rastliny, zivo¢ichov a l'udi (CIESLINSKI
et al. 1996). Zmeny aktivity enzymov v skorych etapach rastu a vyvinu kukurice vyvolané vyS$imi
koncentraciami kadmia su rozsiahlo Studované a publikované. Na druhej strane vsak je potrebné poznamenat,
7e sa venuje malo pozornosti biochemickej a ekofyziologickej ulohe a vyznamu multiplicity enzymov vo vztahu
k vys8im koncentraciam kadmia (napr. vo vztahu k rezistencii kultivarov).

Hlavnym cielom naSej experimentalnej prace bolo: a) uskutoCnit’ analyzu a geneticki interpretaciu
polymorfizmu vybranych druhov enzymov kukurice, b) overit’ vhodnost’ pouZitia Standardizovanej metody aj na
organoch kukurice inych ako je koleoptila, c) vyhodnotit’ vplyv kadmia v kultivacnom médiu vo vztahu ku
genotypom a analyzovanym rastlinnym orgédnom v sledovanom useku ontogenézy, d) vyhodnotit’ bioindikacny
vyznam polymorfizmu vybranych enzymov vo vzt'ahu k pdsobeniu i6nov kadmia.

Material a metody

V rokoch 2005-2008 sme uskuto¢nili analyzy polymorfizmu enzymov dvoch rodicovskych samoopelivych
linif L&. 3098 () a L&. 3150 (&) aich dvojliniového hybrida Sc 3098 x 3150 kukurice siatej (Zea mays L.),
ktorych biologicku identitu garantovala a pre experimentalnu pracu poskytla slovenska firma Sempol Holding a.
s., Trnava (Ing. Miloslav Masnica, PhD.). Analyzu a geneticka interpretaciu polymorfizmu enzymov sme
uskutoc¢nili $tandardizovanou metddou horizontalnej elektroforézy na Skrobovom géle (STUBER a kol., 1988).
Klicenie zfn trvalo pat dni anésledna kultivacia klicencov strnast’ dni v termostate na filtracnom papieri
v Petriho miskach za tmy a pri teplote 25 °C. Experimentalne varianty reprezentovali klicence kultivované
v 12,5 ml plného Hoaglandovho roztoku bez aspridavkom kadmia vo forme Cd(NO;),.4H,0, ato v
koncentraciach: 0, 15, 60, 240 a 960 pumol.dm™. Po piatich dioch kultivicie analyzované vzorky tvorili
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koleoptily (11 mm dlhé segmenty), po Strnastich diioch casti listovych Cepeli primarnych listov (150 mg) a
stredné useky primarnych korenovych systémov (250 mg).

Analyzy polymorfizmu kyslej fosfatazy (ACP, E.C. 3.1.3.2) a malatdehydrogenazy (MDH, E.C. 1.1.1.37)
sme uskutoc¢nili v systéme tlmivého roztoku B (L-histidin a kyselina citronova, pH 5,7), alkoholdehydrogenazy
(ADH, E.C. 1.1.1.1), katalazy (CAT, E.C. 1.11.1.6) a glutamat-oxaloacetattransaminazy (GOT, E.C. 2.6.1.1)
v systéme C (kyselina borita a hydroxid litny, pH 8,3), diaforazy (DIA, E.C. 1.6.99.2) v systémy F (trizma
zasada a kyselina citronova, pH 7,0), izocitratdehydrogenazy (IDH, E.C. 1.1.1.42), 6-
fosfoglukonatdehydrogenazy (PGD, E.C. 1.1.1.44), fosfoglukoizomerazy (PGI, E.C. 5.3.1.9) a
fosfoglukomutazy (PGM, E.C. 2.7.5.1) v systéme D (L-histidin a kyselina citrénové, pH 6,5).

Vysledky a diskusia

Z vizualneho hodnotenia experimentalneho biologického liniového a hybridného materialu vyplynulo, ze
pritomnost’ iénov kadmia v zivnom médiu negativne ovplyvnila klicenie, rast a vyvin kli¢encov kukurice,
pri¢om vplyv bol evidentnejsi po 14-dnovej kultivacii a varianty hybrida boli menej citlivé. Na vyvijajucich sa
organoch boli evidentné nekrotické zmeny pri koncentricidch 240 a 960 umol.dm™ Cd. Koncentricia 960
umol.dm™ Cd bola extrémne toxickou na rast a vyvin korefiovej sustavy i klicka kli¢iacich rastlin a zablokovala
d’alsi rast a vyvin organov, preto ich po Strnastich ditoch nebolo mozné pouzit’ na analyzu (klicok mal iba 6 cm,
neboli vyvinuté listy a korefiova sustava). V naSich experimentdlnych podmienkach kultivacia kli¢encov po
piatich ditoch pri koncentracii 960 umol.dm™ Cd bola neperspektivna. Po §trnastich ditoch kultivacie varianty
s koncentraciou 0, 15, 60 a 240 pmol.dm™ Cd maju vyvinuté korene i listy, ale organy kli¢encov variantu
s koncentraciou 240 pmol.dm™ Cd boli priblizne o polovicu kratsie.

Vyznamna Cast’ vedeckych prac riesi vztah rastlinného organizmu k toxickym iénom tazkych kovov na
urovni zmeny aktivity, resp. koncentracie kliCovych enzymov latkového a energetického metabolizmu.
Stratégia rastlinnych druhov v reakcii na pritomnost’ i6nov tazkych kovov v prostredi (prijem, transport,
detoxikacia, bioakumulacia, remedidcia) vo vzt'ahu k enzymom nie je jednotna, ba Casto protichodna. V tomto
smere existujii medzidruhové, vnutrodruhové a interorganové rozdiely, na ktoré sme poukazali v praci MUDRY
et al. (2007). Z hladiska aplikacného chybaju vedecké prace, ktoré by riesili zmeny kvalitativneho zastapenia
enzymov a zmeny aktivit izoforiem tychto enzymov vo vztahu k pdsobiacim iénom toxickych kovov aich
dopad na produkéné schopnosti pol'nohospodarskych plodin.

Vysledky analyz aich genetickej interpretdcie su uvedené v tabulke 1 a2. Znich vyplyva, ze vzorky
rodicovskych liniovych materidlov a ich dvojliniového hybrida sit homogénne a identické na zéklade porovnania
fingerprintov z predoslych analyz. Samoopelivé linie vo vSetkych analyzovanych lokusoch majii homozygotnii
konstituciu, kym ich dvojliniovy hybrid ma tri lokusy s heterozygotnou konstitaciou Acpl: 2/4, 1dh2: 4/6
a Pgdl: 2/3.8. Tym spiiaju kritéria linii a hybridov aj z hladiska biochemickej diverzity. Ostatné analyzované
lokusy (Adhl, Mdhl, 2, 3, 4, 5, Mmm, Idhl, Pgd2, Pgil, Pgml a2) st vo vSetkych vzorkach monomorfné.
Nedochadza ku kvalitativnym zmenam v zastipeni izoenzymov v analyzovanych lokusoch a nezaznamenali sme
ani expresiu inych lokusov analyzovanych druhov enzymov, napriek pouzitym extrémnym davkam Cd v Zivnom
médiu. To vSak nevyluuje zmeny na urovni koncentracii, resp. aktivit detekovanych izoforiem. Na
interorganovej Urovni sme tieZ nezaznamenali ziadne vyraznejSie zmeny. Zhodnost’ konstiticie analyzovanych
lokusov zodpovednych za expresiu polymorfizmu enzymov potvrdzuje ich genotypovu, organovu
a ontogeneticku stabilitu aj za posobenia vysokych davok i6nov kadmia.

Zaver

Praca prinasa a hodnoti vysledky vplyvu réznych davok kadmia v Hoaglandovom zivnom roztoku na
polymorfizmus siedmich druhov enzymov. Z nich vyplyva, Ze zvoleny $tandardizovany metodologicky postup
analyzy polymorfizmu enzymov mozno uspesne pouzit’ aj v neskorSich fazach ontogenézy rastlin kukurice.
Vysledky potvrdili negativny vplyv ionov kadmia v Zivnom médiu na rast a vyvin klicencov kukurice, ktory nie
je sposobeny zmenou kvalitativneho zastiipenia izoforiem. Z toho vyplyva, Ze polymorfizmus enzymov
studovanych lokusov kukurice nie je bioindikatorom posobenia toxického pdsobenia idnov kadmia.

Podakovanie: Vyskum bol podporeny Vedeckou grantovou agentiirou MS SR a Slovenskou akadémiou vied
(VEGA projekt ¢. 1/3489/06).
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Tabulka 1: Polymorfizmus enzymov (ACP, ADH, CAT, DIA a MDH) organov kli¢encov troch genotypov kukurice siatej
(Zea mays L.) kultivovanych pri r6znych koncentraciach kadmia

Genotyp Koncentracia Cd  Po¢. anal.. Enzymy, lokusy a alely
Organ (umol.dm™) vzorick ACP ADH CAT DIA MDH
Doba kli¢enia Acpl Adhl Cat3 Dial 2 Mdhl 2 3 4 5 Mmm
L¢&. 3098 (9) 5 dni kli¢enia (10)
koleoptila (7) 0 1 2 4 9 8 4 6 3 16 12 12 M
koleoptila 15 1 2 4 9 8 4 6 3 16 12 12 M
koleoptila 60 1 2 4 9 8 4 6 3 16 12 12 M
koleoptila 240 1 2 4 9 8 4 6 3 16 12 12 M
koleoptila 960 1 2 4 9 8 4 6 3 16 12 12 M
L&. 3150 (&) 5 dni kli¢enia
koleoptila 0 1 4 4 9 8 4 6 3 16 12 12 M
koleoptila 15 1 4 4 9 8 4 6 3 16 12 12 M
koleoptila 60 1 4 4 9 8 4 6 3 16 12 12 M
koleoptila 240 1 4 4 9 8 4 6 3 16 12 12 M
koleoptila 960 1 4 4 9 8 4 6 3 16 12 12 M
Sc L¢. 3098 x Lé. 3150 S dni klicenia
koleoptila 0 1 2/4 4 9 8 4 6 3 16 12 12 M
koleoptila 15 1 2/4 4 9 8 4 6 3 16 12 12 M
koleoptila 60 1 2/4 4 9 8 4 6 3 16 12 12 M
koleoptila 240 1 2/4 4 9 8 4 6 3 16 12 12 M
koleoptila 960 1 2/4 4 9 8 4 6 3 16 12 12 M
L¢&. 3098 (9) 14 dni kli¢enia (11)
vyvinuty list (8) 0 1 2 4 9 8 4 6 3 16 12 12 M
vyvinuty list 15 1 2 4 9 8 4 6 3 16 12 12 M
vyvinuty list 60 1 2 4 9 8 4 6 3 16 12 12 M
vyvinuty list 240 1 2 4 9 8 4 6 3 16 12 12 M
L&. 3150 (3) 14 dni kli¢enia
vyvinuty list 0 1 4 4 9 8 4 6 3 16 12 12 M
vyvinuty list 15 1 4 4 9 8 4 6 3 16 12 12 M
vyvinuty list 60 1 4 4 9 8 4 6 3 16 12 12 M
vyvinuty list 240 1 4 4 9 8 4 6 3 16 12 12 M
Sc L¢. 3098 x L¢. 3150 14 dni klicenia
vyvinuty list 0 1 2/4 4 9 8 4 6 3 16 12 12 M
vyvinuty list 15 1 2/4 4 9 8 4 6 3 16 12 12 M
vyvinuty list 60 1 2/4 4 9 8 4 6 3 16 12 12 M
vyvinuty list 240 1 2/4 4 9 8 4 6 3 16 12 12 M
L¢&. 3098 (9) 14 dni kli¢enia
korefiovy systém (9) 0 1 2 4 9 8 4 6 3 16 12 12 M
korefiovy systém 15 1 2 4 9 8 4 6 3 16 12 12 M
korenovy systém 60 1 2 4 9 8 4 6 3 16 12 12 M
korefiovy systém 240 1 2 4 9 8 4 6 3 16 12 12 M
L&. 3150 (3) 14 dni klicenia
korenovy systém 0 1 4 4 9 8 4 6 3 16 12 12 M
korefiovy systém 15 1 4 4 9 8 4 6 3 16 12 12 M
korefiovy systém 60 1 4 4 9 8 4 6 3 16 12 12 M
korenovy systém 240 1 4 4 9 8 4 6 3 16 12 12 M
Sc L¢. 3098 x Lé. 3150 14 dni klicenia
korefiovy systém 0 1 2/4 4 9 8 4 6 3 16 12 12 M
korenovy systém 15 1 2/4 4 9 8 4 6 3 16 12 12 M
korefiovy systém 60 1 2/4 4 9 8 4 6 3 16 12 12 M
korenovy systém 240 1 2/4 4 9 8 4 6 3 16 12 12 M
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Tabulka 2: Polymorfizmus enzymov (GOT, IDH, PGD, PGI a PGM) organov kli¢encov troch genotypov kukurice siatej
(Zea mays L.) kultivovanych pri réznych koncentraciach kadmia

Genotyp Koncentracia Cd Po¢. anal. Enzymy, lokusy a alely
Organ (nmol.dm™) vzoriek GOT IDH PGD PGI PGM

Doba kli¢enia Gotl 2 3 1dh1 2 Pgd1 2 Pgil Pgm1 2
L¢&. 3098 (9) 5 dni kli¢enia
koleoptila 0 1 4 4 4 4 6 3.8 5 4 9 4
koleoptila 15 1 4 4 4 4 6 3.8 5 4 9 4
koleoptila 60 1 4 4 4 4 6 3.8 5 4 9 4
koleoptila 240 1 4 4 4 4 6 3.8 5 4 9 4
koleoptila 960 1 4 4 4 4 6 3.8 5 4 9 4
L& 3150 (&) 5 dni kli¢enia
koleoptila 0 1 4 4 4 4 4 2 5 4 9 4
koleoptila 15 1 4 4 4 4 4 2 5 4 9 4
koleoptila 60 1 4 4 4 4 4 2 5 4 9 4
koleoptila 240 1 4 4 4 4 4 2 5 4 9 4
koleoptila 960 1 4 4 4 4 4 2 5 4 9 4
Sc LE. 3098 x LE. 3150 5 dni kli¢enia
koleoptila 0 1 4 4 4 4 4/6 2/38 5 4 9 4
koleoptila 15 1 4 4 4 4 4/6 2/38 5 4 9 4
koleoptila 60 1 4 4 4 4 4/6 2/38 5 4 9 4
koleoptila 240 1 4 4 4 4 4/6 2/38 5 4 9 4
koleoptila 960 1 4 4 4 4 4/6 2/38 5 4 9 4
L¢&. 3098 (9) 14 dni kli¢enia
vyvinuty list 0 1 4 4 4 4 6 38 5 4 9 4
vyvinuty list 15 1 4 4 4 4 6 38 5 4 9 4
vyvinuty list 60 1 4 4 4 4 6 3.8 5 4 9 4
vyvinuty list 240 1 4 4 4 4 6 38 5 4 9 4
L& 3150 (&) 14 dni kli¢enia
vyvinuty list 0 1 4 4 4 4 4 2 5 4 9 4
vyvinuty list 15 1 4 4 4 4 4 2 5 4 9 4
vyvinuty list 60 1 4 4 4 4 4 2 5 4 9 4
vyvinuty list 240 1 4 4 4 4 4 2 5 4 9 4
Sc L¢. 3098 x Lé. 3150 14 dni klicenia
vyvinuty list 0 1 4 4 4 4 4/6 2/38 5 4 9 4
vyvinuty list 15 1 4 4 4 4 4/6 2/38 5 4 9 4
vyvinuty list 60 1 4 4 4 4 4/6 2/38 5 4 9 4
vyvinuty list 240 1 4 4 4 4 4/6 2/38 5 4 9 4
L¢&. 3098 (9) 14 dni kli¢enia
koreniovy systém 0 1 4 4 4 4 6 3.8 5 4 9 4
koreniovy systém 15 1 4 4 4 4 6 3.8 5 4 9 4
korenovy systém 60 1 4 4 4 4 6 3.8 5 4 9 4
korenovy systém 240 1 4 4 4 4 6 38 5 4 9 4
L& 3150 (&) 14 dni kli¢enia
koreniovy systém 0 1 4 4 4 4 4 2 5 4 9 4
korenovy systém 15 1 4 4 4 4 4 2 5 4 9 4
koreniovy systém 60 1 4 4 4 4 4 2 5 4 9 4
koreniovy systém 240 1 4 4 4 4 4 2 5 4 9 4
Sc L¢. 3098 x L. 3150 14 dni klicenia
koreniovy systém 0 1 4 4 4 4 4/6 2/38 5 4 9 4
korenovy systém 15 1 4 4 4 4 4/6 2/3.8 5 4 9 4
korenovy systém 60 1 4 4 4 4 4/6 2/38 5 4 9 4
koreniovy systém 240 1 4 4 4 4 4/6 2/38 5 4 9 4
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MAPOVANI GENOMU V RAMCI KOMPLEXU FESTUCA-LOLIUM
GENOME MAPPING WITHIN THE FESTUCA-LOLIUM COMPLEX

David KOPECKY — Jan BARTOS — Jaroslav DOLEZEL

Species within the Festuca-Lolium complex are agronomically important. The intergeneric hybrids Festuca % Lolium may
combine desirable characters of their parents and the Festulolium cultivars are very popular as forage and turf. Due to
permissive chromosome pairing, meiosis in such hybrids is regular with high frequency of intergeneric recombination.
Parental chromosomes can be readily distinguished in Loliuum — Festuca hybrids by genomic in situ hybridization (GISH).
However, GISH has a defined limit of resolution and cannot identify small intergenomic exchanges. To increase the
resolution level in tracking intergenomic recombination in Festuloliums, we have developed a DArT (Diversity Array
Technology) chip for five important species of the complex (F. pratensis, F. arundinacea, F. glaucescens, L. perenne and L.
multiflorum). In the first marker discovery experiment performed with 40 genotypes per species (with the exception of F.
glaucescens for which only 7 genotypes were used) we identified 2638 markers of which 631 are specific for Festuca and 517
for Lolium. To allocate these DArT markers to individual chromosomes and chromosome bins of F. pratensis, we have
developed a series of seven single chromosome substitution and recombinant lines of F. pratensis in tetraploid L.
multiflorum. The use of recombination lines with different length of introgressed Festuca chromosome segments enabled
mapping DArT markers to particular chromosome regions. The resources developed in this work will facilitate development
of genetic maps in Festuca and Lolium and the analysis of genomic constitution and its evolution during breeding the
Festuca x Lolium hybrids.

Key words: introgression, meiosis, DArT chip, grass breeding, Lolium x Festuca, genomic in situ hybridization

Uvod

Jilek mnohokvéty (Lolium multiflorum Lam.) a jilek vytrvaly (Lolium perenne L.) jsou ¢asto vyuzivany jako
picninové a travnikové travy zejména pro jejich rychly vyvin na jafe, vysoky obsah nutri¢nich latek, dobrou
stravitelnost, tmaveé zelenou barvu a uniformitu. Jejich velkou slabinou je vSak relativné nizka tolerance k
riznym abiotickym i biotickym stresim. Vesmés reciprokymi vlastnostmi k obéma jilkim se vyznacuji druhy
kostitav (JAUHAR, 1993). Ve slechténi se nejCastéji vyuziva kostfava luéni (Festuca pratensis) a kostfava
rakosovita (Festuca arundinacea). Zastupci obou rodi se spolu mohou kfizit z vzniku fertilnich hybridi, které
souhrnné oznacujeme jako Festulolium. Jejich genomové sloZeni (zastoupeni rodi¢ovskych genomu) lze zjistit
nékolika metodami. Jako velice efektivni se ukazala genomové in situ hybridizace (GISH), ktera umoziuje
vizualizovat rodi¢ovsky chromatin na metafaznich chromozémech hybrida (KOPECKY et al. 2008a). Tato
metoda ale narazi na rozliSovaci limity, které mohou byt i nékolik Mb (LUKASZEWSKI et al., 2005). Takto
velké a mensSi segmenty chromozému introgresované z jednoho rodi¢e do druhého nemusi byt spolehliveé
identifikovany. Dalsi moznosti uréeni genomového slozeni hybrida je vyuziti molekularnich markert. Cela fada
markert je k dispozici pro oba druhy jilku (HAYWARD et al., 1998; HIRATA et al., 2006), bohuzel pomérné
malé mnozstvi marker( bylo dosud odvozeno pro kostfavy (ALM et al., 2003). Z tohoto diivodu jsme vytvofrili
DATT chip a na této studii demonstrujeme jeho pouziti.

Material a metody

Pro tento projekt bylo pouzito 40 genotypt (odrid a ekotyptt) z kazdého druhu L. perenne, L. multiflorum, F.
pratensis, F. arundinacea a 7 genotypt F. glaucescens. Z téchto polozek byl vytvofen DArT chip (blizsi
informace na www.diversityarrays.com).

Pro ukotvovani DArT marker( na jednotlivé chromozomy jsme pouzili substitu¢ni linie, kde v tetraploidnim
jilku (L. multiflorum) byl nahrazen jeden chromozom jilku homeolognim chromozémem kostiavy (F. pratensis).
Vsech sedm linii (pro v8ech sedm chromozémui F. pratensis) bylo dale zpétné ktizeno s tetraploidnim jilkem a
bylo ziskano cca 30 rekombinacnich linii srizné¢ dlouhymi rekombinovanymi segmenty chromozomu F.
pratensis. Ctrnact rekombina¢nich linii pro chromozém N (homeologni chromozém 3 v chromozémové
nomenklatufe Triticeae) bylo pouzito k pilotni studii detailniho ukotvovani DArT markeri na jednotlivé
segmenty chromozoému (,,biny*).

Pro zjisténi jedine¢nosti substitu¢nich linii byly pouzity metoda GISH a FISH (fluorescenéni in situ
hybridizace). Pro tyto cytologické analyzy byly odebrany kotfenové Spicky jednotlivych rostlin rostoucich
v hydroponickém roztoku. Kofenové Spicky byly umistény ve zkumavkach s ledovou vodou po 26-28 hodin a
pak pieneseny do fixaze (absolutni alkohol a ledova kyselina octova v poméru 3:1). Pro genomickou in situ
hybridizaci byl pouzit protokol MASOUDI-NEJAD et al. (2002). Jako sonda byla pouzita DNA kostfavy lu¢ni
znacena digoxigeninem. DNA jilkd byla pouzita jako blokovaci DNA. Standardni pomér sondy a blokovaci
DNA byl 1:150. Detekce hybridiza¢niho signalu byla provedena Anti-DIG-FITC konjugatem a chromozémy
byly podbarveny pomoci propidium jodidu. Po zjisténi ptitomnosti jednoho substituovaného chromozomu F.
pratensis byl mikroskopicky preparat vymyt podle metod SCHWARZACHER a HESLOP-HARRISON (2000) a
pro dalsi hybridizaci byla pouzita trojice sond (45S-rDNA, 5S-rDNA a BAC klon 1G18), ktera umoziuje
identifikovat viech sedm chromozéma F. pratensis (Obr. 1; KOPECKY et al., 2008b).
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Vysledky a diskuze

Z celkového mnozstvi 7680 sond odvozenych z metyl-filtrovanych genomovych reprezentaci bylo ziskano
2638 polymorfnich DArT markerd. Z téchto markerti bylo 631 specifickych pro rod Festuca a 517 specifickych
pro rod Lolium (viz Obr. 2). Pomoci subsitu¢nich linii bylo identifikovano 272 markert specifickych pro
jednotlivé chromozémy kostfavy luéni. Tyto markery jsou chromozémové i druhové (pro F. pratensis)
specifické a 1ze je snadno aplikovat pii analyze hybridd. Pomoci rekombinacnich linii chromozému 3 byla
demonstrovana moznost ukotveni chromozémové a druhové specifickych markerti na jednotlivé chromozémové
biny (viz Obr. 3). Z celkového poctu 14 linii se podafilo sestavit 9 chromozémovych bind, které obsahuji 1-8
DArT markeri.

Ve spojeni s analyzou mapovaci populace F. pratensis bude mozné ur¢it fyzickou i genetickou polohu
jednotlivych markerd. To zajisti potiebné predpoklady pro uspésné fyzické a genetické mapovani daného druhu.
Podobnou strategii mapovani presentovali KING et al. (20006), kteti takto lokalizovali AFLP, RFLP a SSR
markery ukotvené na genetické mapé. Velkou vyhodou DArT markert je jejich velké mnozstvi a velmi nizka
cena za ,,datapoint™.

Zavér

Tato prace demonstruje perspektivni metodu urceni genomového slozeni riznych hybrida v rimci komplexu
Festuca-Lolium pomoci DArT markert. Vytvofeni znaéného mnozstvi molekularnich markert
umozni identifikaci markert v té€sné vazbé na agronomicky vyznamné znaky, jejich umisténi na genetické mapé
a fyzickou lokalizaci na chromozémy pomoci rekombinacnich linii.
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Karyotype of Festuca pratensis based on FISH

Chromosome 4 23 Chrom me 7 Chromosome 5 Chromosome 2 Chrom B Chromosome 1

Chromosome A e Chran me & Chromos Chromosome B Chrom me F - Chromosome G

Obrazek 1: Karyotyp kostiavy lu¢ni (Festuca pratensis Huds.). Morfologie chromozém a fluorescencni in situ
hybridizace tii sond (45S-rDNA, 5S-rDNA a BAC klon 1G18) umoznila identifikaci vSech sedmi chromozomi
tohoto druhu.

Festuca spp. Lolium spp.
631 DArT markers 517 DArT markers

L. multifiorum

a3

F. pratensis

63

L. perenne

Obrazek 2: Rodové a druhové specifické DArT markery vyvinuté v ramei tohoto projektu.
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Chromosome N (3)

561745

556603
557295
557534

557205
557362
555479

557470
557890
556843
557435
557524
557568
557769
556816

555899
556939
555634
556618
557646
557659
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556741
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557178
557528

557900

555216
556600
556711
556712
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o

Obrazek 3: DArT markery ukotvené na jednotlivé biny chromozému N (chromozém 3 v chromozémové
nomenklatute Triticeae).
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VARIABILITA MIKROSATELITNiCH MARKERU U POPULACE PLANYCH
FOREM CHMELE
MICROSATELLITE MARKERS VARIABILITY IN POPULATION OF WILD HOPS

Jakub VASEK — Pavel VEJL — Vladimir NESVADBA — Daniela CILOVA — Jana ZOUFALA

Hop (Humulus lupulus L.) is dioecious, perennial climbing plant belongs to family Cannabaceaes. It is essential for brewing
industry because of large amount bitter substances and other (polyphenolic etc.) substances. To study genetic diversity and
variability between two populations of wild hops and hybrid progeny it was analyzed 159 genotypes by two microsatellite
markers. It was identified total of 15 polymorphic alleles (5 for locus HIGA3 and 10 for locus HIGA4) with an average 7,5
allele per locus. The average Hp was 0,623 (for Vinaricka hora) and 0,641 (hybrid progeny). The study has showed higher
genetic diversity of population Vinarickda hora against population of hybrid progeny, though there were only slighty
differences in average heterozygosity over all loci. Nine polymophic alleles has proven that population Vinarickda hora is
really natural population created by more than two parent’s components. Also it was found that four genotypes of hybrid
progeny — 111, 141, 182 and 241 don 't have any of declared father’s alleles.

Key words: hop (Humulus lupulus L.), microsatellites, genetic diversity, allelic polymorphism

Uvod

Mikrosatelity neboli SSR (Simple Sequence Repeat) jsou kratké (1-5 bp) opakujici se sekvence DNA. Jejich
charakteristickym znakem je vyskyt v eukaryotnich organismech, ndhodné rozprostfeni v celém genomu a
vysoka variabilita [14]. Pfepoklada se, Ze tato variabilita je zptisobena rozdilem v délce opakujici se sekvence,
kterou lze snadno detekovat pomoci polymerazové fetézové reakce (PCR). Mikrosatelity jsou kodominantni,
multialelické a polymorfni [10]. Diky témto vlastnostem se povazuji za vysoce informativni a pfesné, prestoze
muze dochazet k chybné interpretaci vysledkut [11].

V soucasné dobé¢ jsou tyto markery Siroce rozsifené v riznych oblastech genetického vyzkum nejen u rostlin.
Jejich vyuziti saha od charakterizace jednotlivych genotypt, genetického fingerprintingu, ur¢ovani piibuznosti,
pfes mapovani genomu, studia variability azZ po rizné populacni studie.

Chmel (Humulus lupulus L.) je dvoudoma, vytrvala rostlina fazena do celedi Cannabaceae. Je esencialné
nezbytnou rostlinou pfedev§im pro pivovarnicky primysl, ktery zpracovava chmelové hlavky s vysokym
obsahem tzv. hotkych latek a dalSich, které ovliviji chut' vysledného produktu. Pro uspésné Slechténi je
nezbytné shromazdit velké mnoZstvi co nejvariabilnéjsiho genetického materialu k zvyseni pravdépodobnosti
ziskani genotypl pozadovanych vlastnosti. Nezbytnou soucasti je také presna charakterizace genetickych zdroja
z hlediska vzajemné ptibuznosti posuzujici kulturni a plané chmely navzajem [4];[13] a také z hlediska genetické
diverzity chmelti z riznych oblasti [12]. Se zvySujicim se uplatnénim planych chmelii jakozto donort
pozadovanych vlastnosti a zdjmem o poznani vyvoje chmele jako takového, naristd také potfeba studii
zaméfenych na evoluci [7].

Cilem prace byla optimalizace a aplikace dvou mikrosatelitnich marker k zjisténi variability a vzajemné
pribuznosti mezi populaci chmelt zamérného kiiZeni a izolované populace planého chmele.

Material a metody

Rostlinny material

Prvni testovanou populaci bylo 120 rostlin z kombinacniho kiizeni provadéného v Chmelaiském institutu
s.r.o. v Zatci. Matefskou komponentou byl genotyp s oznadenim 4715. Jednad se o novoslechténi &eského
puvodu, které je v registracnim fizeni s navrzenym jménem Vital. Otcovskou komponentou byl hybrid 00/15.
Potomci byli znaceni tfimistnym ¢islem dle evidence Chmelatrského institutu. Mezi testované genotypy patfily
tyto: ¢.111-129, 131-139, 141-161, 163-193, 208, 210-225, 228-248.

Druha testovana populace planych chmeld byla ziskana sbérem v oblasti Vinafické hory, ktera se nachazi
v katastru obce Tiebichovice ve stfednich Cechach. Vinaficka hora (50° 11’severni $itky, 14° 04" vychodni
délky, 358 m n. m.) Lokalita je situovana na uboci tietihorniho stratovulkanu. Populace se vyskytovala na plose
pfiblizné 60 m”. Rostliny vytvaiely sou¢ast ekologického stanoviité spoleéné se stromy a kefi rodu Prunus,
Acer, Ligustrum a Crataegus. V rdmci této populace byly odebirany rostliny, které vykazovaly znaky
jednoletych semenaci. Z obrazku 1 vyplyva, ze nejblizsi lokality s komer¢né péstovanym chmelem se nachazely
ve vzdalenosti 12 km (Zlonice), 16 km (Tftice) a 20 km (Veltrusy). Z historickych zaznamii rovnéz nevyplyva,
ze by v této lokalité byl péstovan chmel. Lze tudiz predpokladat, ze se nejedna o zplan€lé formy chmele.
Celkove bylo testovano 39 rostlin z této oblasti (VH 1-38, VH 40).
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Obrazek 1: Mapa oblasti Vinaficka hora: zvyraznéné jsou vzdalenosti nejblizsich lokalit s komer¢né péstovanym
chmelem

Izolace, amplifikace a separace DNA

DNA byla izolovana z mladych listd kitem DNAsy Plant Mini Kit (Qiagen, SRN), pfi€emz na zacatku
izolace bylo pifidano 100 mg polyvinylpyrrolidonu (PVP). Z divodu vysokého obsahu inhibi¢nich latek bylo
nutné u nékterych genotypi izolacni postup opakovat a upravit pfidainim 20% roztoku PVP pted aplikaci AP2
pufru a tzv. odsolovaciho pufru [5] pfed aplikaci AW pufru. Variabilita byla testovana pomoci SSR metody,
ptic¢emz byly pouzity 2 pary primert pro lokus HIGA3 a HIGA4 [3]. Reakéni smés o celkovém objemu 12,5 pl
obsahovala 80 ng DNA a 0,5 U Tag polymerasy (Boehringer Mannheim, SRN). Koncentrace ostatnich slozek
reakce byla nasledujici: 1x KC1 PCR pufr, 3 mM MgCl,, 0,2 mM dNTP, 0,4 uM kazdy primer, 2 mM PCR
Enhancer (TopBio, Ceska republika), 0,008 pg/ul BSA. Amplifikace mikrosatelitnich markerti byla provedena
tzv. Touchdown PCR (TD-PCR) metodou a probéhla v termocykleru DNA Engine (Bio-Rad, USA) v téchto
krocich: pocateéni denaturace pii 95 °C po dobu 4 minut, 12 cykld se opakovaly faze denaturace pii 94 °C 45 s,
annealingu pfi 68,5 °C (pro primer HIGA3) nebo 63,5 °C (pro primer HIGA4) ptiC¢emz byla snizovéana teplota o
0,5 °C/cyklus po dobu 45 s a nasledovala elongace 1 min 30 s. Néasledovalo 16 cykli kdy se opakovala
denaturace pii 94 °C 45 s, annealing pii 63 °C (pro primer HIGA3) nebo 58 °C (pro primer HIGA4) 45 s a
elongace pfi 72 °C 1 min 30 s. Finalni elongace probéhla pii 72 °C a trvala 8 minut. Poslednim krokem bylo
ochlazeni vzorkli na 4 °C. Optimalni annelacni teplota kazdého primeru byla zjistovana pomoci teplotniho
gradientu od o 2 °C niz8i teploty od optima dle [3] do +10 °C publikovaného optima. Separace vzorku byla
provedena na vertikalni elektroforetické cele Sequi - Gene II (Bio-Rad, USA) v 6 % w/v denaturaénim (s
obsahem 8M mocoviny) akrylamidovém gelu v 1x TBE pufru. Amplifikované vzorky byly pied nanesenim na
gel smichany nandSecim denatura¢nim roztokem [1] v poméru 1:1 a podrobeny denaturaci 5 min. pii 94 °C.
Nasledné bylo pridano ekvivalentni mnozstvi nanaseciho denatura¢niho roztoku [1] nafedéného vodou v poméru
1:1 pro snizeni koncentrace amplifikované sekvence DNA. Separace vzorkli probihala 2 hodiny pfi 70 W.
Nakonec byla pouzita metoda barveni stfibrem [1] a po zaschnuti byl vysledek zdokumentovan a digitalizovan
pomoci scaneru HP scanjet 4500c (Hewlett-Packard, USA).
Identifikace pohlavi

Jako soucast testovani variability populaci byla provedena PCR identifikace pohlavi vSech rostlin. Byl pouzit
molekularni marker dle [9] a metodika podle [8].

Statisticke vyhodnoceni dat

Pro porovnani skuteéné a ocekavané Cetnosti jednotlivych alel v modelové populaci kombinaéniho kiiZeni
byla pouZita metoda 7 -testu. Deskriptivni statistika populaci byla provedena pomoci programu TFPGA (Tools
For Population Genetic Analyses) ver.1.3 [6].
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Vysledky a diskuse

Vybér populace vzniklé zamérnym kiizenim dvou znamych rodi¢ovskych komponent byl dilezity z nékolika
divodd. Umoznil ovéfeni spravnosti interpretace ziskanych dat, jednoznacnou identifikaci populace a
charekterizaci potomstva kiizeni pro kazdy mikrosatelitni marker. Vzajemné srovnani s pfirozenou populaci z
oblasti Vinarické hory ukézalo ¢etnost vyskytu jednotlivych alel a stupeni variabity kazdého lokusu. Navic studie
ukézala nekteré prekvapivé vysledky, podrobnéji popsané u kazdého markeru.

Charakteristika mikrosatelitnich markerii

Celkovy pocet genotypli v obou hodnocenych populaci byl 159 jedinci. U této kolekce genotypt bylo
celkové u dvou SSR markerti deklarovano 15 polymorfnich alel. Tomuto udaji odpovida primérny pocet 7,5
alel na 1 SSR lokus. Podle [3] byly tyto primery testovany na 39 kulturnich a planych chmelech, pti¢emz pro
lokus HIGA3 bylo nalezeno 6 alel a pro HIGA4 9 alel. Testovanim 25 lokustu ziskal [12] od 5 do 31
polymorfnich alel dle pfislusného lokusu a v prameéru 10,6 alely na lokus. Tyto vysledky poukazuji na vysoky
stupen polymorfismu SSR markert u chmele. Z toho vyplyva, Ze staci relativné maly pocéet mikrosatelitnich
markerti na dostate¢nou identifikaci, jak dokazuje [2], kde udava, Ze i 5 mikrosatelitnich markerd urci ptislusny
kultivar chmele. U vSech genotypt dochazelo po optimalizaci ke kvalitni amplifikaci primert pro lokus HIGA4,
ale pro lokus HIGA3 se objevily mezi obémi populacemi kvalitativni rozdily, nicméné u obou bylo mozné
identifikovat jednotlivé alely. Celkovy stupenn heterozygosity pro oba lokusy se mezi populacemi pfili§ nelisil jak
je patrné z tab.1, pfestoze by se dal ocekavat vyssi stupenl u populace lokality Vinaticka hora diky vétSimu poctu
polymorfnich alel. Nicméné vyskyt 9-ti polymorfnich alel prokéazal vyssi stupen genetické diverzity populace z
Vinatické hory a je dikazem, ze dana populace vznikla z vice nez dvou rodi¢ovskych komponent, ackoliv se
vyskytuje na relativné malé plose 60 m”.

Tabulka 1: Stupen heterozygosity pro oba lokusy

Populace 1 — kombinacni kfizeni 4715 x 00/15
pramérna H_" 0,620
pramérna H 0,623
pramérna H_ 1,000

Populace 2 — Vinaricka hora
pramérna H_" 0,633
pramérna H 0,641
pramérna H_ 1,000

(") heterozygosita o¢ekavana, (*) heterozygosita pozorovana, (°) heterozygosita kalkulovana

Lokus HIGA3

Test tohoto mikrosatelitniho markeru ukazal, ze rodice jsou identicti heterozygoti v daném lokusu tj. maji 2
razné alely, které jsou v tab. 2 oznaceny Cisly 4 a 5. Teoreticky bylo pfedpokladano, ze u vSech potomki z tohoto
kiizeni by méla byt identicka sestava SSR alel 4 a 5. Byla vSak zjisténa ptekvapiva skutenost a to sice, Ze
potomek €. 111 se v obou alelach 1isi od ostatnich, jak je patrné rovnéz z obr.2.

1. 4715 0015 111 112 113 114 115 116

alela ?

alela 4

alela 5

Obrazek 2: Kombinaéni kiizeni pro lokus HIGA3 s nehodnocenym genotypem 111
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Moznym vysvétlenim je opyleni jinou saméi rostlinou, nez ktera je deklarovana jako otcovska komponenta
00/15. Vysledek molekularni analyzy mize byt dikazem toho, Ze ani pouzivané izolacni postupy pii zamérném
kiizeni nedokazi 100% zabranit nezadoucimu cizospraseni. Prili§ vysokou variabilitu tento marker neukézal ani
uvnitf populace chmell z oblasti Vinatické hory. U této populace byly zjistény 3 polymorfni SSR alely, pficemz
u vSech se vyskytovala alela oznaéena ¢.1 a rozdily byly zjistény pouze ve vyskytu alely ¢.2 nebo ¢.3. Frekvence
jednotlivych alel a dalsi statistické udaje jsou uvedeny v tab. 2.

Tabulka 2: Deskriptivni statistika pro lokus HIGA3

Populace 1 — kombinacni kiizeni 4715 x 00/15
Lokus HIGA3 |pocet pozorovani na lokus® = 114

alel pocet frekvence  pocet frekvence
y pozorovani |alel heterozygottl |heterozygotu
1 0 0 0 0
2 0 0 0 0
3 0 0 0 0
4 114 0,5 114 1
5 114 0,5 114 1
[0}
H, 0,5000 opakovany motiv
H,? 0,5022 sekvenované alely
@
Hpe 1,0000 (GA),

Populace 2 - Vinaficka hora
Lokus HIGA3 |pocet pozorovani na lokus = 39

alely pocet frekvence  pocet frekvence
pozorovani |alel heterozygotti |heterozygotu
1 39 0,5 39 1
2 8 0,1026 8 0,2051
3 31 0,3974 31 0,79
4 0 0 0 0
5 0 0 0 0
H." 0,5815 opakovany motiv
H,? 0,5891 sekvenované alely
Hy 1,0000 CA),

(") heterozygosita o¢ekavana, @) heterozygosita pozorovana, A) heterozygosita kalkulovana

Ttebaze variabilita uvnitf populaci pro tento mikrosatelitni marker byla relativné mala, pfi srovnani obou
populaci pomoci rodic¢i kombinaéniho ktizeni, jakozto referen¢nich vzorku, se ukéazalo, Ze nemaji spolecnou ani
jednu z identifikovanych alel. Celkové tedy bylo rozliSeno 5 riznych alel.

Lokus HIGA4

Bylo zjisténo, ze kazdy z rodi¢ti kombinacniho kiizeni je v daném lokusu heterozygotni. Matetska
komponenta 4715 nesla alely 8 a 10, otcovskd komponenta alely 7 a 9. Mikrosatelitni marker tedy ukazal
maximalni mozny polymorfismus — v potomstvu tohoto kiizeni segregovaly 4 riizné SSR alely. V pfirozené
populaci pochézejici z lokality Vinaticka hora bylo detekovano dalsich 6 SSR alel, které se odlisovaly od alel
populace vzniklé zamérnym kiizenim. Tyto alely jsou v nasledujici tabulce oznaceny &isly 1-6. Tento vysledek
odpovida pracovni hypotéze, ze populace plivodem z Vinafické hory je geneticky pomérné variabilni, coz by
mohlo nasvéd¢ovat tomu, ze se jednd o pfirozenou populaci §ifici se sexudlnim rozmnoZovanim vét§iho poctu
geneticky odlisnych rodict. Frekvence jednotlivych alel a dalsi udaje uvadi tab. 3.
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Tabulka 3 : Deskriptivni statistika pro lokus HIGA4

Populace 1 — kombinacni kfizeni 4715 x 00/15

Lokus HIGA4 |pocet pozorovani na lokus = 114

alely pocet rre kvence pocet frekvence
pozorovani jalel heterozygotii heterozygotu
1 0 0 0 0
2 0 0 0 0
3 0 0 0 0
4 0 0 0 0
5 0 0 0 0
6 0 0 0 0
7 41 0,1798 41 0,3596
8 55 0,2412 55 0,4825
9 73 0,3202 73 0,6404
10 59 0,2588 59 0,5175
H." 0,7400 opakovany motiv
H,@ 0,7433 sekvenované alely
Hy o™ 1,0000 (AG),

Populace 2 — Vinaricka hora

Lokus HIGA4 pocet pozorovani na lokus = 39

lel pocet rre kvence pocet frekvence
alely pozorovani alel heterozygotli |heterozygotu
1 1 0,0128 1 0,0256
2 3 0,0385 3 0,0769
3 30 0,3846 30 0,7692
4 2 0,0256 2 0,0513
5 29 0,3718 29 0,7436
6 13 0,1667 13 0,3333
7 0 0 0 0
8 0 0 0 0
9 0 0 0 0
10 0 0 0 0
Hem 0,6838 opakovany motiv
H,? 0,6926 sekvenované alely
®
H,. 1,0000 (AG),,

(') heterozygosita oéekavana, (*) heterozygosita pozorovana, (*) heterozygosita kalkulovana

Pomoci y’-testu bylo zjistovano jestli segragace jednotlivych alel v populaci odpovida teoretickému
Stépnému poméru 1:1:1:1. Vysledky jsou uvedeny v tab. 4.

Tabulka 4: Vysledky y*-testu u populace kombina&niho k¥iZeni genotypt 4715 a 00/15

genotypy dle | skute¢na | teoreticka @ 2(b) 2 2 .
alel Cetnost Cetnost d d X Z interval P
7,8 22 28,5 -6,5 42,25 1,482
7, 10 19 28,5 -9,5 90,25 3,167
: : ; : : 10,009 0,05-0,01
8,9 33 28,5 4,5 20,25 0,711
9, 10 40 28,5 11,5 132,25 4,649
celkem 114

(%) diference, (°) diference’

Jak je z této tabulky patrné, skutecny §tépny pomér se shoduje s teoretickym s pravdépodobnosti P < 0,05. Dany
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vysledek muze byt ovlivnén relativné malym souborem hodnocenych rostlin a také tim, Zze jednotlivé rostliny
pted vysdzenim na pokusnou chmelnici byly pfedpéstovany ve sklenicich a zde se nekliCici semena a Spatné
rostouci jedinci vyfazovali, coz mohlo ovlivnit frekvenci jednotlivych alel. Z celkového mnozstvi 120 rostlin
kombinaéniho kiiZeni bylo y*-testem vyhodnoceno 114. Do hodnoceni nebyly zafazeny rodi¢ovské komponenty,
genotyp ¢. 111 u kterého byly zjistény rozdily i pro tento mikrosatelitni marker a tfi dalsi genotypy 141, 182 a
241. U téchto tfi genotypd byl zjistén vyskyt obou matefskych alel 8 a 10. Tato skutecnost je v rozporu
s pohlavnim rozmnozovanim chmele. Jinymi slovy deklarovanad otcovskd komponenta 00/15 nemohla byt
biologickym otcem téchto jedinct — obr. 3.

138 139 141 142 hm.s.00/15 4715 hm.s.145 146 147 148 149 150 151 152 153

alela 7
alela B -
alela b g

alela 10

Obrazek 3: Kombinacni kiizeni pro lokus HIGA4

Pro ptvod téchto genotypii se nabizi nékolik vysvétleni. Problémy selhani izolace a nasledného nezddouciho
¢astecného cizospraseni byly jiz diskutovany u lokusu HIGA3. Pokud doslo k nezddoucimu opyleni nékolika
kvitki sam¢im genotypem, ktery mél alespon jednu alelu shodnou s matetskou rostlinou, potom ¢ast potomstva
tohoto kiizeni by byla nerozliSitelna od matefského genotypu v lokusu HIGA4. Neni rovnéz vyloucena existence
apomixie. Teorie apomixie byla nasledné vyloucena diky otestovani molekuldrnim markerem na identifikaci
pohlavi, kdy bylo zjisténo, ze jeden z téchto genotypii (241) je samciho pohlavi. Z téchto divodu je povazovano

vvvvvvvv

Zavér

® Pro lokus HIGA3 byly identifikovano 5 alel a pro lokus HIGA4 10 polymorfnich alel.

® Byl porovnan stupenn heterozygosity populace vzniklé zdmérnym kombinacnim kiizenim a pfirozené
populace planych chmelii. Pfirozend populace z Vinafické hory vykazovala vyskyt 9 polymortnich alel,
coz svedci o genetické diverzité této izolované populace.

® Byly identifikovany 4 genotypy kombina¢niho kiizeni (111,141,182 a 241) s alelickymi sestavami, které
neodpovidaly pravosti deklarované otcovské komponenty.

® Pouzitd metoda prokazala svij potencial pro Slechténi

Podékovani:

Tato studie byla podpotena nasledujicimi grantovymi projekty: Studium variability genovych zdrojii chmele
pomoci SSR markert (Study of variability gene resources of hop by SSR markers) (GAFAPPZ-CZU v Praze) a
vyzkumnym zdmérem MSM 1486434701.
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VPLYV KRAJINY POVODU NA DIVERZITU HMW-GLUTENINOVYCH
PODJEDNOTIEK A GLIADINOV V ODRODACH TRITICUM AESTIVUM L.
GENETIC DIVERSITY OF HMW-GLUTENIN SUBUNITS AND GLIADINS IN
TRITICUM AESTIVUM L. IN RELATION TO THE COUNTRY OF ORIGIN

Zuzana SRAMKOVA — Edita GREGOVA — Ernest STURDIK

The genetic diversity of high-molecular-weight (HMW) glutenin subunits was investigated in 57 cultivars of hexaploid wheat
(Triticum aestivum L.) originated from six countries using sodium dodecyl sulfate polyacrylamide-gel electrophoresis (SDS-
PAGE). A total of 15 alleles/allelic pairs were detected, resulting in 24 different allele combinations occurring at various
frequencies depending on country of origin. Allele “null”” was the most frequent (43-100%) subunit at Glu-Al locus in wheat
cultivars from all of the six countries. Consequently, the results also suggested that the higher variations occurred at Glu-B1
locus compared to Glu-Al and Glu-D1. Rare alleles such as 7, 18, 20, 22 and 13+16 were found at Glu-B1 locus. Allele
4+12 was observed at Glu-D1 loci in cultivar Nugaines from the USA. There was also used separation of gliadins by A-
PAGE for detection of secalin block, which was observed in 5 genotypes from Slovakia (Veldava, Verita), Ukraine (Mirleben,
Mironovskaja ulucsennaja) and Italy (Dorico).

Keywords: A-PAGE, gliadins, glutenins, SDS-PAGE, Triticum aestivum L.

Uvod

Hexaploidna pSenica (Triticum aestivum L.) obsahuje zasobné bielkoviny, ktoré maju na rozdiel od
ostatnych obilnin jedineénu schopnost’ tvorit’ lepok- bielkovinovy komplex, bez ktorého by nebola mozna
priprava kysnutého cesta. Hlavnymi frakciami lepku st gliadiny a gluteniny. Gluteniny su vd’aka SH-skupinam
pritomnym v polypeptidovych retazcoch schopné formovat’ intra- aj intermolekulové disulfidové vézby, ¢im
vznikaju polymérne bielkovinové Struktiry. Podl'a molekulovej hmotnosti sa gluteniny rozdel'uju na gluteninové
podjednotky s vysokou molekulovou hmotnostou (HMW-GS) a gluteninové podjednotky s nizkou molekulovou
hmotnostou (LMW-GS) (BIETZ a WALL, 1972). HMW-GS st kodované lokusmi Glu-1, lokalizovanymi na
dlhych ramenach chromozémov skupiny 1 (lokusy Glu-Al, Glu-B1 a Glu-D1). Gény na Glu-1 lokusoch koduji
dva typy HMW-gluteninovych pojednotiek: x-typ s vySSou molekulovou hmotnostou ay-typ s menSou
molekulovou hmotnost'ou. Ked'ze Glu-1 lokusy vykazuji zna¢na geneticka variabilitu, HMW-GS sa vyuzivaju
aj ako markery pri identifikacii, diferenciacii a charakterizacii jednotlivych odrdd a genotypov. Zistilo sa tiez, ze
existuje suvislost medzi jednotlivymi alelami kodujucimi HMW-GS a chlebopekarskou kvalitou pSeni¢nych
odrdd. Na kvalitu miky vplyva nielen kvantitativne ale aj kvalitativne zastipenie jednotlivych HMW-GS a ich
vzajomna kombinacia (SHEWRY et al., 2006).

Vysledky viacerych $tudii ukéazali, ze polymofizmus alel kodovanych Glu-1 lokusmi zavisi od regionu,
z ktoré¢ho dana odroda psenice pochadza. Kompozicia HMW-GS u odrdd z réznych oblasti sveta Casto odraza
najma to, na aky tcel boli dané odrody vyuzivané (NAKAMURA, 2000; XU et al., 2008). Napriklad alelicky par
I1Dx5 + 1Dy10, ktory ma vyznamne pozitivny vplyv na chlebopekarske vlastnosti muky, sa v europskych
odrodach vyskytuje v podstatne vyssej frekvencii nez u azijskych odréd. Rozsireny vyskyt paru 1Dx2 + 1Dyl2
(negativny vplyv na chlebopekarsku kvalitu) u japonskych a ¢inskych odrdd sved¢i o tom, ze tieto odrody boli
Slachtené prevazne pre vyrobu rezancov (LIU et al., 2007).

Na vlastnosti cesta pripraveného zo pSeni¢nej miky maji vyznamny vplyv aj gliadiny, ktoré predstavuju az
40% z celkového mnozstva bielkovin v muke. Z hl'adiska chlebopekarskej kvality ma vyznam pritomnost
pSeni¢no-raznej translokacie 1BL/1RS, ktorej nasledkom je expresia raznych sekalinov v pSeni¢énom
endosperme. Sekaliny znizuju chlebopekarsku kvalitu pseniénych muk.

Ciel'om naSej prace bolo (i) charakterizovat HMW-GS kompoziciu u vybranych americkych a europskych
odrdd Triticum aestivum L. a (ii) analyzou gliadinov zistit’ v tomto sibore pritomnost’ IBL/1RS translokacie.

Material a metédy

Ako experimentdlny material boli pouzité vybrané genotypy hexaploidnej pSenice letnej formy ozimnej
(Triticum aestivum L. spp. aestivum). Analyzovany stibor obsahoval 57 odrdd pSenice, pdvodom zo 6 $tatov
(USA, Francuzsko, Taliansko, Slovenska republika, Ukrajina, Rusko). Vsetky vzorky boli ziskané z kolekcie
genetickych zdrojov pSenice Génovej banky semennych druhov Slovenskej republiky vo Vyskumnom ustave
rastlinnej vyroby v Piestanoch.

Analyza zasobnych bielkovin bola realizovand podl'a Standardnej metodiky ISTA. HMW-gluteniny boli
analyzované metodou SDS-PAGE (WRIGLEY, 1992), gliadiny technikou A-PAGE (DRAPER, 1987).
Geneticka interpretacia alelického popisu lokusov kédujicich HMW-GS bola robena podla katalogu alel pre
HMW-GS (PAYNE a LAWRENCE, 1983).
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Vysledky a diskusia

V stibore 57 odrod pSenice (Triticum aestivum L.) sme identifikovali 24 roznych kombinacii HMW-
gluteninovych podjednotiek (Obr.1). NajfrekventovanejSia bola kombinacia 0, 7+9, 5+10 (Glu-skére 7), a to
predovsetkym u slovenskych, ukrajinskych a ruskych odrod. Medzi talianskymi, francuzskymi a americkymi
odrodami sme nezistili pritomnost HMW-GS fenotypov, ktoré by boli pre danti krajinu dominantné. Medzi
francuzskymi, ukrajinskymi a talianskymi odrodami sme identifikovali fenotypy s kombindciami HMW-GS 1,
17+18, 5+10 a1, 7+8, 5+10 (Obr.1). Odrody s tymito profilmi HMW-GS dosahuju na zéklade bodového
hodnotiaceho systému podl'a Payneho (PAYNE et al., 1987) maximalnu hodnotu Glu-skére 10. Z hladiska
chlebopekarskej kvality su odrody s takouto kombinaciou alel vel'mi Ziaduce.

2%
o 2 260300 2%
955, 2% 2% 2% 25%

2%
2% 2%
3%

3%
3%

3% 9%

3%
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Obrazok 1: Frekvencia HMW-GS fenotypov v stibore analyzovanych odrdd pSenice (Triticum aestivum L.)

V analyzovanom stbore odrod Triticum aestivum L. sme identifikovali 15 roznych alel/alelickych parov
kodovanych Glu-1 lokusmi: 3 na lokuse Glu-Al, 9 na lokuse Glu-B1 a 3 na lokuse Glu-D1 (Obr.2).

Na lokuse Glu-Al sme identifikovali vSetky tri alely (nulova alela, 1 a 2*), priCom najfrekventovanejsia bola
nulova alela (Obr.2a). Zistili sme, Ze v analyzovanom stibore vSeobecne malo frekventovana alela 2*, ktora je
ziaduca z hl'adiska chlebopekarskej kvality, sa v najvacsej miere vyskytuje u americkych genotypov. Na druhej
strane, ziadna odroda z 12-¢lenného stuboru slovenskych genotypov neobsahuje ziaduce alely 2* resp. 1.

Vysoky polymorfizmus sme pozorovali pri lokuse Glu-Bl, kde sme identifikovali alely 7, 18, 20, 22
a alelické pary 6+8, 7+8, 7+9, 13+16 a 17+18 (Obr.2b). S najvyssou frekvenciou sa na tomto lokuse vyskytovali
alelické pary 7+9, 7+8 asamostatna alela 7, zavislosti od krajiny pdvodu. Zriedkavé alely 18 a20 sme
pozorovali len u talianskych odréd. Alelicky par 13+16, ktory pozitivne prispieva ku technologickej kvalite
pseni¢nej muky, sme nasli len v stibore ruskych odrdd. Dalsi alelicky par 17+18, ktory mé taktiez pozitivny
vplyv na chlebopekarsku kvalitu, sme identifikovali uodréd pochadzajicich z Francizska, Slovenska
a Talianska.

Na lokuse Glu-D1 prevladal alelicky par 5+10. Vynimku predstavovali talianske odrody, u ktorych na lokuse
Glu-D1 dominoval alelicky par 2+12 (Obr.2¢). Alelicky par 5+10 na rozdiel od podjednotiek 2+12 pozitivne
vplyva na chlebopekarsku kvalitu pSenice, preto z tohto hl'adiska je vysokd frekvencia jeho vyskytu velmi
ziadana. Zriedkavo sa vyskytujuci par 4+12 sme identifikovali u americkej odrody Nugaines (Obr.2c¢).

Analyzou gliadinov pomocou A-PAGE sme zistovali pritomnost’ pSeni¢no-raznej translokaciel BL/1RS
v danom stbore odrdd. Sekalinovy blok sme identifikovali u2 slovenskych odrod (Veldava, Verita), 2
ukrajinskych odrod (Mirleben, Mironovskaja ulucsennaja) a jednej odrody z Talianska (Dorico). Pritomnost
tohto bielkovinového bloku je neziaduca, pretoze znizuje chlebopekarske vlastnosti pSeni¢nej muky.

Adresy autorov:
60 RNDr. Zuzana Sramkové, Fakulta chemickej a potravinarskej technolégie STU v Bratislave, UBVOZ- Oddelenie vyzivy a hodnotenia potravin, Radlinského 9,
812 37 Bratislava, e-mail: zuzana.sramkova@stuba.sk.
Ing. Edita Gregova, PhD., SCPV- Vyskumny ustav rastlinnej vyroby, Bratislavska cesta 122, 921 68 Piest’any, e-mail: gregova@vurv.sk.
Doc. Ing. Ernest Sturdik, PhD., Fakulta chemickej a potravinarskej technologie STU v Bratislave, UBVOZ- Oddelenie vyzivy a hodnotenia potravin,
Radlinského 9, 812 37 Bratislava.




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

a) Lokus Glu-Al

WY

RUS g

UKR 0 00

USA O 000000 -
N N N N : 1Anull

PRA Wi n i B 1A
1t 1 1 ! 1 1 |1 1 |

SWK .

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

Krajina pévodu

B 1A2*

Frekvencia vyskytu alel

b) Lokus Glu-B1

. 1Bx7 + 1By9
TA RS
] B 1Bx7+ 1By8
g RUs 0 1Bx6 + 1By8
§ UKR 1Bx17 + 1Byl18
.g USA [011Bx13 + 1Byl16
' ‘ @ 1Bx20
X FRA @ 1Bx7
@ 1By18
] ] i ] i ] ] ! . ] B 18502
0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

Frekvencia vyskytu alel

c) Lokus Glu-D1

ITA s v s

= ~US I T T

S UKR IR AN A S A S R A

% USA B 1Dx5 + 1Dy10
¥ FRA F & 1Dx2 + 1Dyl12

0 1Dx4 + 1Dy12

SWK .

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

Frekvencia vyskytu alel

Obrazok 2: Frekvencia vyskytu alel/alelickych parov na lokusoch a) Glu-Al, b) Glu-B1 a ¢) Glu-D1 v odrodach
Triticum aestivum L. pochadzajtcich z Talianska (ITA), Ruska (RUS), Ukrajiny (UKR), Spojenych §tatov
americkych (USA), Francuzska (FRA) a Slovenska (SVK).
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Zaver

Analyzovany stbor genetickych zdrojov Triticum aestivum L. vykazoval vysok(l variabilitu HMW-
gluteninovych podjednotiek v zavislosti od krajiny povodu. Celkovo sme identifikovali 24 réznych profilov
HMW-GS. Najvyssi polymorfizmus sme zaznamenali pri lokuse Glu-B1l, priCom sme pozorovali aj vyskyt
zriedkavych alel/alelickych parov- 7, 18, 20, 22, 13+16, 17+18. NajvyssSie hodnoty Glu-skore, ktoré vypoveda
o technologickej kvalite, dosahovali pSenice pochadzajuce z Franctzska, Ukrajiny a Talianska. Vysoka
frekvencia vyskytu alelického paru 5+10 na lokuse Glu-D1 vypoveda o pozitivnom smerovani §lachtitel'skych
zamerov. DalSou moznostou v zlepSovani technologickej kvality p3enice pre pekarenskii prax je nahradenie
nulovej alely na lokuse Glu-Al alelami 1 a 2*, ktoré prispievaju k zvyS$eniu chlebopekarskej kvality. Pritomnost’
chlebopekarsky neziaducej translokacie 1BL/IRS sme pozorovali len u niektorych odrdd pochadzajucich zo
Slovenska, Ukrajiny a Talianska.
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DEDICNOST REZISTENCIE PROTI PLESNI ZEMIAKOVEJ
V TETRAPLOIDNYCH POPULACIACH LUCKA ZEMIAKOVEHO
(SOLANUM TUBEROSUM, L.)
INHERITANCE OF RESISTANCE TO LATE BIGHT IN TETRAPLOID POTATO
POPULATIONS (SOLANUM TUBEROSUM, L.)

Jan HELDAK — Milan BEZO — Andrea GALLIKOVA

A total of 718 potato genotypes from 10 crosses were evaluated for their reaction to isolates of Phytophthora infestans. The
evaluation was carried out using detached leaf method. The isolates of Phytophthora infestans possessed 9 - 10 virulences.
Virulences to R1, R3, R4, R6, R7, R10 and R11 were present in all isolates. They differed only in the presence or absence of
virulences to R2, R5 and R8. Increasing of resistance to late blight in potato virus Y (PVY) resistant genotypes was related to
resistance of parental genotypes and genetic background as well. The most of resistant and highly resistant genotypes were
identified in the combinations where one of patents was variety Cicero, Alva and Gloria. Resistant and highly resistant
genotypes were selected for breeding purposes.

Keywords: potato, late blight, Phytophthora infestans, resistance

Uvod

Ochorenia sposobené plesiiou zemiakovou (Phytophthora infestans (Mont.) de Bary) na listoch, stonkach a
hluzach sa vyskytuju prakticky vsSade, kde sa T'ulok zemiakovy pestuje. Chemicka ochrana proti plesni
zemiakovej je finanéne naro¢na, a aby efektivne chranila porasty, musi sa precizne aplikovat’ pocas celého
vegetacného obdobia. Ak sa v ochrane proti plesni zemiakovej vyskytnii nedostatky, méze dojst’ k uplnému
zniceniu porastov a Uplnej strate trody (UMAERUS, UMAERUS, 1994).

Phytophthora infestans (Mont.) de Bary patri medzi heterotalické oomycéty, ktoré Tahko prekonavaji
rezistenciu v I'ul’ku zemiakovom vytvaranim novych komplexnych ras a tiez vel'mi rychle dokazu ziskavat
rezistenciu proti pouzivanym fungicidom. V uplynulom storoci bolo identifikovanych 11 rasovo-Specifickych
génov v divorasticom druhu Solanum demissum a niektoré z nich sa introdukovali do kultirnych foriem l'ulka
zemiakového. Zistilo sa, Ze odrody s R génmi proti plesni zemiakovej si neefektivne, pretoze nové populacie
patogéna rychlo prekonali tito formu rezistencie. Jednym z efektivnych zdrojov, ktorého gény rezistencie boli
introdukované do genetickych zdrojov I'ulka zemiakového, sa ukédzal Solanum berthaultii (Rauscher et al.,
2006). V poslednych rokoch prebieha intenzivny vyskum vztahu pleseni zemiakova — l'ulok zemiakovy v
potomstve divorasticeho druhu Solanum bulbocastanum. V jeho potomstve bolo identifikovanych niekolko
génov rezistencie, lokalizovanych na chromozéme IV, VI a VIII (Van der VOSSEN et al., 2005).

Okrem rezistencie zaloZzenej na R génoch bola popisana aj kvantitativna (polygénna, pol'nd) rezistencia v
genetickych zdrojoch, ktora nie je rasovo Specificka a povazuje sa za trvalejSiu ako rezistencia ovladana R génmi
(Van der VOSSEN et al., 2005). Tento typ rezistencie bol zisteny v Solanum demissum a Solanum stoloniferum,
neskor aj v d’alsich divorastucich druhoch ako Solanum phureja a Solanum tuberosum subsp. andigena a bol
introdukovany do kultirnych foriem lulka zemiakového. Pre minimalizaciu strat spdsobenych plesiiou
zemiakovou sa v sucasnosti v §lachteni pracuje najmi s vysokymi stupiami rezistencie a v selekcii sa uplatiiuje
len kritérium redukcie rastu patogéna. Redukcia rastu patogéna sa vyjadruje plochou pod progresivnou krivkou
vyvoja choroby (AUDPC) alebo bonitaénym stupiiom pri listkovom teste.

V stGcasnosti dominuju v porastoch l'ul’ka zemiakového na Slovensku dva patogény. Okrem plesne
zemiakovej ma vel’ky negativny dopad na vyvoj rastliny a tvorbu Grody aj virus Y zemiaka (PVY). Perspektivu
pre uplatnenie v agroekologickych podmienkach Slovenska maji nové odrody, ktoré budu rezistentné aj proti
obom patogénom. Cielom prace bolo zhodnotit' dedi¢nost’ rezistencie proti plesni zemiakovej v genotypoch
s extrémnou rezistenciou proti PVY.

Material a metody

Pre hodnotenie rezistencie proti plesni zemiakovej bol vybraty subor tetraploidnych genotypov l'ulka
zemiakového so zastipenim v jednotlivych skupinach rezistencie proti plesni zemiakovej na listoch (tab. 1).
Jednotlivé genotypy boli krizené medzi sebou, ale reciproké krizenie sa nerealizovalo. Semena sa ziskali z 10
kombinacii (tab. 3) a vysiali v skleniku. Vybrany pocet vzidenych rastlin z kazdej kombinacie sa hodnotil na
rezistenciu proti plesni zemiakovej metddou podl'a ZARYCKEJ (2001). Na infekciu boli pouzita zmes izolatov s
9 — 10 virulenénymi faktormi (A: 1, 2, 3,4,5,6,7,10,11;B: 1,3,4,5,6,7,8,10,11;C: 1,2, 3,4,5,6,7, 8, 10,
11;D:1,2,3,4,6,7,8, 10, 11). Vysledky boli vyhodnotené analyzou variancie.
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Tabul’ka 1: Stupne rezistencie proti plesni zemiakovej v odrodach a klonoch pouzitych v krizeni

Genotyp Stupen rezistencie (1-9) Genotyp Stupen rezistencie (1-9)

Alva (Ry) 7-8 rezistentny (R) Gloria 5-6 stredne rezistentny (MR)

Bobr (Ry) 5-6 stredne rezistentny (MR) Mirakel 3-4 stredne nachylny (MS)

Bolesta 7-8 rezistentny (R) Svella 3-4 stredne nachylny (MS)

C2264 5-6 stredne rezistentny (MR) VL 17/03 3-4 stredne nachylny (MS)

CA978 7-8 rezistentny (R) White Lady (Ry) 7-8 rezistentny (R)

Cicero 7-8 rezistentny (R) Y02/5 (Ry) 7-8 rezistentny (R)

Forelle (Ry) 5-6 stredne rezistentny (MR) Y02/90 (Ry) 7-8 rezistentny (R)
Vysledky a diskusia

Krizenim odrod aklonov (tab. 1) sa ziskali semena len z 10 kombinacii (tab. 3). S ohl'adom na vyber
genotypov s dvoma typmi rezistencie sa naplnil predpoklad, Ze tuspeSnost’ krizenia bude mald s malou
produkciou semien. Genotypy s extrémnou rezistenciou proti PVY, pochadzajucou zo Solanum stoloniferum,
boli pelovo sterilné, ¢o vyznamne ovplyvnilo Gspesnost’ krizenia. Tvorba semien suvisi aj s EBN (endosperm
balance number) a pre uspes$nu fertilizdciu musi byt’ splnena podmienka, aby vzajomny pomer EBN jednotlivych
genotypov v rodicovskej kombinécii bol 2:1. Oba uvedené faktory sa podiel'ali na vyslednom efekte ziskania
semien z jednotlivych kombinacii.

Horizontalnu rezistenciu proti plesni zemiakovej ovplyviiuje mnozstvo faktorov a jednym z rozhodujucich su
izolaty plesne zemiakovej. Reakcia genotypov I'ul’ka zemiakového na infekciu plesiiou zemiakovou stvisi s
komplexom virulen¢nych faktorov, s ktorym jednotlivé izolaty plesne zemiakovej disponuji. V priebehu troch
rokov sa hodnotila $truktura virulenénych faktorov v slovenskych izolatoch plesne zemiakovej. Viac ako 50%
izolatov cirkulujicich v agroekologickych podmienkach Slovenska malo 9 — 10 virulenénych faktorov. Vsetky
izolaty mali virulen¢né faktory R1, R3, R4, R6, R7, R10 a R11 rozdiely boli len v pritomnosti alebo absencii
virulen¢nych faktorov R2, RS aR8. Zmes 4 izolatov bola pouzitd pri vyhodnoteni reakcie jednotlivych
genotypov pochadzajtcich z 2 kombinacii krizenia. Pri zastapeni 9 — 10 virulenénych faktorov v jednotlivych
izolatoch sa nepreukazal vplyv izolatov na stupei rezistencie, ktory bol hodnoteny v laboratérnych podmienkach
(tab. 2). Toto zastipenie jednotlivych izolatov pri infekcii listov rodicovskych genotypov vyvolalo obrannu
reakciu, ktora zodpovedala stupinom rezistencie proti plesni zemiakovej deklarovanej pri hodnoteni genetickych
zdrojov v pol'nych podmienkach.

Tabul'ka 2: Analyza rozptylu stupiiov rezistencie proti plesni zemiakovej v dvoch kombinaciach krizenia
infikovanych tromi izolatmi plesne zemiakovej

Zdroj Suma Pocvet Priemerny Hladina
S " stupiiov " F hodnota .

variability Stvorcov K . Stvorec preukaznosti

vol'nosti

A: kombinacia krizenia 1,60 1 1,60 0,387 0,5416

B: izolaty plesne 12,97 2 6,49 1,566 0,2123

Interakcia A x B 12,41 2 6,21 1,509 0,2246

reziduum 592,22 144 4,11

celkom 619,21 149

Rozdiely medzi stuptiami rezistencie ur¢enymi v polnych podmienkach vyplyvaju zroéznych faktorov.
V pripade vhodnych podmienok pre rozvoj infekcie ma rozhodujuci vplyv Struktira izolatov plesne zemiakovej
(FILIPPOV et al., 2004). V spektre 150 genotypov pochadzajucich z dvoch typov krizeni (Y02/5 x Cicero;
Y02/90 x Cicero) sa neprejavili rozdiely v stanovenom stupni rezistencie v zavislosti od pouzitého izolatu plesne
zemiakovej. Hoci sa jednotlivé izolaty liSili v z hl'adiska zloZenia virulenénych faktorov, ucinok zakladnych
siedmich virulencnych faktorov prevazil nad vplyvom premenlivych virulenénych faktorov. Medziro¢nikové
rozdiely sa nemusia prejavit, ak sa v jednotlivych rokoch pouziju kompatibilné rasy plesne zemiakovej
(SIMMONDS, WASTIE, 1987).

Priemerna hodnota rezistencie v populacii 713 genotypov z 10 krizeni bola 6,05 a medzi jednotlivymi
kombinaciami boli $tatisticky preukazné rozdiely (tab. 4). V kombinaciach krizenia stredne rezistentnych (MR)
a stredne nachylnych (MS) genotypov bola priemerna hodnota rezistencie 4,75 abola 0 36,8% nizSia ako
priemerna hodnota rezistencie v kombinaciach krizenia rezistentnych (R) a stredne rezistentnych genotypov
(MR). Skupina semenacov z kombindcii krizenia rezistentnych genotypov (R x R) mala priemerna hodnotu
rezistencie o 10,8% vyssiu ako skupina genotypov z krizenia R x MR.

V rozpore s predpokladom sa zistili nizsie priemerné hodnoty rezistencie niektorych kombinacii krizenia R x
R v porovnani s hodnotami kombindcii krizenia R x MR (tab. 4). Priemerna hodnota rezistencie v kombinaciach
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Alva x Gloria a White Lady x Gloria bola vyssia ako v kombinaciach Y02/05 x Cicero a Y02/90 x Cicero. Tieto
rozdiely mohli byt’ dosledkom skuto¢nosti, ze genotyp s vys$Sim stupfiom rezistencie mohol mat’ aj R-gény proti
niektorym rasdm patogéna, ktoré mohli prekonat’ izolaty plesne zemiakovej, vlastniace zodpovedajuce
virulen¢né faktory.

Tabul’ka 3: Analyza rozptylu stupniov rezistencie proti plesni zemiakovej v desiatich kombinaciach krizenia

Zdroj Suma Pocvet Priemerny Hladina
N . stupiov " F hodnota .
variability Stvorcov - Stvorec preukaznosti
vol'nosti
medzi kombinaciami 859,97 9 95,55 27,766 0,0000
v kombinéciach 2436,50 708 3,44
celkom 3296,47 717

Odroda Alva, ktora ma R2 gén, je rezistentna proti vacsine izolatov plesne zemiakovej, s vynimkou izolatov,
ktoré¢ maju virulencny faktor R2, prekonavajici gén R2 v hostitel'skej rastline. Aj aditivny model zvySovania
horizontalnej rezistencie proti plesni zemiakovej mohol v kone¢nom désledku zabezpecit' vysSie zhodnotenie
kombinacie. Tomuto modelu vyhovuje odroda Gloria, ktord mohla prispiet’ k zvySeniu priemernej hodnoty
rezistencie v kombinaciach Alva x Gloria a White Lady x Gloria. Najvyssie hodnoty sa zistili v tych
kombindaciach, v ktorych bola odroda Cicero samic¢im komponentom. Z celkového mnozstva kombinacii az 70%
kombinacii patrilo do skupiny stredne rezistentnych a do aj v tych pripadoch krizenia, ked’ oba rodi¢ovské
genotypy boli rezistentné. Len 2 kombinacie mali priemernt hodnotu rezistencie vyssiu ako 7 pre zaradenie do
skupiny rezistentnych kombinécii.

Tabul’ka 4. Priemerné hodnoty stupniov rezistencie v desiatich kombinaciach krizenia

Kombinacia Priemernd hodnota rezistencie (1 — 9)
Forelle x Svella (MR x MS) 4,15a
Bolesta x Mirakel (R x MS) 5,20b
Bobr x VL 17/03 (MR x MS) 5,36b
Alvax C 2264 (R x MR) 6,20 ¢
Y02/05 x Cicero (R x R) 6,38 cd
Alva x Gloria (R x MR) 6,43 cd
Y02/90 x Cicero (R x R) 6,77 cd
White Lady x Gloria (R x MR) 6,86 d
Cicero x Cicero (R x R) 7,76 ¢
Cicero x VL978 (R x R) 7,95¢

rozdielne pismena za priemernymi hodnotami znamenaju potvrdenie Statisticky preukaznych rozdielov

Vietky testované genotypy boli rozdelené do piatich skupin rezistencie (tab. 5). Viac ako 50%né zastupenie
genotypov s vysokou rezistenciou mali kombinacie krizenia, v ktorych bola sami¢im komponentom rezistentna
odroda Cicero. Genotypy s vysokou rezistenciou proti plesni zemiakovej boli zistené v dalSich S$tyroch
kombinaciach, v ktorych boli zastupené odrody Cicero, White Lady a Bobr.

Tabul’ka 5: Zastupenie genotypov v jednotlivych skupinach rezistencie proti plesni zemiakovej

. Zastipenie genotypov v bonitaénych skupinach (%)
Kombindcia 9,0 7,0-8.9 5,0-6,9 3,0-4.9 1,0-2,9
Forelle x Svella (MR x MS) 0,0 0,0 439 38,8 17,3
Bolesta x Mirakel (R x MS) 0,0 16,0 48,0 31,0 5,0
Alva x Gloria (R x MR) 0,0 53,0 28,0 16,0 3,0
Bobr x VL 17/03 (MR x MS) 2,9 18,6 50,0 20,0 8,6
White Lady x Gloria (R x MR) 4,0 66,0 8,0 18,0 4,0
Y02/5 x Cicero (R x R) 5,6 55,6 13,9 13,9 11,1
Y02/90 x Cicero (R x R) 11,6 449 29,0 14,5 0,0
Alva x C2264 (R x MR) 23,0 34,0 10,0 17,0 16,0
Cicero x CA978 (R x R) 52,2 30,4 15,2 2,2 0,0
Cicero x Cicero (R x R) 61,2 22,4 4.1 4,1 8,2

9 — vysoko rezistentny; 7 — 8,9 — rezistentny; 5 — 6,9 — stredne rezistentny; 3 — 4,9 — stredne nachylny; 1 — 2,9 —
nachylny genotyp.
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Kombinacia Alva x C2264 mala mensiu priemernt hodnotu rezistencie (6,2), v porovnani s kombinaciou
Alva x Gloria (6,43), ale na druhej strane mala kombinacia Alva x C2264 az o 23% viac vysoko rezistentnych
genotypov ako kombindcia Alva x Gloria. Podobné rozdiely medzi kombinaciami sa zistili aj v pripade odrody
kombinacii Alva x Gloria a White Lady x Gloria. Rezistentné genotypy (7 — 8,9) mali najvysSie zastupenie
v tych kombinaciach, kde saméimi partnermi boli odrody Gloria a Cicero. Mnozstvo rezistentnych genotypov
v bonitacnych skupinach 7,0 — 8,9 a 9,0 suviselo nielen s rezistenciou rodicovskych genotypov ale aj genetickym
pozadim. Vysledky naznacili, Ze je mozné ziskavat' genotypy s vysokou rezistenciou proti plesni zemiakovej
a extrémnou rezistenciou proti plesni zemiakovej, pricom efektivnost’ ziskania genotypov spiiiajucich kritérium
pre rezistenciu proti obom patogénom bolo vyrazne nizSie ako pri ziskavani genotypov len s vysokou
rezistenciou proti plesni zemiakove;j.

Zaver

Hodnotenie stupna rezistencie v laboratornych podmienkach je porovnatelné so stupiiami rezistencie
urcenymi v optimalnych vonkajsich podmienkach. Vyhody laboratérneho testu spocivaju v Standardnej stabilite
podmienok priebehu testov, ktoré nie su zavislé od poveternostnych podmienok av moznosti selekcie
rezistentnych genotypov aj v najmladSich S$lachtitel'skych generacii. ZvySovanie rezistencie proti plesni
zemiakove] v genotypoch s extrémnou rezistenciou suvisi s rezistenciou rodi¢ovskych genotypov aich
genetickym pozadim. Medzi vytvorenymi genotypmi vo vSetkych kombinaciach boli identifikované rezistentné
genotypy (7 — 8) a genotypy s vysokou rezistenciou proti plesni zemiakovej (9), ktoré su vhodné pre dalSie
Slachtitel'ské vyuzitie.

Tato praca bola podporovana Agentiirou na podporu vedy a vyvoja prostrednictvom finanénej podpory ¢.APVT-
99-027104".
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DEVELOPMENT OF CAPS MARKER DISTINGUISHING RYM4/RYM5 ALLELES
FOR BREEDING TO BAYMYV RESISTANCE IN WINTER BARLEY
VYVOJ CAPS MARKERU ROZLISUJICIHO ALELY RYM4/RYM5 PRO
SLECHTENI OZIMEHO JECMENE NA REZISTENCI K BAYMV

Tibor SEDLACEK

Barley mosaic virus complex (BaYMV, BaMMV, BaYMV-2) are considered to be one of the most economically important
viruses affecting winter barley in western Europe. Resistance is to be considered as the only possibility to ensure winter
barley cultivation in the expanding area of fields infected by these viruses. Resistance is based on recessive genes rym4
(conferring resitance to BaMMV and BaYMV) and rym5 (conferring resistance to strain BaYMV-2) in European cultivars.
Molecular marker Bmac29 allowing selection for these alleles has been described. Breakdown of linkage between Bmac29
and rym4/rym5 locus already has been observed. Our aim was to develop more precise breeder frienly CAPS marker which
would be able to distinguish rym4/rym5 alleles.

Key words: barley, resistance, breeding, MAS, BaYMV, BaMMV

Introduction

Barley mosaic virus complex (BaYMV, BaMMV, BaYMV-2) are considered to be one of the most
economically important viruses affecting winter barley in western Europe. Due to transmission of the agents of
barley yellow mosaic virus disease by the fungal vector Polymyxa graminis (KANYUKA et al., 2003), which
has been detected viruliferous up to a soil depth of about 60 cm, chemical measures against the disease are
neither efficient nor economic. Therefore, resistance — besides being the most cost efective and environmentally
friendly approach of plant protection in general — has to be considered as the only possibility to ensure winter
barley cultivation in the expanding area of fields infected by these viruses. Up to now, eight independent genetic
loci distributed over the barley genome have been identied that confer mostly recessive resistance to either one
or several strains of this virus complex (WERNER et al., 2003). Resistance is based on recessive genes rym4
(conferring resitance to BaMMYV and BaYMV) and rym5 (conferring resistance to strain BaYMV-2) in European
cultivars. These genes are allelic forms of the Hv-eIF4E gene (STEIN et al., 2005). Presence of this disease has
not been described yet in Czech republic. Registration of winter barley variety is possible only when a resistance
to BaYMV is present. Molecular marker Bmac29 closed to the Hv-eIF4E locus distinguishing these alleles has
been published (GRANER et al., 1999), therefore marker-assisted selection can be used for breeding for
resistance to the Barley yellow mosaic virus complex. Unfortanetly breaking of linkage between Bmac29 and
Hv-eIF4E locus has been already observed (KUHNE et al., 2003). Our aim was to develop more precise breeder
frienly CAPS marker which would be able to distinguish rym4/rym5 alleles exactly at the mutation points in the
Hv-elF4E gene.

Materials and Methods

A set of 24 winter barley lines with alleles rym4, rym5 and susceptible to BaMV complex was selected from
trials of plant breeding station Luzany, SELGEN, a.s. Presence of alleles was determined by field test in
infection field (MARIK et al., 2008). Two pieces of leaf long 3cm were collected from individual plants and
dried at 40°C. DNA was extracted from these segments by CTAB method (KEB-LLANES et al., 2002). PCR
primers were designed from GenBank sequence AY661558 using FastPCR software (KALENDAR, 2008).
SNP2CAPS software (THIEL et al., 2004) was used for finding a restriction endonuclease specific for
rym4/rym5 mutation. PPP Master mix (Top-Bio) was used for PCR. Protocol was as follows: initial denaturation
95°C S5min; denaturation 95°C 15s, annealing 60°C 30s, extension 72°C 45s for 35 cycles; final extension 72°C
8min. Restriction endonucleases Aval and Avall (Fast Digest, Fermentas) were used for restriction analysis at
37°C for 4h. PCR and restriction products were analyzed on 2% agarose and 6% acrylamide gels and visualized
by ethidium bromide under UV light.

Results and discussion
STEIN et al. (2005) identified Hv-EIF4e gene mutations to be specific for rym4/rym5 resistance. For
overview of gene scheme see figurel.
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Figure 1: Hv-eIF4E gene scheme, black boxes indicate exons, SNPs indicate mutation specific for rym4/rym5
allele, adopted from Stein et al. (2005).

Gene Hv-elF4E is quite large and design of specific PCR primers for product covering whole gene could be a
problem. Set of duplex PCRs covering exons 1, 2 and 3 was therefore designed. Compatible primer pairs
rym4F, rym4R, rymSF and rym5R were selected from output of FastPCR software (KALENDAR, 2008).
Sequence of primers are specified in table 1.

Tablel: Primer sequences

Primer Sequence Expected length of PCR product
rym4F 5'-ATGGCGGAGGACACGGAGACGA 586 bp

rym4R 5-CTTGAAGGTAGGAAACCCTGGCGT

rym5F 5'-AGCTGCTGAATAGTGTGTGTT 1034 bp

rym5R 5'-ACTGATCAATTCACGTAGCCTC

Mutation at 170bp in exonl specific for rym4 allele and mutation at 478bp in exon3 specific for rym5 allele
were selected as a target for restricition analysis. Restriction analysis was done by SNP2CAPS software (Thiel et
al., 2004). Restriction endonucleases Aval and AVAII with products specific for rym4/rym5 allele was selected
from software output. When susceptible allele is present, both PCR product are cleaved, so fragments 170, 416,
349 and 685bp are present. When rym4 allele is present, only PCR product of exonl is cleaved so fragments 349,
586 and 685bp are present. When rym5 allele is present, only PCR product of exon2 and 3 is cleaved so
fragments 170, 416, 1034bp are present. Predicted sizes of restriction fragment are summarized in table 2.

Table 2: Predicted sizes of restriction fragments

170 416 349 586 685 1034
Rym X X X X
rym4 X X X
rymS X X X
Annealing temperature was computed in FastPCR software (KALENDAR, 2008) and wverified

experimentally.

In contrary to the predicted size 586bp for rym4F/rym4R, observed PCR product size was about 200bp.
Because restriction site was still present in this PCR product, it was possible to use it for identification of rym4
allele. The same situation was for rym5F/rymSR where predicted size was 1034bp and observed size was about
320bp. Predicted PCR fragments were verified by in silico PCR at http://insilico.chu.es (BIKANDI et al., 2004)
with the same sizes of predicted fragments as from FastPCR software (KALENDAR, 2008). Difference between
predicted and observed size could be caused by error in published Hv-eIF4E sequence. Furthermore, non-
specific PCR product was observed (fig. 2). Observed PCR products and restriction fragments are separable on
6% acrylamide gels (Mega-gel, C.B.S. Scientific) when used as duplex PCR reaction, and therefore fulfills
requirements. More precise results could be achieved by design of new primer sets.

Designed marker was verified on set of 24 winter barley lines with identified alleles of resistance (MARIK et
al., 2008). Results are summarized in table 3 and sample electrophoreogram is shown in figure 2.
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Figure 2: Electrophoresis of duplex CAPS marker on set of winter barley llnes wrth identified allele — separation
of rym4/rym5 alleles

Table 3: Comparison of identified allele and duplex CAPS marker
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- = susceptible, 4 = rym4, 5 = rym5

Results showed perfect correspondence of CAPS marker to the identified allele and therefore full specificity
for identification of rym4/rym5 alleles. It makes this marker ideal for use in breeding for resistance to BaMV
complex.

Conclusions

Developed duplex CAPS marker is able to distinguish rym4/rym5 alleles exactly at the mutation points in
Hv-eIF4E gene. Identified alleles are fully corresponding to the field tests. It makes this marker ideal for use in
breeding for resistance to BaMV complex.
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VPLYV NiZKEHO PH A HLINIKA NA LATINSKOAMERICKE KULTIVARY
LADENCA ROZKATEHO (LOTUS CORNICULATUS).
EFFECT OF LOW PH AND ALUMINUM ON THE LATIN-AMERICAN
CULTIVARS OF LOTUS CORNICULATUS.

Peter PACOVE-BALANG — Igor MISTRIK — Jan PAVLOVKIN

In South America, livestock feeding rely mainly on grazing systems, and therefore grassland productivity determines
livestock production. The pastures have usually low fertility and are exposed to continuous low pH and Al stresses, especially
in south part of Brazil and Chile. Among legumes, forage Lotus species have greater potential for adaptation to
environmentally-constrained areas of Latin America.

Our project is integrating partners from EU and Latin America to help increase the Lotus productivity and nutritional value
for livestock production. The main objectivities of the project are to generate new and important knowledge on the molecular
biology, physiology and metabolism on the model and cultivated Lotus species under stress conditions, collect and test the
available plant material and its nitrogen-fixing symbiont, find the phenotypes with contrasting tolerance to abiotic stresses
and use them for breeding.

The characterization of Lotus response to Al stress started with the analysis of the growth response. It was found, that the
Lotus corniculatus cv. St. Gabriel (U) and Lotus corniculatus cv. Draco are more sensitive, than cv. St. Gabriel (B), UFRGS,
which are used in Brazil as well as the Est. Ganador from Uruguay. The membrane potential measurement showed stronger
decrease of membrane potential of root cortical cells and leakage of ions in putative sensitive cultivars, suggesting lose of
semipermeability of cell membranes. The active membrane potential was affected mainly by decrease of activity of the ATP
pumps and so could cause lower growth of the cells in root prolongation zone.

Klicové slova: foradge, Lotus sp., acid soil, aluminum

Uvod

V oblasti Juznej Ameriky je chov hovédzieho dobytka najddlezitejSim odvetvim zivociSnej vyroby a je
zalozeny na pastevnom systéme. Ako pastviny sa vyuzivaju vacsinou malo urodné, s nizkym obsahom dusika aj
fosforu, a preto nevhodné pre rastlinnii vyrobu. Vyskum zamerany na zvySenie produktivity tychto pastvin je
v Juznej Amerike vysoko aktualny. Mnohé z pdd, hlavne v Brazilii a Cile, maju nizke podne pH. Pri nizkom pH
sa hlinik uvolfiuje do pddneho roztoku a je pre rastliny toxicky. V ramci bobovitych rastlin ma rod l'adenec
(Lotus sp.) relativne najvacsi potencial prispdsobit’ sa tymto nepriaznivym faktorom (CORREA et al.
2001,VOIGT & MOSIJIDIS 2002) a navyse obsahuje vyznamné mnozstvo taninov, ktoré blahodarne pdsobia na
metabolizmus hovédzieho dobytka.

Projekt LOTASSA (LOTus Adaptation and Sustainability in South America) spaja vedecké sily Europy a
Juznej Ameriky v zaujme zvysenia produktivity juhoamerickych pastvin. Hlavnymi ciel'mi projektu je ziskanie
novych dolezitych fyziologickych, biochemickych a molekularno-biologickych poznatkov v odpovedi
modelovych aj kultivovanych druhov a kultivarov rodu Lofus na stresové faktory. Zbiera a testuje sa dostupny
rastlinny material ako aj vyznamné linie symbiontov, aby bolo mozné najst’ najviac tolerantné a citlivé genotypy
a pouzit’ ich na $lachtenie.

Material a metody

Stonkové odrezky a Lotus corniculatus (odrody Draco, San Gabriel (U), Sao Gabriel (B) a UFGRS) dlhé 5
cm sme zakorenili vo vermikulite v kontrolovanych podmienkach v rastovej komore (20 °C, rel. vlhkost’ 50%,
fotoperioda 16h/8h a osvetlenie 200 pmol m? s?) a zalievali médiom ,Hornum“ (HANDBERG &
STOUGAARD 1992). Po 10 ditoch sme ich preniesli do hydroponického roztoku, ktory obsahoval 1/10 Hornum
s miernou modifikaciou koncentracie niektorych zlucenin (1 mM CaCl,, 0,5 mM KNOs, 0,5 mM NH,NO; a 0,5
mM KCI). Hydroponicky roztok bol prevzduSnovany a vymienany kazdé 2 dni. Po 8 dnoch sme rastliny
preniesli do novych roztokov, ktoré obsahovali 1 mM CaCl,, 0.5 mM KNO;, 0.5 mM NH4NO;, 0,5 mM KCI a
0-10 mM AICl;, pricom pH roztokov bolo udrzované na hodnote 4,0 alebo 5,5 (£0.2) pocas celého experimentu.
Rast korefia bol stanoveny ako priemerny prirastok dizky korefia 15 rastlin za 5 dni.

Membranovy potencial bol merany v kortikdlnych bunkach korena, 2-5 mm od Spicky Standardnymi
mikroelektrodovymi technikami (PAVLOVKIN et al. 1993) v roztoku obsahujuicom 0,1 mM KCI, 1 mM
Ca(NOsj), a AlCl;. Difuzny potencial bol merany za anoxie pouzitim plynného dusika (PAVLOVKIN et al.
1986). Aktivita ATP piimp bola stanovovana po ich aktivacii 15 uM fusikokcinom (v 0.1 % etanole).

Vysledky a diskusia

Vo forme AI'" mé4 hlinik vyrazny negativny u&inok na rast korefia a prijem Zivin (MARIANO et al. 2005,
Matsumoto 2000). Porovnavanim rastu polnohospodarsky vyznamnych kultivarov druhu Lotus corniculatus
poskytnutych od juhoamerickych partnerov (Monica Rebuffo, INIA La Estanzuela, Colonia, Uruguay) sme
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zistili, ze odrody Sao Gabriel (B) a UFGRS pouzivané v Brazilii a uruguayské odroda Estanzuela Ganador
preukazali v nasich podmienkach v&cS§iu mieru tolerancie na hlinik ako uruguayské odrody San Gabriel (U)
a Draco (tab. 1). Vyssia tolerancia brazilskych kultivarov (Sao Gabriel (B) a UFGRS) bola potvrdena aj pol'nych
podmienkach nasimi brazilskymi partnermi (Miguel Dall’ Agnol pers. comm).

V citlivejsich kultivaroch (Draco, San Gabriel (U)) ale ¢iasto¢ne aj v odrode Est. Ganador doslo vplyvom 5-
diiového pdsobenia nizkeho pH ku signifikantnému zniZeniu hodnoty kl'udového membranového potencialu
kortikalnych buniek korena, kym v odrode ako Sao Gabriel (B) doslo len k jeho miernemu zniZeniu a v odrode
UFRGS zostal nezmeneny.

Kratkodob¢ posobenie hlinika (niekol’ko minut) vyvolavalo v citlivych odrodach ovela vyraznejSie zmeny
potencialu, ¢o je pravdepodobne prejavom ur€itého druhu poplasného signalu v tychto bunkach spojeného
s otvaranim Ca-kanalov a prieniku vapnika do cytoplazmy. Tento predpoklad potvrdzovala aj zjavna korelacia
medzi vel’kostou pociatoéného signalu a schopnostou udrzat’ si kl'udovy membranovy potencial aj po dlhsej, 5-
dnovej aplikacii hlinika. Vyraznejsi pokles membranového potencialu citlivych odrdd bol spésobeny najmi
poklesom difizneho potencialu. Pri porovnani najcitlivej$ej odrody (Draco) s najtolerantnej$Sou (UFRGS) bolo
pri odrode Draco pozorované zvysené vyplavovanie iénov (najmi K') ¢o poukazuje na zvy$ent premeabilitu
bunkovej membrany. Aktivny potencial a aktivita ATP-pamp bola menej ovplyvnena, avSak celkova aktivita
ATP pump bola v citlivej odrode vplyvom hlinika signifikantne nizsia, co moze vplyvat nielen na prijem iéonov
korenom, ale aj na rast bunkovej steny a predlzovanie buniek korena.

Tabulka 1: Relativny prirastok dizky korefia roznych kultivarov Lotus corniculatus v % oproti kontrole za 5 dni
aplikacie 0,5 mM hlinika vo forme AICI; (priemer dvoch nezavislych pokusov, v kazdom po 15 rastlin).

NAZOV KULTIVARU RELATIVNY PRIRASTOK OPROTI KONTROLE (PRI PH 4,0) (%)
Draco 77,1
San Gabriel (U) 81,8
Est. Ganador 86,8
Sao Gabriel (B) 90,75
UFGRS 86,5
Stihrn

N4a$ vyskum sa sustredil na porovnanie vplyvu nizkeho pH a hlinika na vybrané Latinskoamerické kultiary
ladenca rozkatého. Analyzovali sme rast rastlin pri tychto podmienkach, priCom odrody Lotus corniculatus cv.
St. Gabriel (U) and Lotus corniculatus cv. Draco boli senzitivnejsie, ako odrody St. Gabriel (B), UFRGS a Est.
Ganador. Merania membranového potencidlu dokazali rychlejsi pokles difuzneho potencialu vpyvom Al
v pripade citlivych odrdéd, ako aj vys$Siu mieru vyplavovania iénov, ¢o poukazuje na zvySenll permeabilitu
membran. Ciastoéne bola ovplyvnena aj aktivna zlozka membranového potencialu, a to hlavne nizSou aktivitou
ATP pump v citlivych odrodéach, o méze mat’ priamy vplyv na rast buniek v predlzovacej zone korena.

Tato praca bola podporena Eurdpskym projektom LOTASSA FP6-2005-INCO-DEV2-517617.
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MECHANICKE VLASTNOSTI STEBIEL OBILNIN
MECHANICAL PROPERTIES OF CEREALS STEM

Juraj DUNCA

In this work are introduced measured mechanical properties stems of cereals: lengh of plant, external diameter internodie of

stems, thickness of wall, resonant frequency and calculated firmness bending coeficient k,. In this paper measuring methods

of elasticity properties of wheat stems are presented. By dynamic method resonance frequencies was obtained of wheat

stems.

Keywords:  firmness bending coeficient k, resonant frequency, modulus of elasticity, mechanical properties,
resonant of methods

Uvod

Mechanické vlastnosti stebiel obilnin su dolezitym faktorom z viacerych hladisk. Predovsetkym rozmerové
charakteristiky stebiel pSenic a to: dizka rastliny, dizka stebla, hribka stebla a hriibka steny stebla. Dolezité st
otazky pevnosti a pruznosti, pretoze pri vymlate dochddza pri prechode mlatiacim mechanizmom k trhaniu,
deformacii a ohybaniu stebiel. Otazka pevnosti a pruznosti ma vyznam aj z hl'adiska polichania stebiel.
(DUNCA, 2003; DUNCA, 2006). Pri¢iny polichania obilnin rozoberd praca (PRUCKOVOVA,
UCHANOVOVA, 1976).

Material a metody

Pruzné vlastnosti stebiel obilnin s charakterizované modulmi pruznosti. Metédy merania pruznych
vlastnosti stebiel obilnin delime na statické a dynamické. Dynamické metody st ovel'a presnejsie ako statické
metody, vzhl'adom na malé deformacie pri merani.

Medzi statické metddy patria:
a) metdda vyuzivajuca Hookov zakon
b) metoda ohybu
¢) metdda prichybu

Medzi dynamické metody patria:
a) rezonanéna metdda pozdiznych kmitov
b) rezonanc¢na metdda prie¢nych kmitov
¢) ultrazvukova (impulzova) metéda

Pri statickych metddach je mozné zostrojit’ krivku zavislosti deformacie od napitia, co nie je mozné pri
dynamickych metodach. Objektom merani a vyhodnoteni bol biologicky material: stebla pSenice. Zist'ovali sa
vyznamné pruzné vlastnosti stebiel pSenice: rezonancné frekvencie a vypocital sa koeficient pevnosti v ohybe
stebiel psenice. Biologicky material stebla psenic roznych odréd ndm dodal VURV Pie§tany. Merania sme
uskutocnili v laboratérnych podmienkach na Katedre fyziky MF SPU v Nitre. Merali sme vonkajSie priemery
internodii stebiel pSenice pod klasom, hribky steny internédii, diZky rastliny psenice vybranych odrod.
Koeficienty pevnosti stebiel sme vypocitali podl'a vzorce (DUNCA, 2007). Rezonanénou dynamickou metodou
sme urcovali rezonan¢né frekvencie 1. internddii stebiel pSenice vybranych odrod

f°S
k, = E (1)

kde
1 — dizka vzorky (m),
f — rezonanc¢na frekvencia (Hz),
S — plocha v prieénom reze internddia stebla (mm?)

s=7(d7 -d?). @)

kde
d, — vonkajsi priemer internodia stebla pSenice,
d, — vnitorny priemer internodia stebla pSenice.

Vysledky a diskusia

V tabulke 1 na ilustraciu uvadzame v laboratornych podmienkach namerané hodnoty rezonancnych
frekvencii, vonkajsie priemery a vnutorné priemery internddii stebiel pienice odrody VICKING. Dalej namerané
dizky rastliny potrebné k vypoétu koeficienta pevnosti stebla a vypoéitané koeficienty pevnosti v ohybe
oznacené k,. V poslednom riadku tabulky st uvedené priemerné hodnoty nameranych veli¢in. Podobne
v tabulke 2 na ilustraciu su uvedené vysledky merané pre odrodu NOUGAT. Domace a zahrani¢né sktsenosti
ukazuj, e odolnost’ proti poliehaniu zavisi od diZky stebla rastliny (PRUCKOVOVA et al., 1976). Dalej zavisi
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od plochy v priecnom reze aod pruznych vlastnosti vyjadrenych rezonanénymi frekvenciami a modulmi
pruznosti.

Zaver

Mechanické vlastnosti maji dolezitt tillohu pri rieSeni otazok odolnosti obilnin proti polichaniu. V praci su
uvedené namerané mechanické veliCiny charakterizujiice vlastnosti stebiel pSenice. Dalej je uvedeny vzorec na
vypocet koeficienta pevnosti stebla v ohybe.
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Tabulka 1: Mechanické vlastnosti stebiel pSenice odrody (ITA) VICKING

n f [Hz] d, [mm] d; [mm] I, [mm] k,

1. 240,1 3,45 2,65 800 3,47-04
2. 2342 3,10 2,34 770 3,11-04
3. 242,1 2,90 2,08 880 3,17-04
4. 273,0 3,40 2,24 900 4,32-04
5. 268.,9 3,44 2,62 920 2,99-04
6. 2784 3,60 2,74 780 5,59-04
7. 270,6 3,21 2,41 810 3,92-04
8. 272,8 3,65 2,65 890 4,29-04
9. 267,8 3,44 2,44 930 3,41-04
10. 2744 2,73 1,87 820 3,43-04
11. 271,7 3,51 2,71 910 3,15-04
12. 274,2 342 2,56 745 5,81-04
13. 270,5 3,03 2,31 930 2,27-04
14. 280,3 3,65 2,71 855 4,81-04
15. 280,2 3,15 2,35 925 2,83-04
16. 2814 2,88 2,18 880 2,65-04
17. 2713 3,00 2,24 890 2,68-04
18. 278,6 2,98 2,28 890 2,61-04
19. 274,7 2,62 2,00 820 2,48-04
20. 276,2 2,90 2,00 840 3,62-04
> 5381,4 64,06 47,38 17185 70,70-04
X 269,1 3,20 2,37 859,3 3,53-04
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Tabul’ka 2: Mechanické vlastnosti stebiel psenice odrody (FRA) NOUGAT

n U [mV] f [Hz] f, [Hz] f, [Hz] Af [Hz] 5 (1] K [Hz]
1. 23 2454 241,7 250,6 8,9 0,06564 3738,57
2. 2,7 246,9 242 4 250,1 7.7 0,05645 4377,66
3. 24 2482 2440 251,9 7,9 0,05761 430828
4. 23 2455 2378 250,8 13,0 0,09585 2561,29
5 2.9 2463 2418 249.7 7.9 0,05806 424216
6. 1,6 246,2 242 4 249.6 7.2 0,05293 465143
7. 1,6 2463 2434 251,1 7.7 0,05659 435236
8. 1,8 246,6 2424 2512 8,8 0,06459 3817,93
9. 24 246,9 239,7 252,1 12,4 0,09090 2716,17
10. 24 2477 241,1 2516 10,5 0,07673 3228,20
11. 24 2473 2436 252,0 8.4 0,06148 4022,45
12. 34 2476 2429 250,8 7.9 0,05775 4287,45
13. 1,8 247,1 241,9 249.9 8,0 0,05860 4216,72
14. 1,9 2474 2440 2523 8,3 0,06072 4074,44
15. 1,75 2479 243,0 252,5 9,5 0,06936 3574,11
16. 2,5 244.7 240,6 250,3 9,7 0,07175 3410,45
17. 23 246,0 242,0 249.9 7.9 0,05813 4231,89
18. 1,5 2483 2443 250,4 6,1 0,04447 5583,54
19. 1,7 246,6 240,7 2484 7,7 0,05652 4363,06
20. 1,8 2453 2412 2488 7.6 0,05608 437411
Y 43,45 49342 48409 5014 173,1 1,27021 80132,27
X 22 246,71 242,04 250,70 8,66 0,06351 | 4006,614
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VYUZITIE RASTOVEJ ANALYZY PRE HODNOTENIE GENOTYPOVYCH
ROZDIELOV KAPUSTY REPKOVEJ PRAVEJ (BRASSICA NAPUS SUBSP. NAPUS)
THE GROWTH ANALYSIS USING FOR ASSESMENT OF DIFFERENCES IN
VARIOUS GENOTYPES OF OILSEED RAPE (BRASSICA NAPUS SUBSP. NAPUS)

Elena HUNKOVA — Marian BRESTIC — Elena MASAROVICOVA — Jozef SUROVCIK —
Jana FERENCOVA

The growth analysis of various genotypes of winter oilseed rape (Brassica napus subsp. napus) was done. Genotypes grown
in 2008 years on experimental station in Borovce (SCAR — RICP Piestany, west Slovakia, maize grown region, Luvi-Haplic
Chernozem, 167 m above sea level), were as follows: Asgard (Germany), Californium (France), Catalina (France), Magali
(France), Manitoba (France), Ontario (Italy), Oponent (Czech Republic), Rodeo (Germany), Rohan (Germany), Talisman
(Denmark). 160 kg N-P-K fertilisers . ha”' in autumn and 62 kg N.ha" in spring were applied under oilseed rape. The highest
values of NAR, CGR, pod number and pod dry matter reached genotype Magali, Rodeo and Catalina. The lowest values of
these parameters achieved genotype Oponent, then Rohan, Asgard and Ontario.

Key words: winter oilseed rape, genotypes, growth analysis, NAR, CGR, pod number, pod dry matter

Uvod

Rast a vyvoj kapusty repkovej pravej je charakterizovany biologicko - pestovatel'skou makrofenologickou
Skalou, stanovenou na zaklade vonkajsich morfologickych znakov a ich premien, pricom trvanie jednotlivych
fenologickych faz je presnejsie uréené v zavislosti na klimatickych a podnych faktoroch (FABRY et al., 1975).
Produkény proces je geneticky podmieneny v réznom rozsahu prostrednictvom genetickej regulacie dizky
ontogenézy a jej jednotlivych etap, prijmu Zivin a vody, asimilacie, transportu asimilatov a mineralnych latok,
odolnosti proti chorobam a skodcom atd. (KOSTREJ et al., 1998). Vhodny vyber genotypu a prislusna
technologia pestovania ma zabezpecit’ maximalnu absorpciu slne¢ného Zziarenia asimila¢nymi organmi v poraste,
vysoku ucinnost’ vyuzitia absorbovaného slnecného Ziarenia vo fotosyntéze a distribuciu vacsiny dostupnych
asimilatov do hospodarsky vyznamnej morfologickej alebo chemickej frakcie rastliny (PETR et al., 1987).
Vysoky stupenn genetickej podmienenosti pri formovani porastu plodin znizuje vplyv prostredia a naopak
(KOSTREJ et al., 1998).

Material a metody

V roku 2008 bol zalozeny pracovnikmi SCPV — VURV Pieitany pol'ny pokus s kapustou repkovou pravou,
forma ozimna v Borovciach. Experimentalna biaza SCPV - VURV Pieitany v Borovciach sa nachadza na
tirodnych pddach kukuriénej vyrobnej oblasti, v nadmorskej vyske 167 m. Uzemie méa kontinentalny charakter
podnebia s priemerom zrazok 593 mm za rok (za vegetaciu 358 mm) a s priemerom teploty vzduchu 9,2°C za
rok (za vegetaciu 15,5°C). Pdda je Cernozem hnedozemna s 1,8 -2,0%-nym obsahom humusu, s pH 6,35 — 7,2
(ZAK, LEHOCKA, KLIMEKOVA et al., 2006). V pokuse boli pestované genotypy kapusty repkovej pravej
roznej proveniencie. Na parcelky o rozmeroch 10 m? (1,25 x 8 m) v §tyroch opakovaniach boli na jesen
aplikované N-P-K hnojiva v ddvke 160 kg.ha'. Na jar boli prihnojované dusikom v davke 62 kgha' (udaje
z experimentalnej stanice Borovce). Z nich boli pre tcely rastovej analyzy odoberané rastliny pracovnikmi
Katedry fyzioldgie rastlin SPU v Nitre (24.4., 29.4., 13.5., 27.5., 3.6. a 16.6. 2008). Z pestovanych genotypov
boli vybrané nasledovné: Asgard (Nemecko), Californium (Franctzsko), Catalina (Francizsko), Magali
(Franctzsko), Manitoba (Franctizsko), Ontario (Taliansko), Oponent (Cesk4 republika), Rodeo (Nemecko),
Rohan (Nemecko), Talisman (Dansko). Zistovana bola vyska rastlin, plocha listov (pomocou skenera), pocet
listov, pocet bocnych vetiev, pocet Sesil, celkova susina rastlin, celkova susina listov a susina Sesul’ (v priemere
na 1 rastlinu a prepoéitana na 1 m* podla priemerného poétu rastlin zistenych pri jarnom hodnoteni na 1 m* —
tdaje z experimentélnej stanice Borovce). V zmysle metodiky SESTAK, CATSKY et al. (1966) boli
z nameranych hodnot vypocitané rastové parametre LAI, LAR, SLA, SLW, AGR, NAR, RGR, CGR, LAD.
Zistené hodnoty parametrov boli pouzité pre porovnanie rozdielov medzi jednotlivymi genotypmi. Pre
rozsiahlost’ idajov sme sa v tomto prispevku zamerali iba na hodnotenie vybranych parametrov.

Vysledky a diskusia

Na rastovy a vyvinovy cyklus kapusty repkovej pravej vyznamne vplyva teplota a svetlo. Tieto faktory
urychl'uju alebo spomalujii fyziologické a biochemické procesy rastlin, o sa prejavuje na rychlosti rastu
a vyvinovom cykle tejto olejniny. Od zaciatku vegetatného obdobia je narastanie jej listovej plochy intenzivne.
Na zaciatku zimy a pocas nej sa rapidne znizuje. Rastliny Casto prezimuju bez listov. Druhé obdobie narastania
listov zacina na zaciatku jarného obdobia. NajvysSiu hodnotu dosahuje listova plocha zaciatkom maja
a najvyssie prirastky v jesennom obdobi do mrazov medzi prvou a poslednou dekadou novembra a napokon
medzi prvou adruhou dekadou aprila. Specifickd rychlost’ rastu listov je pomerne vysokad na zaiatku
vegetacného obdobia, cez zimu st hodnoty minusové ana jar zaiatkom aprila dosahuje najvysSie hodnoty
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(KOSTREJ et al., 1998). Intenzita svetla ovplyviiuje aj kvalitativne znaky, ako st pomer korena ku stonke,
hrabku stonky a listov a tvorbu cievnych pletiv (FABRY et al., 1975).

V priebehu sledovaného vegetaéného obdobia kapusty repkovej pravej (24.4. — 16.6. 2008) sme zaznamenali
vysoké hodnoty parametra NAR. Cisty vykon fotosyntézy podas vegetacie kolise a najvacsie hodnoty NAR sa
dosahuju v septembri a v aprili, 9 - 10 g.m™.deii’ (KOSTREIJ et al., 1998, SVIHRA, BANAI TOTH, 1975).
Naproti tomu nami zistené hodnoty boli v priebehu vegetacie vyssie (obr.1), najmé u odrody Magali, Catalina,
Californium a Talisman, najniz§ie hodnoty NAR preukézala odroda Oponent.

Prirastok suSiny na plochu CGR zavisi od velkosti a vykonnosti listovej plochy. V jesennom a jarnom obdobi
dosahuje hodnotu 16 - 18 g.m™.de” (KOSTREJ et al., 1998). My sme vsak zistili vys§ie hodnoty tohto
parametra (obr. 2), ato najméd u odrody Magali, Rodeo, Catalina a Talisman. Okrem odrody Oponent boli

odroda Oponent.

Obr. 1 Cisty vykon fotosyntézy (NAR) réznych odréd kapusty
repkovej pravej v roku 2008
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Obr. 2 Rychlost’ rastu porastu (CGR) roznych odréd kapusty
repkovej pravej v roku 2008
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Zakladnou biologickou charakteristikou, ktora ma vplyv na fyzioldgiu tvorby urody je postupné dozrievanie
SeSl’ a semien na rastline. Vzhl'adom na réznorodost’ genotypov sme sa zamerali na vyhodnotenie poctu a
hmotnosti susiny $esul’ na 1 rastlinu v poslednom odbere - 16.6. 2008 (obr. 3, obr.4).

Najvyssi priemerny pocet $esul’ na 1 rastlinu sme zistili u odrody Rodeo, potom nasledovali Catalina, Magali
a Manitoba. Ontario, Rohan, Californium a Talisman boli v tomto prvku zna¢ne vyrovnané. Najniz§i pocet Sesal’
na 1 rastlinu pripadol na odrodu Asgard a potom na Oponent (obr. 3). NajvysSiu priemernii hmotnost’ susiny
$esul’ na 1 rastlinu sme zaznamenali u odrody Magali, nasledovali odrody Rodeo a Catalina. Odrody Manitoba,
Rohan, Californium a Talisman boli v tomto parametri do znacnej miery vyrovnané. NizSie hodnoty preukazali
Asgard a Ontario a napokon Oponent (obr. 4).
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Obr. 3 Priemerny pocet Sesul’ na 1 rastlinu r6znych odréd
kapusty repkovej pravej 16.6.2008
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Obr. 4 Priemerna hmotnost’ susiny Sesual na 1 rastlinu
réznych odréd kapusty repkovej pravej 16.6.2008
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DIEPENBROCK (2000) uvadza, ze hustota rastlin reguluje trodotvorné prvky a nasledne urodu jednotlivych
rastlin. Rovnomerné rozmiestnenie rastlin na jednotku plochy je nevyhnutnou podmienkou stability irod. Pocet
Sesul’ na rastlinu je rozhodujici pre urodu semien. Tato charakteristika je v koneénom dosledku viac
determinovana prezitim vetiev, pukov, kvetov a mladych $esul’, ako potencidlnym poctom kvetov a Sesul’. Pocet
semien v $euliach je v korelacii dizkou $e$ul. Dizka $esul moze byt preto vhodnym prvkom pre nepriamu
selekciu v slachteni kapusty repkovej prave;.

Zaver

Na zaklade hodnotenia vybranych parametrov rastovej analyzy mdzeme usudit, Ze do agroekologickych
podmienok pestovania v kukuri¢nej vyrobnej oblasti na Slovensku s vhodnejSie francuzske odrody Magali,
Catalina a nemecka odroda Rodeo, nez Asgard, Rohan, Ontario a Oponent. Odroda Oponent navyse prejavila
najnizsie hodnoty u troch zo Styroch sledovanych parametrov - NAR, CGR aj suSiny Sesal’.

V jednotlivych fyziologickych parametroch sa ukazala vyznamna odrodova variabilita. Z hl'adiska d’alSieho
Studia bude potrebné spresnit’ ich vzt'ah k faktorom prostredia, ako aj k regulacnym mechanizmom primarnych
procesov produkcie biomasy.

Literatira

DIEPENBROCK, W.: Yield analysis of winter oilseed rape (Brassica napus L.): a review. In: Field Crops Research, o¢. 67,
2000, ¢. 1, s. 35-49.

FABRY a kol.: Repka, hofice, mak a slune&nice. Praha : SZN, 1975. 358 s.

KOSTREJ, A. a kol.: Ekofyzioldgia produkéného procesu porastu a plodin. Nitra : SPU v Nitre, 1998. 187 s. ISBN 80-7137-
528-4

PETR, J. a kol.: Pocasi a vynosy. Praha : SZN, 1987. 368 s.

SESTAK, Z. — CATSKY, J.: Metody studia fotosyntetické produkce rostlin. Praha : Academia, 1966. 359 s.

SVIHRA, J. — BANAI TOTH, P.: Rastovo-produkény proces ozimnej repky (Brassica napus L.) v podmienkach juzného
Slovenska. In: Rostlinna vyroba, ro¢. 21, 1975, €. 9, s. 923-928.

ZAK, S. - LEHOCKA, Z. - KLIMEKOVA, M. — BUSO, R.: Bilancia podnej organickej hmoty v konvenénom
a bezorbovom obrabani pody. In: Zbornik vedeckych prac SCPV — Uae Michalovee, & 22, 2006, s. 183-192, ISBN 80-
88872-60-X.

Pod’akovanie: Prispevok bol podporeny grantom AV &. 4/2037/08.

78 Ing. Elena Hunkova, PhD., Katedra fyziologie rastlin, SPU v Nitre, Doc. Ing. Maridn Bresti¢, CSc., Katedra fyziolégie rastlin, SPU v Nitre, Prof. RNDr. Elena
Masaroviova, DrSc., Prirodovedecka Fakulta UK Bratislava, Ing. Jozef Surov¢ik, CSc., SCPV — VURV Piestany, Ing. Jana Ferencova, Katedra fyziologie
rastlin, SPU v Nitre. e-mail: Elena. Hunkova@uniag.sk



	00-Prvé strany.pdf
	01-Šafář.pdf
	02-Žofajová-prednáška.pdf
	03-nesvadbaDMX.pdf
	05-Masarovicova1.pdf
	06-Medvecká.pdf
	07-Ohnoutkova.pdf
	08-Faragó.pdf
	09-Sedlakova.pdf
	10-Žáčková2.pdf
	11-Múdry-prednáška.pdf
	12-Kopecky et al PIESTANY.pdf
	13-Vašek.pdf
	14-Šrámková.pdf
	15-Príspevok Heldák.pdf
	16-Sedláček-prednáška.pdf
	17-Palove-Balang-prednáška.pdf
	18-Dunca.pdf
	19-Hunková-repka 2008.pdf

