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BIOLOGICKE VLASTNOSTI POCNOHOSPODARSKYCH KULTUR AKO
MOZNY ASPEKT ICH KVALITY A KOMERCNEJ APLIKACIE
BIOLOGICAL PROPERSTIES OF THE CROPS AS POSSIBLE ASPECT OF
QUALITY AND THEIR COMMERCIAL APPLICATION

'Tibor MALIAR — *Maria MALIAROVA

The aim of the work is the presentation of the various biological activities of the randomly selected crops — cereals as
well as forage crops. From extensive research in this paper are presented biological activities as follows: antioxidant
activity, inhibition effect on the potentially pathophysiological protainases and antimicrobial effect in vitro, except this
cytostatic effect ex vivo and immunity modulatory effect in vivo. From the achieved we can declare significant potential
of the positive influence on the consument physiology and health depending on the cultivar of the crop. This property it is
possible to sign on the crop passport or other documents and could be applied as aspect of quality and commercial
application.

Key words: cereal crops, forage crops, antioxidant activity, inhibition effect, antimicrobial effect, in vitro,ex vivo

Uvod

Vysledkom prudkého civilizacného rozmachu sprevadzaného zmenami v Zivotnom prostredi
a v zivotnom $§tyle je dramaticky vzostup tzv. civilizacnych ochoreni. Su to ochorenia, ktoré maju uzky vzt'ah
k vyzive, pretoze sa zistilo, Ze zdravie Cloveka je az z patdesiatich percent ovplyvnené spdsobom jeho
zivotného §tylu, t.j. stravovanim, vyuzitim vol'ného ¢asu a pod. V poslednych rokoch sa zaznamenal rapidny
narast roznych ochoreni, ktorych vznik uzko suvisi so zmenami Zivotného prostredia a Zivotného $tylu
populécie. Zvlast’ chronické choroby predstavuji v sucasnosti vel’ka vyzvu pre medicinu a predpoklada sa, ze
tato skutocnost’ bude pretrvavat’ aj v buducich desatroiach (Urquiaga a Leighton, 2000, Bauman, 2004;
Parillo a Riccardi, 2004; Willet, 1995). Otazky vyzivy ozrejmuju vztah medzi potravou a chronickymi
ochoreniami ako su napriklad obezita, kardiovaskularne a onkologické ochorenia. Kardiovaskuldrne
ochorenia, onkologické ochorenia a Diabetes mellitus sa ukazali ako choroby s najvyssim vplyvom na kvalitu
zivota a tym teda narasta aj stupeil zaujmu o opatrenia, ktoré mézu regulovat’ tento stav (Sloan, 2000).
Vyskyt ochoreni vo svete /percentudlny podiel/podla autora Sloan, 2000) je nasledovny: kardiovaskularne
ochorenia 49%, onkologické ochorenia 37%, obezita 37%, osteopordza 27%, interné ochorenia 21%,
ochorenia imunitného systému 17% a d’alsie.

V Eurdpskej tnii st $pecialne potraviny (urené na osobitné vyzivové Gcely) a vyzivové doplnky delené
na tri skupiny. Prvou st tzv. novel food — nové jedla, ktoré st v normach Eur6pskej unie presne definované a
ich uvadzanie na trh je regulované. Druhou su tzv. funkéné jedla (funtional food), ktoré nemaju pravnicky
sformulovanl definiciu a tretou si tzv. nutraceutika (nutraceuticals), prostriedky dopliujice vyzivu, ktoré sa
predavaju v obchodoch, nie st viazané na predaj v lekarni a nie su v EU regulované (LACINOVA, 2005,
RODRIGUEZ-MEIZOSO a kol., 2007). Produkty patriace do tejto kategérie nutracetik mézu mat’ charakter
izolovanych latok, komer¢nych diét, doplnkov stravy, potravin vyrobenych zo suroviny pochadzajicej z
geneticky modifikovanej odrody rastliny, funkénych potravin, produktov na baze lieCivych rastlin, alebo
dokonca réznych polievok, ceredlnych zmesi a $pecifickych napojov akym je napriklad aj ¢aj (FORT, 2005).
Fytochemikalie st bioaktivne nevyzivné rastlinné zmesi v ovoci, zelenine, zrne a d’al§ich rastlinnych
potravinach spojené so znizenim rizika chronickych ochoreni. Je zndmych viac ako 5000 fytochemikalii, aj
ked’ zna¢né percento zostava nezname (SHAHIDI a NACZK, 1995).

Pre prevaznu cast’ I'udstva nasej Zeme su obilniny najdolezitejSou a zékladnou potravinou, ktora je v
prirodzenom stave zdrojom sacharidov, ale dodava ndm aj vysokohodnotné bielkoviny, vitaminy, mineralne
latky i dolezita vlakninu. Obilniny vyrazne ovplyviiuji vyzivovu bilanciu svetovej populacie a ¢o do objemu
konzumu maju medzi ostatnymi polnohospodarskymi produktmi vysadné postavenie (ZAJOVA a
PORUBSKA, 1997). Existuje mnozstvo mechanizmov, pomocou ktorych celozmné potraviny mozu
priaznivo vplyvat’ na zdravie (SLAVIN, 2000; LIU, 2003). (ANDERSON a kol., 2000; ADOM a kol., 2003;
CLEVELAND, 2000; MARQUART a kol., 2000).

Material a metédy

Rastlinny material

Néhodne vybrané vzorky rastlin i osiv krmovin i zrnovin boli ziskané z VURV Pieitany. Vzorky zin boli
ziskané v mnozstve niekolkych gramov, mladé rastlinky krmovin boli vypestované Standardnym rezimom.
Prvii mnozinu vzoriek tvorili vzorky krmovin:
Anthyllis taurica /UKRKRY98-132/, Anthyllis vulneraria /SSVKNTAT 01-503, CZEMKRAS 01-14,
SVKBES99-515, SVKSPI97-92, SVKSPI97-33,  SVKSPI97-101, SVKFAT97-47, SVKKYS97-56,
Trebicsky, HRVISTRAO02-263/, Anthyllis vulneraria ssp. Alpestre ISVKBES99-616/, Astragalus cicer /TB-

! Katedra biotechnologii, Fakulta prirodnych vied, Univerzita sv. Cyrila a Metoéda v Trnave, Namestie J. Herdu 2, Trnava, 917 01, SK,

7 tibor.maliar@ucm.sk,

2 Katedra chémie, Fakulta prirodnych vied, Univerzita sv. Cyrila a Metoda v Trnave, Namestie J. Herdu 2, Trnava, 917 01, SK,
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8, C-24,Windsor/, Astragalus excapus /CZEPALO03-195/, Astragalus glycyphyllos /SVKCER99-1,
SVKNTATO1-504/, Astragalus onobrychis /CZEPAL03-168/, Coronilla varia /CZEBES99-261, Eroza,
SVKNTAT 01-502/, Lotus corniculatus /Cree, Giada, POLBES99-793, UKRKAR96-381, TATRY95-234,
Lotar, SVKPOL96-132/, Lotus uliginosus /POLBES99-666/, Medicago lupulina /Ekola/, Medicago sativa
/Daphne, Mirna, Osjecka 95, Osjecka 88, Osjecka 11, Osjecka 89, Slavonka, NS Mediana ZMS, Slavia,
Vrsac ZMS, Syntéza 1, Canelle, Able, Class, Prevail, Advance, Arrow, AC Grazeland Br, Alfagraze,
Millenium, Apollo Supreme, UKRKRY 98-72, H-0256 (Ekotyp Radosina), Diablo Verde, Lucia, Regia,
Bobrava, Palava, Magda, Zuzana, Morava, Viktoria, Niva, Jarka, Jitka, OS-11, OS-Sz, OS-88, Hodoninka,
Taborka, CF, Erecta, Hunor 40, Granat, Adonis, Dolichi, Florina, OS-L-XXVI, AV 89-14 AVR, AV 89-14
C, UC 257 VR, UC 193-194 VR, C -25, C-29, C-31, Vali, Vanda, Gabika, Defi, Erbi, Vanda, Verko, Plato,
Prerovska, Palava, Tachiwakaba, MSA- PL- L, Julus, Nitranka, KAZACH 90 0142H, KAZACH 90 0161H,
KAZACH 90 0193H, KAZACH 90 0220H, KAZACH 90 0223H, KAZACH 90 0225H, KAZACH 90
0125H, POLKIE 99-2, UKRKRY 98-72, SVNPIR 01-82, SVNPIR 01-207, SVNPIR 01-101, SVKNTAT
01-406, CZEPOD 00-18, SVNPIR 01-256, SVNPIR 01-198, SVNPIR 01-217/, Melilotus alba
/SVKNTAT 01-501, CZEKRK 01-66 Krajova, Adela, Kecskemeti keteves/, Melilotus dentata /T 180
0002/, Melilotus neapolitanus /UKRKRY98-180/, Melilotus officinalis /Norgold, ZEPOD00-20, SVNPIRO1-
257/, Melilotus tauricus UKRKRY98-111/, Onobrychis viciaefolia /(Skrieszowicka, Fakir, Erlangen,
Lunique, Visnovsky, CZEMKRAS 01-15/, Trifolium alexandrinum /Atilla/, Trifolium alpestre /SVKSIT97-
225, SVNPIRO1-173/, Trifolium angustifolium /UKRKRY98-28/, Trifolium arvense /SVKPOL96-80,
SVKBES99-565/, Trifolim aureum /CZEJES00-26, SVKSPI97-34/, Trifolium fragiferum /HRVISTRAO2-
175, SVNPIRO1-123, SVNPIRO1-199, CZEPALO03-138/, Trifolium hybridum, /Aurora, Taborsky,
TATRY95-382, SVKSPI97-9, SVKSPI97-72/, Trifolium incarnatum /Kardinal/, Trifolium medium
/SVKSIT97-24, SVKBES99-559, SVKROHO00-70, SVKBES99-615/, Trifolium montanum /SVKSPI197-85/,
Druht mnozinu vzoriek tvorili vzorky zfn vybranych obilovin:

Amaranthus caudatus /Ames 5127, 29 USA, 00005 SDF 118, 00006 Burgundy, 00019 29 USA, 00062 PI
604671, 00065 PI 604672/, Amaranthus hybridus /P1 604672/, Amaranthus hypochondriatus / 369/, Avena
nuda /Abel, Adam, Bandicoot, Jakub, Neon/, Avena sativa L./Autevil, G2 Taiko, Sirene, Aveia Peluda,
Borka, Caracas, Cyril, Flamingstern Trend, G2 , Aragon, G2 Indio, German, Jumbo, Kanton, Lutz,
Senator, Sampionka, Tarra, Argentina, Edit, Flamingstern Plus, G2 Seven Antree, Gambo, Maris Oberon,
Master, Orfine, Pendek, Revisor, Sanova ASI181325, Stormon Scerptre, ABEL, ADAM,
AVENUDA/JAKUB/, ALLEPPO, BANDICOOT, EURO, FL. PLUS, FL. TREND, HRON ( DS 100),
IZAK, NEON, PETRA, VIKTOR, ZLATAK, ZVOLEN, CARACAS, ORFINE /, Cicer arietinum / Slovak,
Irenka, AVG 480YIALOVSA, AYDIN - 92, SLOVAK, ALFA, BETA, IRENKA, CALIA,
SULTANO,BRAZTZOV CHIFLIK 1, PLOVDIV 019, LYONS 512 300/, Hordeum vulgare L., /Bear USA,
CI 5 DEU, CI 15 DEN, Hyproly USA, KM 1057CZE, KM 1910 CZE, KM 2037 CZE, Oriflame, Peregrine
CAN, Tibet White, DEU/, Fagopyrum esculentum /(Pyra, O Lifago, Bogatyr, Fag 120/82/, Glycine max
/Quito, S 120, Lokus/, Lathyrus sativus /Arida/, Linum /llona/, Lupinus albus /Feli/, Lupinus angustifolius
/Rubine/, Lupinus lutheus /Getman/, Panicum miliaceum /Unikum, VoroneSskoje 420/, Secale cereale
L./Albedo, Selgo, DANKOWSKIE NOWE, HACADA, GALMA, OBERKARTNER, PUDMERICKE,
RADOSINSKY, REKORD, SVK POL 96 20, SVK POL 96 127, ZDUNOY/, Triticum aestivum L. /Aranka,
Laval 19, CUBUS, IGNIS, ILONA, MALYSKA, VENISTAR, VERITA, MALVINA, SOLARA,
BARDOTKA, STANISLAVA, ESTELLA, INES, MARKOLA, SARKA, MLADKA, TORYSA, VANDA,
VELDAVA, EVELINA, PAVLINA/, Triticum araraticum /JAKUBZ. Landrace 1/98- Armenischer Wilder
Emmer/, Triticum carthlicum /NEVSKI Cv.No0.48478/, Triticum dicoccon /ISCHRANK Cv.DI 5/, Triticum
durum, /DESF, Neodur, Mexidur/, Triticum monococcum L. /ltalienischer Einkorn 24, Vorarlberger Einkorn
70/, Triticum petropaviovskyi /UDACZ. et MIGUSCH, Line 3/99/, Triticum polonicum L /Kamut,
Cv.Weihenstephaner/, Triticum spelta L./Spalda (Landrace 1-96), Triticum sphaerococcum, /PERCIV.
LYALL PUR/, Triticum timopheevii /ZHUK. CV.TM 1/, Triticum turgidum L. /CV.ALASKA/,
xTriticosecale Witt. /RADKO, KENDO/,

Spracovanie rastlinného materialu

Na pripravu vzorky pre skrining ostatnych biologickych aktivit vo vSeobecnosti bol pouzity 1 g nativnej
dezintegrovanej hmoty, ktory bol macerovany v 25 ml 80% (v/v) etanolu v tme pocas minimalne 24 hodin.
Po prefiltrovani bol macerat preliaty do banky-slzy s gulatym dnom (50 ml) a odpareny do sucha na
vakuovej odparke pri 50°C. Suché odparky boli zmyt¢ 1 ml DMSO. Takto pripravend vzorka bola
skladovana v ependorfnej skimavke a oznacena skladovand v chladnicke.

Stanovenie obsahu flavonoidov a fenolovych zlozZiek vo vzorkdch

Obsah flavonoidov bol stanoveny podla AICI3 metody opisanej Rakotoarisonom a kol. (1997). Do
mikroplatnicky bola pipetovana vzorka a 2% metanolického roztoku AICI3 . 6H20 v pomere 1:1. Ako
Standard bol pouzity 18mM roztok kvercetinu v DMSO (KRIS-ETHERTON, 2002). Po 10 minttach bola
merana absorbancia pri 410 nm, vysledky boli interpretované ako obsah flavonoidov vo vzorkach
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ekvivalentny roztoku S$tandardu, vyjadreny percentualne. Na dokaz fenolovych zloziek vo vzorkach bola
pouzita metdda zalozena na aplikacii Folin-Ciocalteuovej reagencii opisani Rakotoarisonom a kol. (1997).
Do mikroplatnicky sme pipetovali 140 pl destilovanej vody, 10 ul Folin-Ciocalteuovej reagencie a 10 pl
extraktu. Po troch minatach sme pridali 40 pl 20% (v/v) roztoku Na2CO3 a nechali stat’ 1 minttu vo vodnom
kuapeli pri 100°C. Ako standard bola pouzita kyselina galova (2 mM). Po ochladeni bola absorbancia merana
pri 630 nm. Vysledky boli interpretované ako obsah polyfenolickych latok vo vzorkach ekvivalentny roztoku
Standardu, vyjadreny percentualne.

Detekcia inhibicnej aktivity na vybrané proteindazy

Na uréenie inhibic¢nej aktivity vybranych vzoriek pol'nohospodarskych kultur boli pouzité fotometrické
metody s chromogénnymi substratmi (ZABLOTNA a kol., 2004) pre trypsin, trombin, urokinazu a katepsin
B: Noa-benzoyl-D,L-argininnitroanilid hydrochlorid (BApNA) resp. N-glycyl-arginyl-paranitroanilid (gly-
arg-pNA.2HCl), Na-benzoyl-D-fenylalanyl-valyl-arginin-paranitroanilid (Bz-Phe-Val-Arg-pNA) a Na-
CBZ-L-lyzin-tiobenzyl ester hydrochlorid (CBZ-Lys-pNF). Pomocou mikroplatnickového skriningového
systému sme merali pri 410 nm koncentraciu uvolneného nitroanilinu. Mikroplatnicky boli davkované i
pomocou 8-kanalovej pipety (Dynex, Socorex) a celd reakcia bola Startovana prislusnym roztokom enzymu
(0,0015 mg/ml trypsin — 3BAEE jednotky; 0,0005 mg/ml trombin; 0,05 mg/ml urokinaza — 500 Plough
jednotiek,1 TU katepsin B). Fyzikalne podmienky: teplota 37°C, ¢as merania Imin. a 61 min. Zmerané
hodnoty po konverzii cez textovy format boli prenesené a ulozené v PC a spracované v programe MS Excel,
pre kazda vzorku bolo vypocitané % inhibicie.

Skrining antioxidacnej aktivity Metodami DPPH, FRAP a BKLM

Stanovenie antioxidacnej aktivity (BARTOSZ, 2003) metdédou vychytavania DPPH radikalu in vitro (1,1-
difenyl-2-pikryl-hydrazyl-DPPHes ) bolo uskutocnené podla metddy, ktora je zalozend na schopnosti
antioxidantov vychytdvat DPPH" radikdl za wvzniku ZzIttho DPPH komplexu, ¢o sa sleduje
spektrofotometricky pri vinovej dizke 517 nm. Antioxidatna aktivita vzoriek sa merala v mikroplatni¢kach
50ul vzorky, 100 ul 96% etanolu a 100ul 0.012% roztoku DPPH a po 10 mindtach sa zmerala absorbancia
pri 517 nm.

V hydrofilnom prostredi bola antioxidacna aktivita stanovena spektrofotometricky aj metddu redukcnej
sily (FRAP - ferric reducting antioxidant potencial) in vitro pri vlnovej dizke A=700 nm. Principom met6dy
je parcialna premena Fe' na Fe®' v zavislosti od mnoZstva a potencialu testovanych antioxidaénych latok a
nasledna kolorizacia vytvoreného komplexu a meranie pri 700 nm. 1 ml vzorky sa pridal ku?2.5 ml
fosfatového tlmivého roztoku (pH = 6.6) a 2.5 ml 1% K;Fe(CN)g. Zmes sa inkubovala 20 mintt pri 50 °C,
nasledne sa ochladila a pridalo sa 2.5 ml 10% TCA, zo zmesi sa odobralo do mikroplatni¢ky 50 pl, pridalo sa
50ul destilovanej vody a 10ul 0,1% FeCl; a zmerala sa absorbancia pri 700nm.

Stanovenie antioxidacnej aktivity vzoriek v lipofilnom prostredi bolo uskuto¢nené¢ metdédou B-karotén
linoleatového modelového systému. Jednd sa o jednoducht spektrofotometricki metédu stanovenia
antioxidacnej aktivity latok vyuZivajucu schopnost zabranit' peroxidécii lipidov v lipofilnom prostredi.
Antioxidanty chrania B-karotén, ¢im nedochadza k jeho eliminacii.

230 pl B-karotén linoleatovej suspenzie, pripravenej Specialnym postupom sa davkuje do jamiek
mikroplatni¢ky spolu s 20 ul testovanej vzorky. Mikroplatnicky boli nasledne inkubované v termostate pri
50 °C 90 minit a zmerana pri 290 nm.

Pri vSetkych troch metdédach obsahovala kontrola ¢isty metanol, respektive DMSO. Ako $tandardy boli
pouzité: 0,018mM roztok BHA (butylhydroxyanisol) v metanole s pracovnym oznacenim synteticky Standard
SS1, 0,018mM roztok kvercetinu v DMSO ako synteticky Standard 2 — SS2 aroztok Standardizovaného
extraktu cCierneho ¢aju v DMSO (5mg/ml), pripraveného postupom uvedenym vysSie s pracovnym
oznacenim prirodny Standard 1 -NS1. Namerané hodnoty boli spracované pomocou programu MS EXCEL,
antioxidacna aktivita bola vyjadrena ako % rezidudlnej aktivity (% RA), ktora sa d4 vydarit ako %inhibi¢ne;j
aktivity - % IA = 100 - % RA, Z minimalne 4 hodndt %RA bola metddou linedrnej regresie vypocitana
hodnota parametrov DPPH/FRAP/BKLMs, (riedenie vzorky, pri ktorom bola pozorovany pokles RA na
50%).

Pomocou troch metdéd a postupov popisanych vysSie bola stanovend aj termostabilita 10 vybranych
vzoriek. Postup hodnotenia antioxidacnej aktivity bol rovnaky, vzorky boli predinkubované 1 hod,
respektive 4 hod vo vodnom kipeli s teplotou 80°C, spdsob vyhodnotenia bol rovnaky ako je popisany
v predchadzajicej kapitole.

Stanovenie antimikrobialnej aktivity

Stanovenie antimikrobialnej aktivity bolo determinované stanovenim parametra MIC /Minimal Inhibition
concentration — eng./ na rast mikroorganizmov Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Candida albicans
a Aspergillus niger.
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Stanovenie imunomodulacnej aktivity in vivo

Adjuvantna artritida bola indukovana aplikaciou 0,1 ml suspenzie tepelne usmrtenych mykobaktérii 12
mg/ml v inkompletnom Freundovom adjuvanse intradermalnou injekciou do korena chvosta samcov
inbredného kmefia Lewis o Zivej hmotnosti 170+10g. Testované vzorky boli pripravené v laboratoriach VUP
Bratislava, BC v Modre. Pocas experimentu bola dokumentovana hmotnost’ zvierat od 1. dia Studie kazdy
tyzdenn v rovnaky den na elektronickych vahach (Accurat 2000). Artrogramy sa zistovali subjektivnym
hodnotenim a opuchy zadnych koncatin sa merali pomocou plethysmometra na 14., 21., 28. den experimentu.
Vzorky krvi boli odobraté na 14., 21., 28. deil $tadie z o¢ného retroorbitalneho sinusu a krvné sérum sa
zakonzervovalo mrazom pri - 20°C a nasledne boli stanovené hodnoty albuminu a cholesterolu. K popisu
vysledkov experimentov sa pouzili zdkladné Statistické hodnoty deskriptivne;j Statistiky (aritmeticky priemer,
smerodajna odchylka) a jednofaktorovéa analyza rozptylu (ANOVA). Stadia bola realizovana na stibore 56
zvierat rozdelenych do 7 skupin po 8 potkanov.

Stanovenie protinddorovej aktivity ex vivo

V ramci Stadie bolo otestovanych 7 nadhodne vybranych vzoriek extraktov sanonymnym pracovnym
oznacenim la, 2a, 4a, 5 1, 6a, 7a, 8a (la - Cicer — YIALOVSA, 2a -Ja¢men jarny - TIBET WHITE (kéd
krajiny DEU), 4a - Laskavec - PI 604672, 5-1 - OVOS rok 2005 - 75.ABEL (kod N), 6a - Pohanka - 0003
BOGATYR, 7a - Penica letnd — IGNIS, 8a - Raz -DANKOWSKIE NOWE). Testovany bol ich efekt na
viabilitu buniek sublinii L1210/VCR _resistant a L1210/VCR_sensitive, metddou MTT testu. DMSO extrakty
sa pridavali priamo do kultivacného média v dvoch koncentraciach tak aby finalna koncentracia DMSO bola
0.5 a 1.0 % (v/v). Pouzili sme neriedené extrakty. Bunky boli kultivované dva dni Standardnym sposobom (5
x 10* buniek v 200 pl média, presny popis podmienok kultivacie je uvedeny v pracach (Baran¢ik a kol.,
2006). Nakol’ko DMSO samotny mdze sposobovat’ zmeny v raste buniek, efekt extraktov sme porovnali s
efektom DMSO pri tej istej koncentracii.

Vysledky a diskusia

Inhibicna aktivita vybranych kultiur na potencidlne patofyziologicke proteindzy

Ciel'om tejto Casti projektu bolo verifikovat’ metody stanovenie inhibicnej aktivity na vybrané proteinazy
trypsin (potencialny patofyziologicky efektor pankreatitidy), trombin (potencialny patofyziologicky efektor
cievnych ochoreni), urokindza (potencialny promdétor metastazovania nadorovych buniek) a orientacne urcit’
mieru tychto biologickych aktivit. Pre urenie miery pravdepodobnosti zdchytu G¢innych vzoriek extraktov
testovanych kultar boli pre kazdy proteolyticky enzym vygenerované grafy popisujuce distribuciu pocetnosti
aktivnych vzoriek, tito skutocnost’ prezentuje priloha Obrazok 1.

Pozorovana bola Statisticky vyznamna rozdielnost’ v hodnotach inhibi¢nej aktivity medzi uvedenymi
vzorkami. Z vysledkov vyplyva aj pomerne vysoka inhibi¢na schopnost’ vzoriek 1. etapy, ktoru predstavuju
vo vicsej miere vzorky d’ateliny. Analogickym spdsobom bola hodnotena relativna antiproteinazova aktivita
vybranych vzoriek (extraktov) lucerny a d’ateliny na trombin a urokinazu. Z vysledkov opéat vyplyva aj
pomerne vysoka ,,potencia“ vaésiny vzoriek.

Hodnotenie simulovanej termickej zataze vybranych vzoriek

V tejto Casti prace bolo hodnotenych 10 najucinnejSich vzoriek extraktov zfn, ktoré boli podrobené
réznemu druhu zataze. Ked’ze je potravina vystavend roznemu vplyvu prostredia pocas technologického
procesu a po konzumaécii v traviacom trakte, pokusili sme sa o priblizenie danych prostredi a hodnotili ich
vplyv na antioxida¢nu aktivitu. Pri 4 hodinovej termickej zat'azi mozno konStatovat, ze Cast’ vzoriek svoj
antioxidacny potencial strdca a naopak Cast’ vzoriek svoju antioxidacnu aktivitu zvySuje. Ziskané vysledky
su vsak v zavislosti od testovanej metédy a samozrejme od konkrétnej odrody. Ako perspektivne, termicky
relativne odolné sa ukazali vzorky extraktov zfn nasledovnych odrod: jacmen jarny Detenicky Kargyn,
jacmen jarny Kompakt, pSenica letna Ines a jaémen jarny Jubilant. Vysledky prezentuje Tabul'ka 1.

Antimikrobialna aktivita vybranych kultur krmovin a osiv

Antimikrobidlna aktivita bola testovana na 24 vzorkach krmovin prezentovanych v nasledujucej Tabul'ka
2. Z vysledkov hodnotenia antimikrobialnej (antibakteridlnej i antifungélnej aktivity) je zrejmé, Ze tato
vlastnost’ je individualna vzhl'adom ku odrodam, vo vSeobecnosti mozno konstatovat’, ze vzorky inhibovali
rast G* baktérie Staphylococcus aureus akvasinky s potencidlne patologickym mycelidrnym prejavom
Candida albicans. Pozoruhodné vysledky boli pozorované v pripade extraktu odrody Trifolium pratense
NIB 895.

Stanovenie imunomodulacnej aktivity in vivo

Vo vykonanom experimente sa sledoval vplyv aplikacie jednotlivych testovanych latok - mlato pri vyrobe
sladu zo sladového jaémena Detenicky Kargyn (VZ1), Cisty ovos /odroda Avenuda — Jakub/ (VZ2), d’alej
ovos s probiotickou kultirou (VZ3), vypalky z fermenta¢ného odpadu kukurice (VZ4) a Cisty, izolovany
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beta-glukan ako Standard (VZ5) na zapalové a artritické ukazovatele u potkanov s adjuvantnou artritidou.
Liecba bola profylakticka, ¢o znamena, Ze zvieratam sa podavali testované substancie hned po aplikacii
adjuvansu a trvanie lie¢by bolo celkom 28 dni.

Vysledky studie z profylaktickej lieCby jednotlivymi testovanymi substanciami ukazali, ze aplikacia
tychto latok sledované parametre v porovnani s neliecenou artritickou kontrolou zlepSuje najmid v
pripade samotného ovsa (VZ2) apri kfmnej zmesi upravenej glukanom (VZ5) signifikantne na urovni
Statistickej vyznamnosti s hodnotami p<0,05.

Stanovenie protinddorovej aktivity ex vivo

Bunky linie L1210 st standardnym modelom akutnej lymfocytickej leukémie vhodné na toxikologicky a
farmakologicky skrining latok. Pri opakovanej kultivacii tychto buniek v pritomnosti zvySujucich sa
subletalnych davok niektorych cytostatik napr. vinkristinu alebo doxorubicinu dochadza u nich k vyvoju
fenotypu ,,multidrug” rezistencie (MDR), ktora je spojena s masivnou nadexpresiou membranovej
transportnej ATPazy — P-glykoproteinu (P-gp). Takymto sposobom sme navodili MDR u sublinie
L1210/VCR resistant, ktord sme spolu s parentalnymi bunkami vyuzili pre skrining efektu extraktov z
niektorych pol'nohospodarskych plodin v DMSO.

Z vysledkov je evidentné, ze DMSO samotny znizoval viabilitu buniek koncentracne zavislym
sposobom. Toto sa vdcSou mierou prejavilo u senzitivnych ako u rezistentnych buniek. Extrakty potom v
niektorych pripadoch zmiernovali alebo odstraniovali efekt DMSO na viabilitu buniek. Najvyssiu efektivitu

sme pozorovali u extraktu 4a a 6a, konkrétne sa jedna o Laskavec - PI 604672 a Pohanku - 0003 BOGATYR.

Zaver a diskusia

Zo ziskanych vysledkov mozno konstatovat, ze v poskytnutych vzorkach pol'nohospodarskych kulttr sa
skryva cenna biologicka aktivita, ktora je predmetom vyskumu predlozeného projektu. Sumarne je zrejmé, ze
biologické aktivity jednotlivych odrdd st odlisné a prisne individualne od vzorky ku vzorke. Zatial’ absentuje
dokaz o potencialnej protinadorovej aktivite testovanych vzoriek, potrebna je zmena metodiky pripravy
extraktov pre tento test. I ked’ mozno predpokladat, ze antioxidacny ucinok vzoriek extraktov odréd moze
a Casto koreluje s protinadorovou aktivitou nakolko deje okolo proliferacie, malignity a rastu nadorovych
linii sa Gasto spojené s oxidativnym poskodenim biologického materialu. Cast testovanych vzoriek
vykazovala inhibi¢nti aktivitu na niektoré, respektive viaceré z patofyziologickych proteinaz (trypsin,
trombin, urokinazu, respektive katepsin B), ¢ast’ vzoriek vykazovala antioxida¢nu aktivitu, u Casti vzoriek sa
da predpokladat imunostimulacna aktivity v dosledku signifikantného obsahu cennych beta-glukanov.
Vsetky spominané a zdoraznené biologické aktivity testovanych vzoriek su na signifikantnej arovni, ¢o
mozno demonstrovat’ porovnanim s vhodne zvolenym standardom alebo s publikovanymi vysledkami.

Logickym zavi$enim biologického hodnotenia in vitro je pilotny experiment G¢innosti vybranych vzoriek
v ,drastickom” modeli adjuvantnej artritidy in vivo, vysledky stadie z profylaktickej liecby jednotlivymi
testovanymi substanciami - mlato, ovos Avenuda (Jakub), ovos s probiotickymi kultirami, vypalky a Cisty
beta-glukan z hlivy Pleuratus ostreatus ukazali, ze aplikécia tychto latok sledované parametre v porovnani
s neliecenou artritickou kontrolou zlepSuje najmé pri aplikéacii kfmnej zmesi obohatenej beta-glukanom, a na
druhom mieste pri konzumacii ovsa nahého, odroda Avenuda (Jakub) ako bazalneho nutrientu, ¢o
koresponduje s obsahom rozpustnych beta-glukanov.

V ramci projektu bol splneny bazdlny ciel’, konkrétne bolo navrhnutych niekol’ko foriem symbolového
zapisu cennych biologickych vlastnosti testovanych odrdd, ktoré vychadzali z viacerych aktivitnych
parametrov (% inhibicie, DPPHs,, FRAPs,, BKLMs,, MIC, Specifickd aktivita vztiahnutd na obsah
polyfenolov, alebo flavonoidov a pod.), ktoré je mozné uplatnit’ zapisom na kartu (passport) danej odrody.

Pod’akovanie. Tito praca vznikla s podporou projektov AV4/0107/04 OvaT VS MS SR, APVV-LPP-
0251-07 a s¢asti aj ako realizacia §tatnej ulohy Uloha vyskumu a vyvoja 2003 SP 27/028 OD 01/028 OD 01 -
03-04-04. Pod’akovanie patri celému kolektivu autorov, pracovnikov FPV UCM v Trnave, pracovnikov
NURCH Pieitany, pracovnikov FCHaPT STU a UMFG SAV v Bratislave.
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Obrazok 1: Distribucia pocetnosti aktivnych vzoriek extraktov krmovin podla % inhibicie na trypsin /A/,
trombin /B/ a urokinazu /C/.
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Tabulka 1: Antioxidacna aktivita 10 vybranych vzoriek mechanizmami DPPH, FRAP a BKLM bez a po 4-
hodinovej termickej zat'azi, vyjadrena pomocou aktivitnych parametrov DPPHs,, FRAP5,, BKLMj5,

Odroda bez termickej zat'aze po 4 hodinovej termickej zatazi
DPPH;, FRAPs, BKLMs, DPPH;, FRAPs, BKLMs,

JaCmen jarny Detenicky Kargin 0,03 +0,01 N 0,31 +0,01 N 1,01 +0,04 0,54 +0,01
JaCmen jarny Jubilant 0,05+ 0,01 N 1,9+0,12 N 0,05+0,01 0,54 +0,29
Ja¢men jarny KM 1910 0,99 + 0,07 N N 1,53 +£0,23 N N
Jaémen jarny Kompakt N N 0,98 £ 0,07 N N N
Ovos Maris Oberon 0,32+ 0,04 N 0,07 +0,01 N N 1,37 +£0,77
Ovos Sirene 0,19 +0,03 N N N N 2,54+0,77
Pohanka 00003 Bogatyr N N 1,89 + 0,22 N 0,11 +0,02 N
Pohanka 00007 Pyra 1,28 + 0,08 N 0,2+0,01 1,04 £0,19 N 1,15+ 0,45
PSenica letna Ines 0,03 £0,01 N 1,43 £ 0,48 N 1,22+0,13 4,09+1,14
Psenica letna Karolinum 0,06+ 0,01 N 0,61 +0,11 N N 2,02+0,78

N- vzorka nevykazovala antioxida¢nu aktivitu danou metodou.
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Tabul’ka 2: Antimikrobialna aktivita vybranych vzoriek extraktov na modelové, skriningové mikroorganizmy
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Candida albicans a Aspergillus niger.

MIC (titer)

Plodina Odroda Escherichia | Staphylococcus | Candida | Aspergillus
coli aureus albicans niger
Astragalus excapus CZEPALO03-195 - - 10 -
Astragalus glycyphyllos SVKNTATO01-504 10 20 - -
Astragalus onobrychis CZEPALO03-168 - - 10 -
Lotus corniculatus Giada - 20 10 -
Lotus uliginosus POLBES99-666 - 20 10 -
Medicago sativa Granat 10 80 - -
Medicago sativa Dolichi - 40 10 -
Medicago sativa Florina - 80 10 -
Melilotus officinalis Norgold 10 40 10 -
Onobrychis viciaefolia Erlangen - 20 - -
Trifolium arvense SVKPOL96-80 - 20 10 -
Trifolium fragiferum CZEPALO03-138 10 20 10 -
Trifolium pratense SVKBES99-564 10 80 20 -
Trifolium pratense UKRKAR96-169 - 80 20 -
Trifolium pratense SVKCER99-35 10 40 10 -
Trifolium pratense Viglana - 80 10 -
Trifolium pratense NIB 1095 - 80 20 -
Trifolium pratense NIB 895 20 80 10 -
Trifolium pratense Varte 10 80 10 -
Trifolium repens SVKFAT97-89 10 20 20 -
Trifolium resupinatum Mornos - 20 10 -
Trifolium rubens HVISTRA 2-190 10 20 10 -
Trifolium rubens SVNPIRO1-131 10 20 - -

! Katedra biotechnologii, Fakulta prirodnych vied, Univerzita sv. Cyrila a Metoéda v Trnave, Namestie J. Herdu 2, Trnava, 917 01, SK,

13 tibor.maliar@ucm.sk,

2 Katedra chémie, Fakulta prirodnych vied, Univerzita sv. Cyrila a Metoda v Trnave, Namestie J. Herdu 2, Trnava, 917 01, SK,



Nové poznatky z genetiky a $l'achtenia pol'nohospodarskych rastlin Zbornik zo 16. vedeckej konferencie, Piestany : VURV, 2009

MOLEKULARNE CHARAKTERISTIKY VYBRANYCH NESPECIFICKYCH PR-
PROTEINOV JACMENA INFIKOVANEHO MUCNATKOU
MOLECULAR CHARACTERISTICS OF BARLEY SELECTED NON-SPECIFIC PR-
PROTEINS INFECTED WITH POWDERY MILDEW

Elena HLINKOVA' - Vladena BAUEROVA-HLINKOVA? — Peter KABAT? — Zdenék
VOBURKA®

Present work is a continuation our previous works at PR-proteins, with future possible using of their genes for construction
gene cassette for preparing more resistant barley cultivars to powdery mildew. Our attention was concentrated on some
molecular and proteomic characteristic of intercellular chitinases Chil4.5, Chi 21and membrane protein Glu24.4. Sequence
analysis of studied proteins showed that gene for Chi, 14.5 (amino acid sequence for the first fragment from N-end is next-
ATENIKNXCGSTIWPAGIPV) has a 95% identity to putative acid PR-5 protein resp. to thaumatine-like protein (PR-5).
This difference is connected with underlined amino acid residue as well as with the discrepancy between extra and
intracellular proteins which genes are published in the gene database from which they were the BLAST-P computer program
compared . Chi21, from the N-end of protein, has the following sequence for the first ten-th of amino acid: SGETTDNTA.
Sequence analysis for Glu24.4 meanwhile was not satisfactory. DNAXDNA hybridization analysis for pathogen nuclear DNA
gave positive signal for the presence of orthologic gene in the genome of powdery mildew, race — Sk-5/11.

Key words: barley, powdery mildew, PR-proteins, chitinases, thaumatine-like-protein

Uvod

PR-proteiny st vo vSeobecnosti syntetizované po infekcii hostitel'ov patogénmi,éi uz baktériami, virusmi
alebo hubami. Maju réznu biochemicku funkciu a mnohé gény kodujice ich proteiny nepozname (Lyon &
Newton 2005; Reiss et al. 2006; Hlinkova et al. 2007; 2008; 2003; Caldo et al. 2004; Hajouj et al 2000).
V stcasnosti st uz kategorizované do 17 skupin, z ktorych vacsina bola identifikovana aj u ja¢mena infikovaného
mucénatkou (Muthukrishnan et al. 2001). Ich kvalitativne a kvantitativne zastupenie sa v infikovanych rastlinnych
bunkach meni v zavislosti od typu interakcie, vyvojového Stadia hostitel'ského organu ako aj Stadia anamorfy
patogéna. Najvicsiu pocetnost’ v zastupeni maju oxidoreduktazy a hydrolazy. Tieto sa vyskytuji ako v rannych
tak neskorych fazach §tadia infekcie len s rozdielnymi izozymovymi spektrami. My sme sustredili nasu
pozornost’ na poslednt fazu anamorfy muénatky ja¢mennej (Blumeria graminis f. sp hordei) pri kompatibilnej
interakcii so senzitivnym kultivarom Dvoran, ktory neobsahuje vo svojom genéme gény rezistencie z Ml-a
lokusu. V tejto faze si sytetizované viaceré PR- proteiny (PR-2, PR-3, PR-4. PR-5: Hlinkova et al. 2008, 2003;
Reiss et al. 2006; Muthukrishnan et al. 2001) pricom ostatné tri s chitindzovou aktivitou, avsak iba v miestach
infekcie. Vo vzdialenejSich bunkach od miesta infekcie sa tieto proteiny v primarnych listoch jaémena
nevyskytuju. Tieto proteiny sme zaregistrovali aj u izogénnych linii cv Pallas nesucich gény rezistencie MI-a9,10
al2. Zo skupiny PR-3 - PR-5 proteinov sme vybrali intercelularne proteiny Chil4,4, Chi2l a membranovy
protein Glu24,4(PR-2) , ktoré sme podrobili molekuldrnym a proteomickym analyzam za ucelom zistit' ich
sekvencie a pritomnost’ / nepritomnost’ ortologickych génov u patogéna.

Material a metédy

Intercelularny proteinovy extrakt sme ziskali z infikovanych Casti primarnych listov jaémena, asepticky
kultivovaného cv. Dvoran na 6smy den od inokuldcie patotypom mucnatky Sk-5/11 (zaliatok sporulacie
patogéna). Kultivar Dvoran neobsahuje vo svojom gendéme gény rezistencie z MI-a lokusu. Proteinovy extrakt
sme 10x zakoncentrovali na chladenej centrifige Beckman pri rcf=16 000xg a 4°C. 40ul zakoncentrovaného
roztoku (c=lpg.ul™") sme denaturovali v Laemmliho denaturaénom vzorkovom roztoku (Laemmli 1970).
Denaturované proteinové vzorky sme separovali na 15% diskontinudlnom pomocou 1D-SDS PAGE (Smith
1988). Proteiny sme preniesli mokrou blotovacou technikou na PVDF(Immobilon P*?) membranu. Memranu sme
rozdelili na dve Casti pre sekvencovanie Edmanovou metédou — degradovanie proteinov/polypeptidov ide z N-
konca (Smith & Green 2009) a imunologickt interakciu pre pritomnost’ a lokalizdciu PR-4 proteinu Western-
blotovacou technikou (Smith 1988). Protilatka k PR-4 proteinu bola pripravend podla Repku (1997)
v imbrednych liniach kralikov. Ako molekulovy Standard sme pouZili predfarbeny Siroko-spektralny hmotnostny
proteinovy marker pre SDS-PAGE od firmy Fermentas, (Life Scie.). Na komparativne analyzy
aminokyselinovych sekvencii sme pouzili pocitacovy systém BLAST-P a proteinovi sekvenénu databazu (Ma &
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Sheldrick 2005; Mount 2004). DNA izolaciu, znacenie a hybridizaciu sme robili podla manualu od firmy
Boehringer Mannheim (1998) s pomocou prislusnych kitov.

Vysledky a diskusia

Hmotnostna spektrometria izolovaného a precisteného PR4 proteinu upresnila jeho molekulovii hmotnost’ na
Mr = 14,5 kDa. Pévodnd molekulovd hmotnost’ bola Mr~14,4 kDa. Chyba s akou sme ho urcili my pomocou
jedno a dvojdimenzionalnej PAGE (Hlinkova et al. 2007, 2008) bola teda mensia ako 1%. Sekvencna analyza
tohto intercelularneho proteinu s chitindzovou aktivitou identifikovaného v mieste infekcie Edmanovou metéodou
ukazala, ze prvy fragment F1 (20ak) ziskany z proteinu PR4 (Chi.14,5 ) mé nasledovnu sekvenciu z N-konca:
F1: Hv (Chi, 14, 5; PR-4/5) - ATFNIKNXCGSTIWPAGIPV

Kompletny protein je zlozeny ~132 aminokyselinovych (ak) radikalov. Blast-P pocitacova analyza ukazala,
ze aminokyselinovej sekvencii nasho intercelularneho PR-4 proteinu izolovaného z infikovaného miesta
primarneho listu jaémena, boli priradené dve moznosti z génovej databazy s vysokou az 95% ak zhodou. A to 1)
95% ak identita skyslym putativnym prekurzorom PR-5 proteinu syntetizovaného v primarnych listoch
Hordeum vulgare po infekcii (gén: EMBL.:AM403331.1, zhoda od 1 ak z N- konca) a 2)- 95% ak zhoda s PR-5
:taumatinom- like-proteinom syntetizovanom v Triticum aestivum infikovanom mucatkou (gén: gb | AKK
60668.1 | AF3 84146 1. zhoda od 21 ak z N -konca ). Tento protein/ polypeptid s chitinazovou aktivitou na 1D-
SDS PAGE dava pri viésej nanaske dubletovi ¢iaru (Dva izoméry s rozdielnou biochemickou funkciou. Rozdiel
medzi pruzkami je 100Da). Reiss et. al.(2006) pri analyze mRNA pre intracelularny PR- protein s Mr:14,4kDa
predpokladaji, ze ma glukandzovu aktivitu ajedna sa o taumatin-like-protein so skupiny PR-5 proteinov.
Nemecka skupina pracovala vSak s intracelularnymi mRNA extraktami. My sme pri $tudiu glukanazovej aktivity
intracelularnych proteinov ziskanych z infikovanych primarnych listov jaémenia nestucich rézne gény rezistencie
ziskali iba slaby Glu signal pre cv. Dvoran, avsak silny signal pre tento protein sme zaznamenali pre izogénne
linie cv Pallas — P0O4B (dominantny gén rezistencie MI-a7) a P10( dominantny gén rezistencie MIl-al2).
Pritomnost’ tohto proteinu vykazuje silni Specificitu na gény rezistencie (Hlinkova et 2002). VyraznejSia
odpoved’ bola pri extracelularnych proteinoch na chitinazovu aktivitu. (Hlinkova et al. 2003). Imunologické
reakcie s protilatkou pripravenou k tomuto proteinu potvrdili pritomnost produktu ortologického génu aj
u mucnatky ja¢mennej, rasa Sk-5/11 (Hlinkova et al. 2007). Imunologicku reakciu potvrdili aj DNAXDNA
hybridizacie s PCR produktom odvodenym z ak sekvencie pre Chi, 14.5 (obr.1,2,3, 4). Analyza dat z génovych
databaz na zaklade naSich proteomickych udajov poopravila aj kategorizaciu Chi.14.5 na zaradenie do skupiny
PR-5 proteinov. Definitiviu odpoved’ ¢i sa teda jedna o kysly putativny prekurzor PR-5 proteinu alebo taumatin-
like protein (obr. 5) daji eSte d’al$ie dopliujuce ak sekvencie pre Chi.14,5 predovsetkym z C konca, ktoré
Edmanova metéda neumoziiuje. Chitizdza Chi,14,5 ma silny antifungalny G¢inok. Dal$im proteinom, ktory sme
podrobili proteomickej analyze bola Chi.21 (PR-3 protein). Sekve¢na analyza ak ukazala, ze sekvencie pre prvy
fragment z N-konca su nasledovné:
Fragment 1: Hv (Chi, 21; PR-3)-SGETTDNTA

Proteomicka analyza a porovnanie cez systém BLAST-P nedala uspokojivii odpoved’. V tomto pripade sa asi
jedna o cast’ sprievodného protein, ktory ma s vysokou pravdepodobnostou blokovany N-koniec. Membranovy
protein Glu24,4 sa nam zatial’ nepodarilo uspokojivo osekvencovat’ v dosledku silného znecistenia radikalmi z
membranovych proteinov pri izolacii.

Suhrn
Zaverom mozeme konstatovat’, Ze proteomické a molekuldrne metédy umoznili osekvenovat’ dve

intercelularne chitinazy syntetizované v mieste infekcie senzitivneho hostitel’a;

&upresnili molekulovia hmotnost’ a kategorizaciu Chi.14,5 ako PR-5 proteinu;

v pripade chitinazy s nizSou molekulovou hmotnost'ou sme zistili, Ze obsahuje ~ 132ak a Chi.21 (PR-3)
obsahuje ~ 200ak;

& osekvenovana cast’ Chi.14,5 proteinu ma 95% zhodu s taumatinom-like proteinom ako aj kyslym putativnym
prekurzorom proteinom PR-5, ktory ma ortologicky gén u patogéna;

& Chi, 14,5 ma silny antifungalny tc¢inok.

Pod’akovanie. Predlozena praca vznikla na ziklade podpory grantovej agentiry Vega MS SR: projekt
¢islo1/4360/07.
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Obr.1 Coomassie blue R-250 farbend PVD membréna s preblotovanym zakoncentrovanym intercelularnym
proteinovym extraktom izolovanym z infikovaného miesta cv. Dvoran po 6smych diioch od inokulacie
patotypom muénatky Sk-5/11. Kultivar Dvoran neobsahuje gény rezistencie z Ml-a lokusu

Sipkami st ozna¢ené proteiny PR-3(Chi.21) a PR-4/5 (Chi, 14,5) ktoré boli sekvenované Edmanovou metédou
z N-konca. Nanaska na SDS-PAGE bola 40ug zakoncentrovaného proteinového extraktu. Ako molekulovy
Standard sme pouzili predfarbeny proteinovy Sirokospektralny molekulovy marker od firmy Fermentas

s vyznacenymi Mr.

Obr.2 Western blot po imunologickej reakcii na PVD membrane s ¢iastocne $pecifickou protilatkou pripravenou
pre Chi, 14,5 .

Imunologicka reakcia prezentuje pritomnost’ vSetkych izozymovo zhodnych Chi v intercelularnom extrakte-5
imunologicky zhodnych izozymov.

Obr.3 1D-SDS PAGE proteinového extraktu izolovaného z osemdiovych konidiospor (20ul) patotypu
mucnatky rasa-Sk-5/11.

Hviezdi¢kou je oznafeny protein imunologicky zhodny s PR4/5 proteinom izolovanym z infikovaného
miesta primarnych listov jacmenia cv.Dvoran. Nanaska cinila 0.9ug proteinového extraktu na drahu. Gél bol
farbeny AgNOs .

Obr. 4.

Obr.4 DNAxDNA hybridizdcia s oznafenou sondou pripravenou pre N-koniec sekvenovaného
proteinu/polypeptidu Chi,14,5.

Sonda bola pripravena pomocou PCR-reakcie. DNA bola vy izolovana zo 40ul konidiospdr patogéna. Nanaska
na Southern blot bola 7ug DNA . Prvy dot-rastlinna DNA vyizolovana z infikovaného miesta jacmena (lg
rastlinného materialu); druhy dot-blot DNA mu¢natky rasa Sk5/11. Pozitivny signal u druhého dotu indikuje na
pritomnost’ ortologického génu v gendéme patogéna.

Obr. 5

Obr.5 Terciarna Struktiira taumatin-like proteinu vypracovana pre PR-5 protein identifikovany v listoch jaémena
po infekcii miénatkou (Reiss et al. 2006).
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MOLEKULARNI MARKERY GENU Rvi2, Rvi4, Rvi5, Rvi6 A Rvi8 U ODRUD A
GENOVYCH ZDROJU JABLONI{ V CESKE REPUBLICE A JEJICH VYUZITi VE
SLECHTENI VUCI STRUPOVITOSTI
MOLECULAR MARKERS OF Rvi2, Rvi4, Rvi5, Rvi6 AND Rvi8 GENES IN APPLE
VARIETIES AND GENETIC RESOURCES COLLECTED IN THE CZECH REPUBLIC
AND THEIR APPLICATION IN APPLE SCAB RESISTANCE BREEDING

Pavel VEJL — Martina MELOUNOVA — Jana ZOUFALA — Petr SEDLAK — Radek
VAVRA — Jan BLAZEK — Frantisek PAPRSTEJN

The apple scab caused by ascomycete Venturia inaequalis belongs to the most important apple diseases. Breeding and
further growing of resistant varieties represents a significant part of integrated apple protection. The entire majority of
commercially cultivated apple varieties possessing the resistance against the apple scab have Rvi6 locus. The resistance
controlled by this locus has been broken down by occurrence of new aggressive races in last years. In this paper, the
evaluation of 179 varieties, 520 newly bred varieties and 4 gene’s sources is presented in term of the loci Rvi2, Rvi4,
Rvi5, Rvi6 and Rvi8 presence controlling the race specific resistance against the apple scab. The presence of locus Rvi6
marker fully correlates with the pedigree of assessed genotypes. The development of new marker (paralog of locus Rvi6
which is not a linkage one) is also presented in this paper. Marker of Rvi5 locus was detected at 41.9% newly bred apple
varieties of Czech origin. However, the possibility of a recombination between markers and loci Rvi2, Rvi4 and Rvi8
might exists (depending on genetic distance between them) and therefore this fact is a necessary factor in apple breeding.
Key words: Malus, Venturia, inaequalis, resistance, Rvi2, Rvi4, Rvi5, Rvi6, Rvi8, marker assisted selection

Uvod

Mezi nejvyznamnéj$i choroby jabloni patii strupovitost, jejimz pivodcem je askomyceta Venturia
inaequalis CKE. Intenzivni péstovani nerezistentnich odrid jabloni je spojeno az s 15-ti fungicidnimi
oSetfenimi b¢hem jedné vegetace. Produkty rezistentniho Slechténi jsou vSeobecné chapany jako jeden
z nejucinnéjsich soucasti integrované ochrany jabloni vii¢i strupovitosti. U vSech komerc¢né péstovanych
rezistentnich odriid v Ceské republice je rezistence zaloZena na majorgenu Rvi6, ktery je znaméjsi pod
puvodnim oznacenim Vf. Masivni péstovani rezistentnich odrid zejména v Némecku, Holandsku a Francii
bylo z hlediska populacni genetiky dilezitym selekénim faktorem, ktery zpisobil prolomeni této rezistence
(Guérin a Le Cam (2004). V Ceské republice byl vroce 2009 zaznamenan vyskyt téchto novych ras
strupovitosti v fadé velkoplosnych vysadeb odriid Topaz nebo Selena. Tato skute¢nost si vynucuje zaméfit
pozornost na vyuzivani dalSich donori rezistence respektive vysoké tolerance viici strupovitosti.

Podrobny pichled o donorech gend rezistence jabloni vi¢i strupovitosti a o nové nomenklatufe téchto
genll podava Bus (2008). Pivodni oznaceni lokust jsou v nasledujicim odstavci uvadéna v zavorce za
aktualni nomenklaturou. Odriida Golden Delicious je donorem lokusu Rvil (Vd), klon TSR34T15 je donorem
lokusu Rvi2 (Vh2), kiizenec odridy Geneva je donorem lokusu Rvi3 (Vh3), klon TSR33T239 je donorem
lokusu Rvi (Vh4, Vx, Vrl), rusky semena¢ 9-AR2T193 je donorem lokusu Rvi5 (Vm), odriida Priscilla je
donorem lokusu Rvi6 (Vf), M. floribunda klon 821 je donorem lokusu Rvi7 (Vfh), klon GMAL3631-W193B
je donorem lokusu Rvi8 (Vh8), kiizenec J34 odriidy Dolgo je donorem lokusu Rvi9 (Vdolgo), Antonovka
PI172623 je donorem lokusu Rvil0 (Va), M. baccata jackii je donorem lokusu Rvill (Vbj), Hansenova
baccata 2 je donorem lokusu Rvil2 (Vb), kiizenec odridy Durello di Forli je donorem lokusu Rvil2 (Vd),
ktizenec odridy Diilmener Rosen je donorem lokusu Rvil4 (Vdrl), klon GMAL2473 je donorem lokusu
Rvil5 (Vr2), klon PRI 80015-125 je donorem lokusu Rvil6 (V25) a klon MIS op 93.051 g07-089 je nositelem
Rvil7 (Vmis). Odrada Gala je povazovéna za nachylnou vuéi vSéem doposud znamym rasam V. inaequalis.

Naésledujici ¢ast literarniho tivodu je zaméfena na 4 lokusy, které jsou objektem tohoto pfispévku. Xu a
Korban (2002) zjistili, ze lokus Rvi6 je tvotfen 4 paralogy genu. Jedna se o geny oznacené jako Vfal, Vfa2,
Vfa3 a Vfad. Tyto jednotlivé geny vykazuji velmi silnou homologii, ale li§i se dobou exprese. Transkript
genu Vfa3 je nefunkéni (Malnoy et al., 2007). Geny Vfal, Vfa2 jsou exprimovany v mladych nevyvinutych
listech, zatimco exprese genu Vfad probiha ve vyspélych listech. Strukturnim charakterem patii do skupiny R
gent, které koduji extracelularni LRR a transmembranové domény. Donorem lokusu Rvi5 je Malus x
atrosanguinea 804. Tento gen je zodpovédny za vyrazné omezeni sporulace houby. Dal§im donorem lokusu
Rvi5 je botanicky druh Malus micromalus Makino. Tento gen je zodpovédny za rezistenci vici rasam
strupovitosti 1-4. Donorem lokusu Rvi4 je genotyp R12740-7A, ktery byl ziskan v USA zvolného
cizospraseni semenacku jabloni ruského pivodu v roce 1935. Vyznacuje se rezistenci vici rasam 6 a 7 BUs
et al. (2005) se domniva, Ze lokus Rvi8 je v t€sné genové vazbé s Vh2 lokusem ruského semenace R12740-
7A. Nevylucuje, Ze tyto dva geny mohou byt vzajemné alelické. Efekt lokusu Rvi8 spociva ve tvorbé nekroz
pfiblizn€ po 4 — 6 dnech od navozeni infekce.
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Material a metody
Rostlinny material a izolace DNA

Pro analyzy bylo pouzito 179 odrid svétového sortimentu odriid jabloni uchovavanych genovou bankou
pii VSUO Holovousy s.r.0. Sou¢asné byly hodnoceny donory studovanych genti Malus floribunda klon 821,
9-AR2T128 (INRA), 9-AR2T196 (INRA), TSR33T239 (INRA), R1740-7A a OR-45-T-132. Analyzovano
bylo rovn&z 520 rostlin pochazejicich z 12 kombina¢nich kiizeni VSUO Holovousy s.r.o. DNA byla
izolovéna z listovych Cepeli pomoci DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen).
Marker lokusu Rvi2

Pro amplifikaci polymorfnich PCR produkti byly pouzity primery OPL19-SCAR a teplotni a ¢asovy
profil reakce, které publikoval Bus et al. (2005). Optimalizovana reakce probihala v nasledujicich
podminkach. Reakéni smés o objemu 12,5 pul obsahovala 30 ng templatové DNA, 0,6 U Taq polymerazy
(Fermentas) a 5 ng BSA. Koncentrace ostatnich komponent PCR reakce byla nasledujici: 10 mM Tris-HCl
(pH 8,8), 50 mM KCL, 0,08%, Nonidet P40, 1,3 mM MgCl,, 100 uM dNTP, 0,1 uM primer OPL19-SCAR-
F, 0,1 uM primer OPL19-SCAR-R a 4,8 % DMSO.
Marker lokusu Rvi4

V experimentech byl pouzit PCR marker AD13-SCAR podle Boudichevskaia et al. (2006). Vysledkem
optimalizace je nasledujici slozeni reak¢éni smési. Reakéni smés o objemu 12,5 pl obsahovala 50 ng
templatové DNA, 0,6 U Taq polymerazy (Fermentas) a 5 ug BSA. Koncentrace ostatnich komponent PCR
reakce byla nasledujici: 10 mM Tris-HCI (pH 8,8), 20 mM (NH,4),SO4, 0,08%, Nonidet P40, 1,5 mM MgCl,,
100 uM dNTP, 0,2 uM primer AD13-F, 0,2 uM primer AD13-R a 4,8 % DMSO.
Marker lokusu Rvi5

Pro analyzy byl pouzit vazebny marker lokusu Rvi5 podle Cheng et al. (1998). Pro amplifikaci byly
pouzity podminky, které uvadi Melounova et al. (2004).
Marker lokusu Rvi6

Kodominantni PCR marker ALO7 podle TARTARINI et al. (1999) je lokalizovan ve vzdalenosti 0,9 ¢cM od
lokusu Rvi6. Pro amplifikaci markeru byl pouzit modifikovany postup podle VEIL et al. (2003).
Novy marker paralogu lokusu Rvi6 - VfAD

Pro navrzZeni paru primert VfA — VD byla pouzita Giplna CDS databiaze NCBI EU794466. Jednalo se o
sekvenci HerVf4 genu M. floribunda klonu M18-6Cs. Pro amplifikaci polymorfniho PCR amplikonu byly
pouzity nasledujici primery: VFA 5’ggtggtaagataaatccttetttge3” a VFD 5’aaatgccaggaatccagatg3’. Reakéni
smés o objemu 12,5 pl obsahovala 50 ng templatové DNA, 0,7 U Taq polymerazy (Fermentas) a 5 ng BSA.
Koncentrace ostatnich komponent PCR reakce byla nasledujici: 10 mM Tris-HCI (pH 8,8), 50 mM KCI,
0,08%, Nonidet P40, 2 mM MgCl,, 0,2 uM dNTP, 048 puM primer VfA, 0,48 uM primer VD a 4 mM
tetramethyl amonium oxalat (Top Bio). Amplifikace probihala v termocykleru C1000 (BioRad) pfi
nasledujicich podminkach: 1x (95°C, 3 minuty), 35x (94°C 30 sekund, 66,8°C, 30 sekund, 72°C, 1 minuta),
1x (72°C, 7 minut). Produkty amplifikace byly separovany v 1,5 % agarézovém gelu v 1XTBE pufru po dobu
1 hodiny.
Marker lokusu Rvi8

Pro amplifikaci polymorfnich PCR produkti byly pouzity primery OPL19-SCAR a teplotni a ¢asovy
profil reakce, které publikoval Bus et al. (2005). Optimalizovana reakce méla shodné sloZeni, jako u lokusu
Rvi2.

Vysledky a diskuse
Lokus Rvi2

Potomstvo kiizeni Royal Gala x TSR34T15, které hodnotil Bus et al. (2005) vykazovalo dva PCR
produkty u markeru OPL19-SCAR. Fragment o ptiblizné velikosti 1120 bp byl nemarkerujici a vyskytoval se
jak u rezistentniho genotypu TSR34T15, tak i u vysoce nachylné odrady Royal Gala. Piitomnost Rvi2 genu
charakterizovala pfitomnost PCR fragmentu o velikosti 433 bp. Amplikon o velikosti 433 bp byl detekovan
rovnéz u 80 odrid (44,7%) a dale u genovych zdroji 9-AR2T128, 9-AR2T196 a TSR33T239, které nejsou
odvozeny od genotypu TSR34T15. Tato skutecnost pfesné odpovida ptvodu a typu markeru — marker
OPL19-SCAR je konvertovany vazebny RAPD marker, ktery u klonu TSR34T15 v tésné vazb¢ s lokusem
Rvi2. U ostatnich genotypt, které nemaji odvozeny ptivod od vySe zminénych donori, vSak tato genova
vazba neexistuje.
Lokus Rvi4

Boudichevskaia et al. (2006) na souboru 31 genotypu identifikovala 4 alely: a (1300 bp), b (1100 bp), ¢
(950 bp) a d (750 bp). Pricemz s rezistenci asociovala alela ,,c*, kterou detekovala pouze u genotypu
R12740-7A a odrid od n&j odvozenych. Stejny PCR produkt byl autorkou zjistén i u neékterych botanickych
druhti rodu Malus. Ve své praci autorka v8ak nehodnotila Sirokou kolekci odrud, které nejsou rezistentni ke
strupovitosti. Z obrazku 1 vyplyva, Ze pii hodnoceni 179 odrud jabloni bylo ziskano 5 amplikont s variabilni
délkou. Tyto fragmenty byly oznaceny pismeny a, b, c, d, e. Nami ziskany fragment oznaceny jako ,.e*
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vykazoval velikost 950 bp a byl charakteristicky pravé pro genotyp R12740-7A. Tento fragment se svou
velikosti shoduje s PCR produktem, ktery Boudichevskaia et al. (2006) oznacila jako alelu ,,c*“. PCR produkt
o velikosti 750 bp, ktery Boudichevskaia et al. (2006) oznalila jako alelu ,,d“, nebyl u Zadného
z hodnocenych genotypt ziskan. Tuto skuteCnost si 1ze vysvétlit tim, Ze Boudichevskaia et al. (2006) tento
amplikon ziskala pouze u botanického druhu M. baccata — klon 420. Nami ziskany amplikon ,,d* o pfiblizné
velikosti 1050 bp BOUDICHEVSKAIA et al. (2006) neziskala. PCR produkt ,,a“ ziskany pfti feSeni projektu
odpovidal velikosti 1100 bp alele ,,b", kterou popsala Boudichevskaia et al. (2006).

Obrazek 1: Elektroforeogram PCR markeru AD13-SCAR u vybranych genotypi jabloni
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U nékterych genotypt byly ziskany 3 amplikony, které by teoreticky mohly odpovidat triploidnimu
genotypu. Na zakladé znalosti opylovacich poméru téchto odrid byla hypotéza triploidie zamitnuta.
Z obrazku 1 vyplyva, ze u nékterych genotypt s fragmentem ,,a“ se nachdzi fragment ,,b“ nebo ,,c“. Tyto
fragmenty mohou byt bud'to nealelické povahy nebo pifi vzniku odridy mohlo dojit reduplikaci useku
chromozému, ktery nese homologni sekvence pro nasedani primeru. Boudichevskaia et al. (2006) uvadi, ze
marker AD13-SCAR vznikl konverzi RAPD markeru. Tudiz lze predpokladat, ze se jedna o dominantni typ
markeru. U donoru R12740-7A a u jeho kfizencti byla ovéfena genova vazba na vlastni lokus Rvi2. U
mapovacich populaci, které Boudichevskaia et al. (2006) pouzila, byla zjisténa sila vazby mezi markerem
ADI13-SCAR a lokusem Rvi2 o pfiblizné hodnoté 8 cM. Tato skute¢nost byla dokdzana i v nami provadénych
analyzach. Pti experimentech byl analyzovan jediny donor genu Rvi2 (R12740-7A). Teoreticky markerujici
fragment ,,e“ byl vSak detekovan u 17,5% hodnocenych genotypi, na jejichz vzniku se rusky semenac
R12740-7A jednoznacné nepodilel.

Lokus Rvi5

Pfitomnost dominantniho markeru lokusu Rvi5 byla zjisténa u dvou genotypu - donorti: 9-AR2T196 a
OR-45-T-132. Tyto vysledky pIné souhlasi se zavéry Cheng et al. (1998). Ani jedna ze 179 hodnocenych
odrid tento lokus nenese. Tyto vysledky souhlasi srodokmeny téchto odrid, které nejsou odvozeny
z mezidruhového kiizeni s Malus x atrosanguinea nebo M. micromalus. Donor lokusu Rvi5 OR-45-T-132 je
vSak hojné vyuzivan vramci Ceského rezistentniho Slechténi. Z 520 hodnocenych novoslechténi byla
ptitomnost markeru lokusu Rvi5 zjisténa u 218 (41,9 %) rostlin.

Lokus Rvi6

Marker ALO7 podle TARTARINI et al. (1999) piedstavuje kodominantni typ markeru. Byl detekovén u
deklarovaného donora - M. floribunda klon 821. U v8ech 31 odrid, jejichz puvod je odvozen z kiizeni s M.
floribunda klonu 821 byla zjisténa heterozygotni sestava alel lokusu Rvi6. Jedna z téchto odrid byla i odriida
Priscilla, kterou Bus (2008) uvadi jako donora lokusu Rvi6. Z 520 hodnocenych novoslechténi byla
ptitomnost dominantni alely lokusu Rvi6 zjisténa u 213 (41,0 %) rostlin. U 13 (2,5 %) neoslechténi z 520
hodnocenych byla zji§téna kumulace lokust Rvi5 a Rvi6.

Novy marker paralogu lokusu Rvi6 - VIAD

Primery pro amplifikaci polymorfniho PCR produktu byly navrzeny na zakladé aplné CDS HcrVi4 genu
M. floribunda klonu M18-6Cs (EU794466). U této sekvence byla pomoci programu NCBI Blast
identifikovana zna¢na homologie s ortology Vf gent. Produktem amplifikace byl 1100 bp fragment, ktery
charakterizoval pouze odridy s deklarovanou rezistenci vaéi strupovitosti fizenou lokusem Rvi6. Velikost
sekvence ohrani¢ené primery VfA a VD u CDS je 971 bp. Skuteény PCR produkt vykazoval piibliznou
délku 1100 bp, coz svédéi o tom, Ze u genomické templatové DNA dochazelo k amplifikaci exonovych i
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intronovych sekvenci. Nové navrzeny PCR marker VfAD ptedstavuje typ genového dominantniho markeru.
Jeho vyhodou je to, ze detekuje skuteénou sekvenci genu a ne pouze sekvenci tésné€ vazanou na gen Vi, jako
je naptiklad lokus ALO7 (TARTARINI et al., 1999). Jistou jeho nevyhodou je, Ze genotypy s absenci
detekovaného genu jsou charakteristické vyskytem tak zvanych nulovych alel.
Lokus Rvi8

Donorem tohoto genu je genotyp GMAL3631-W193B. Bus et al. (2005) se domniva, ze lokus Rvi8 je
v tésné genové vazbé s Rvi2 lokusem. Nevylucuje, Ze tyto dva geny mohou byt vzajemné alelické. Potomstvo
ktizeni Royal Gala x W193B, které hodnotil Bus et al. (2005) vykazovalo dva PCR produkty u markeru
OPB18-SCAR. Fragment o pfiblizné velikosti 628 bp ptedstavoval alelu s deleci, kterd nebyla ve vazbé na
rezistenci. Naopak amplikon o velikosti 799 bp dle sekvenaéni analyzy, kterou provedl rovnéZ Bus et al.
(2005), deleci neobsahoval a byl ve vazbové fazi s rezistentnim projevem. Jiné produkty amplifikace BUsS et
al. (2005) nezaznamenal. Pi{¢inou byla zfejmé skute¢nost, Ze v praci publikuje vysledky jednoho
kombinaéniho ktizeni, kde oba rodicovské komponenty jsou v markeru OPB18-SCAR kontrastni. Pfi
hodnoceni nasi kolekce odrid a donorovych genotypii bylo ziskdno celkem 5 rizné velkych amplikond.
Stejné jako u markeru AD13-SCAR, ktery byl popsan v piedchozi ¢asti piispévku, rovnéz i u markeru
OPB18-SCAR byla zjisténa zdvojena zdéna, kterd je oznalena pismeny ,,a“ a ,c“. Pravé amplikon ,,c*
odpovida velikosti markerujicimu fragmentu 799 bp, ktery popsal Bus et al. (2005). Zdvojeni fragment je
mozné ziejme vysvétlit stejnou hypotézou, jako u markeru AD13-SCAR. Je zajimavé, ze amplikon ,,c* byl
detekovan pouze u minoritniho pocétu genotypt. Jedna se o odridy Antonovka, Antonovka t€zka, Borovinka
a Bogajevskij Charvanskij, které byly ziskany z byvalého SSSR.

Zavér

Rezistentni odridy jabloni, které byly v Ceské republice vyslechtény nebo které jsou zde velkoploind
péstovany, nesou mimo polygenni faktori odolnosti vii¢i strupovitosti pouze jeden ze znamych majorgent —
lokus Rvi6. V blizké budoucnosti se jevi jako perspektivni vyuziti lokusu Rvi5, ktery je vnesen do fady
nadé&jnych novoslechténi. Pii aplikaci vazebnych genetickych markerd dalSich perspektivnich lokusti Rvi2,
Rvi4 a Rvi8 je vzdy potfeba vyhodnotit jejich markerovaci potencial, ktery mize byt vyrazné omezen ne
prilis silnou vazbou mezi amplikovanym fragmentem a skutecnym lokusem.

Podékovdni. Prezentované vysledky byly ziskany za podpory grantovych projekti NAZV MZe CR
QHS81142 a QD1267.
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POROVNANI VARIABILITY PLANYCH A KULTURNICH CHMELU
MIKROSATELITNiIMI MARKERY
COMPARISON OF VARIABILITY AMONG WILD AND CULTIVATED HOPS BY
MICROSATELLITE MARKERS

Jakub VASEK - Pavel VEJL — Daniela CILOVA — Vladimir NESVADBA

It was tested genetic diversity and relatedness of world wide collection of wild and cultivated hops. Total of 225 plants
were assessed by 6 SSR markers. We have found 71 different alleles across six microsatellite loci with average 11,87
allele per locus. Degree of variability was estimated and compared by Ho and PIC measures. Average Ho and PIC were
0,391 and 0,614 for wild hops and 0,264 and 0,242 for cultivars, respectively.Cluster analysis based on DA matrix
divided wild hops into 3 subgroup — North-American, Caucasian and European. Cultivars were clustered together with
European subgroup of wild hops, but detailed analysis revealed different genetic structure among these wild and
cultivated forms of hop.

Key words: hop (Humulus lupulus L.), variability, microsatellites

Uvod

Mikrosatelitni lokusy jsou tvofeny tandemové se opakujicimi sekvencemi v délce 1 az 6 bp. Popularita
téchto molekularnich markerti je zalozena na fad¢é pfednosti mezi néz patii vysoky stupen variability,
kodominantnost, pfitomnost jak u eukaryotnich tak prokaryotnich organismii a rovnomérné rozprostieni v
aplikovatelnosti mikrosatelitti neboli SSR v celé fad¢ genetickych analyz je patrna ze studii zaméfenych na
tvorbu genovych map, zjisStovani genetické diversity, struktury populaci ¢i testy paternity a maternity.

Chmel (Humulus lupulus L.) je hospodaisky vyznamnou rostlinou pfedev§im pro pivovarnicky a v
poslednich letech i farmaceuticky pramysl. Z botanického hlediska se jednd o dvoudomou, popinavou a
vytrvalou rostlinu, kterd je fazena do Celedi Cannabaceae. V soucasné dob¢ nartstaji pozadavky na vynos,
odolnost a slozeni jednotlivych chemickych latek obsazenych v chmelovych hlavkach samicich rostlin. Tyto
naroky je nutno zohlednit pfi $lechténi novych odrid a proto je dilezité shromazdit pokud mozno co nejvice
geneticky variabilni material, ktery poskytuje dobry zaklad v dal$im §lechtitelském procesu. Vyznamnym
zdrojem jsou Casto plané chmely, ale i kultivary rozdilného ptvodu. Mikrosatelitni genetické markery jsou
vhodnym nastrojem k posouzeni variability jak planych tak kulturnich chmeli, coz dokazuje fada studii
(Jakse et al., 2004; Stajner et al., 2007), umoziiuji jejich vzajemné srovnani a dovoluji uréit jejich genetickou
podobnost. Ziskané udaje poskytuji dalsi hledisko pii rozhodovani je-li dany geneticky material vhodny pro
Slechténi ¢i nikoliv.

Material a metody
Rostlinny material

Jednotlivé vzorky planych a kulturnich chmeld byly poskytnuty genobankou Chmelai'ského institutu s.r.o.
v Zatci. Do analyzy bylo zahrnuto celkem 225 rostlin. Z toho 177 rostlin tvofily plané chmely pochazejici ze
Spanélska (28), Francie (23), Belgie (3), Svycarska (9), Rakouska (2), CR (15), Bulharska (2), Kavkazu (31),
USA (24) a Kanady (40). Zbylych 48 rostlin byly kulturni odridy z 12-ti zemi pivodu (podrobny seznam na
pozadani).

Izolace a amplifikace DNA

DNA byla izolovana z mladych listi pomoci DNAse Plant Mini Kit (Qiagen). Jednotlivé kroky izolace
byly provedeny dle manudlu vyrobce, ale z divodu vysokého obsahu latek inhibujicich naslednou
amplifikaci byl postup v nékterych krocich upraven dle Landergott et al. (2006). Variabilita planych a
kulturnich chmelii byla porovnana na Sesti mikrosatelitnich lokusech — HIGA03, HIGA09, HIGTO05, HIGT09,
HIGT10 a HIGT12. Amplifikace byla provedena pomoci sekvencné specifickych primerd dle Jakse et al.
(2002). PCR Reakéni smés o celkovém objemu 12,5 pl obsahovala piiblizné 20 ng DNA a 0,5 jednotky Tag
polymerazy (Roche), koncentrace ostatnich komponent byla nasledujici: 1x KCI &i (NH,),SO,> PCR puft,
0,2 mM dNTP a 0,4 uM pro kazdy z prislusného paru primerd, 0,32 pg/ul BSA a 2 mM TMA-oxalat (Top-
Bio). Koncentrace MgCl, se pro jednotlivé primery liSila a je uvedena spole¢né s teplotnim programem v
tabulce 1.

Amplifikace mikrosatelitd byla provedena v termocyklerech T1000 (Bio-Rad) a Bioengine (Bio-Rad)
pomoci TD-PCR nebo klasické PCR. Teplotni program se skladal z nasledujich kroki: 1x pre-denaturace pfi
95°C 4 min. (plati pro oba typy PCR), pro primery HIGA03 a HIGA09 nasledoval piislusny pocet cyklu
(N1), kdy se opakovaly kroky denaturace pti 94°C 45 sec., annelace pfi piislusné annelaéni teploté (init. Ta)
30 sec., ktera byla snizovana o 1 ¢i 0,5°C na cyklus a elongace pti 72°C 90 sec. Poté nasledovaly (pro
primery HIGAO03 a HIGAO09) ¢i zacinaly (pro ostatni primery) jednotlivé faze: denaturace pii 94°C 45 sec.,
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annelace pfi pfislu$né annelacni teploté (Ta) 30 sec. a elongace pti 72°C 90 sec., které se opakovaly danym
pocétem cykli (N2). Finalni elongace probihala pii 72°C 8 min.

Tabulka 1: Teplotni program a koncentrace MgCl

TD-PCR PCR
Locus o sniZeni na pufr MgCI2 (mM)
init. Ta (°C) cyklus (°C) N1 Ta (°C) N2
HIGAO3 64 1 3 61 25 (NH,),S04* 2.5
HIGA09 63 0.5 12 57 15 KCl 3
HIGTOS 60 29 KCl 1.5
HIGTO09 55 32 KCl 1.5
HIGT10 57 26 KCl 1.5
HIGT12 56 26 KCl1 1.5

Vzorky byly separovany ve vertikalni elektroforetické cele Sequi-Gen GT (Bio-Rad) v 6% wh
denaturacnim (s 8M mocovinou) polyakrylamidovém gelu v 0,5x TBE pufru. Pfiprava vzorkd pred
nanasenim na gel zahrnovala smichani s denaturacnim roztokem dle Benbouza et al. (2006), denaturaci pii
94°C 5 min. a ponechani alespont 30 minut na ledu. Denaturacni roztok byl smichan v poméru 1:1 pro plané
chmely, s vyjimkou pro amplikony lokusu HIGT10, a amplikony kultivari v lokusech HIGT05 a HIGT09 a
v poméru 1:2:1 (vzorek:denatura¢ni roztok:voda) pro amplikony zbylych lokusi kultivarii a pro amplikony
planych chmelt lokusu HIGT10.

Statisticka analyza

K posouzeni variability na zakladé deskriptivni statistiky (Ho a PIC) mezi planymi a kulturnimi formami
chmele byl pouzit program Cervus 3.0 (Kalinowski et al., 2007). Shlukova analyza jednotlivci byla
provedena programem Populations ver. 1.2.30 (vyvinuty a distribuovany O. Langellou, volné¢ dostupny na
http://bioinformatics.org/~tryphon/populations/) na zakladé DA matice (Nei et al., 1983) metodou Neighbor
Joining s bootstrapem na lokus. Byla zvolena hodnota 500 opakovani pro porovnani vsech chmeld a 1000
opakovani pro porovnani evropské podskupiny s kultivary na lokus jako parametry pro bootstrap metodu.
Zobrazeni dendrogamu bylo vytvofeno pomoci programu TreeView 1.6.6 (Page, 1996).

Vysledky a diskuse
Charakteristika mikrosatelitnich markerui

Celkove bylo v souboru 225 rostlin nalezeno v 6 SSR lokusech 71 riiznych alel s primérem 11,83 alely
na lokus. Nejvétsi pocet alel byl nalezen v lokusech HIGA09 (20) a HIGT05 (19) a naopak nejméné v lokusu
HIGAO3 (6), u lokustt HIGT09 a 12 bylo detekovano 9 alel a 8 pro lokus HIGT10. Jestlize porovname plané
a kulturni chmele mezi sebou z hlediska poctu alel, pak 70 alel bylo detekovano u planych a 25 u kultivart.
U kultivarti byla nalezena pouze jedina alela, kterda se nevyskytovala mezi planymi chmely, ale rozdilnost
kultivard spocivala piedevs§im v kombinacich jednotlivych alel. Na zakladé shlukové analyzy (viz. nize),
ktera prokazala ze jsou kultivary nejvice podobné evropské podskuping planych chmeld byly porovnany tyto
dve skupiny a ukazalo se, ze pocet alel a primérny pocet alel na lokus je podobny - 30 u planych chmelt a 25
u kultivarti a primérny pocet alel na lokus je roven 5 pro plané a 4,17 pro kultivary. Tabulky 2 a 3 ukazuji
variabilitu jednotlivych podskupin a planych chmeld jako celku, kultivart a celkovou variabilitu testovanych
rostlin dohromady. Toto rozdéleni 1épe ukazuje rozlozeni variability, protoze pouhé srovnani planych a
kulturnich chmeld je samo o sob€ mirné zavadéjici vzhledem k pivodu vétSiny kultivari.

Tabulka 2: Hodnoty Ho pro jednotlivé lokusy a chmely

Ho — heterozygotnost pozorované
Plany chmel turni 2 olang
Lokus Kulturni | K¢ “‘1‘;“‘ alp ane
Vsechny Kavkazskd |Severo-americka| Evropska chmel chmely
podskupiny | podskupina | podskupina | podskupina dohromady
HIGAO3 0,475 0,742 0,609 0,268 0,229 0,422
HIGA09 0,373 0,806 0,266 0,293 0,500 0,400
HIGTOS 0,563 0,667 0,484 0,585 0,417 0,531
HIGTO09 0,290 0,161 0,444 0,220 0,188 0,268
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Ho — heterozygotnost pozorovana
Plany chmel turni & plané
Lokus Kulturni Ku tu;m al plané
Vsechny Kavkazska |[Severo-americka| Evropska chmel chmely
podskupiny | podskupina | podskupina | podskupina dohromady

HIGT10 0,384 0,613 0,484 0,220 0,188 0,342
HIGT12 0,260 0,742 0,172 0,146 0,063 0,218
prumér 0,391 0,621 0,410 0,264 0,264 0,364

Tabulka 3: Hodnoty PIC pro jednotlivé lokusy a chmely

PIC - polymorfni informac¢ni index
Plany chmel
Lokus Kulturni Kulturni a plané
Vsechny Kavkazskd |[Severo-americkd| Evropska chmel chmely
podskupiny podskupina podskupina podskupina dohromady
HIGAO03 0,649 0,566 0,589 0,243 0,198 0,581
HIGA09 0,657 0,767 0,420 0,288 0,495 0,661
HIGTO05 0,830 0,742 0,596 0,618 0,376 0,838
HIGT09 0,689 0,378 0,683 0,269 0,169 0,623
HIGT10 0,499 0,374 0,618 0,191 0,155 0,451
HIGT12 0,358 0,714 0,234 0,172 0,060 0,302
prumeér 0,614 0,590 0,523 0,297 0,2422 0,576

Z tabulek je patrné, ze nejvice variabilni je kavkazska podskupina jak z hlediska heterozygotnosti, tak
hodnot polymorfniho informaéniho indexu. Ziskané vysledky jsou v dobrém souladu s chemickymi
analyzami, protoZe tato skupina vykazala i nejvétsi rozsah v obsahu jednotlivych latek (V. Nesvadba, osobni
komunikace). Zarazejici je velmi nizkd hodnota heterozygotnosti u severoamerické skupiny pro lokus
HIGAO09, protoze v této skuping se vyskytovalo 14 alel z celkovych 20. Tento vysledek by mohl naznacovat
vyskyt tzv. nulové alely a tim padem by dochazelo k jistému zkresleni co se ty¢e stupné genetické diversity,
ktera je pravdépodobné vyssi. Tuto domnénku navic podporuje i vysoky podil homozygotnich jedinca.
Priblizné stejné nejen pramérné hodnoty Ho (264 vs. 264) a PIC (0,297 vs. 0,242) ukazuji na znacnou
podobnost genetické diversity evropské podskupiny planych a skupiny kultivarii, ackoliv se kompozici alel
mezi sebou lisi.

Shlukova analyza

Shlukova analyza byla provedena v nékolika krocich. Nejprve byla provedena analyza individualnich
genotypi planych chmeld, ktera ukazala, Ze jednotlivé plané chmely 1ze celkem jednoznacné zatadit do jedné
ze tii podskupiny a to severo-americkou, kavkazskou a evropskou (obrazek 1 ptiloh). Nasledné byly do
analyzy zafazeny i kultivary a bylo zjisténo, ze pfevazna vétSina z nich jednoznacné spada (az na nékolik
vyjimek) do evropské podskupiny (data nejsou zobrazena). Zde se jednalo o kultivary amerického ptivodu,
které vsak sdileji i nekteré evropské alely. Proto byla provedena tfeti shlukova analyza z divodu lepsiho
posouzeni variability mezi evropskymi planymi a kulturnimi chmely, pfi které byly vynechany genotypy z
ostatnich podskupin. Geneticka podobnost jednotlivych genotypi je patrna na obrazku 2 v sekci ptilohy.

Dendrogram vytvaii v podstaté dveé velké skupiny s odd€lenou treti - mensi skupinou, kterd je tvofena
pouze kultivary. Ackoliv tedy plané a kulturni rostliny chmele maji spolecny evropsky genofond, existuji
mezi nimi vyrazné rozdily. Prvni skupina obsahuje zna¢nou ¢ast kultivart a je patrné, Ze ji lze rozd¢lit do Ctyt
mensich podskupin, pfi¢emz nékteré zahrnuji i plané chmely. Druha skupina se sklada hlavné z planych
chmell. Vyraznym znakem této skupiny je, ze chmely nelze jednozna¢né rozlisit podle mista puvodu.
Duvodem muze byt relativné nizka variabilita chmelll evropského genofondu pramenici z kratkého casového
useku kdy se chmel rozsifil do jednotlivych geografickych oblasti (Murakami et al., 2006).

Zavér

Plané chmely vykazaly mnohem vyssi genetickou diversitu ve srovnani s kulturnimi, nicméné pokud byla
porovnavana pouze evropskad podskupina planych chmelil s kultivary (taktéz prevazné evropského pivodu),
tak nebyly zjistény vyrazné rozdily ve stupni heterozygotnosti a hodnotach PIC.

Shlukova analyza jednotlivych vzorki rozdélila plané chmely na tii geneticky rozdilné podskupiny —
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severoamerickou, kavkazskou a evropskou. Vétsina kultivari byla pfevazné zatazena k evropské podskupiné
planych chmela.

Detailngjsi shlukova analyza pouze evropské podskupiny planych chmell a kultivari ukazala, ze kazda
skupina ma rozdilnou genetickou strukturu, kterou se od sebe vzajemné lisi.

Podékovini. Tato studie byla podpofena nésledujicimi grantovymi projekty: , Komplexni analyza
mikrosatelitnich lokusii genovych zdroji chmele GA-FAPPZ CZU v Praze €. 21 360/13 12/31 42 a
projektem MSMT 6046070901 ,,Setrvalé zeméd¢lstvi, kvalita zemédélské produkce, krajinné a piirodni
zdroje*.
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METODOLOGIA ANALYZY POLYMORFIZMU ENZYMOV DRUHOV RODU
LASKAVEC (AMARANTHUS SP. L.) PRE UCELY GENETIKY, SCACHTENIA A
SEMENARSTVA
METHODOLOGY OF ENZYME POLYMORPHISM ANALYSIS OF SPECIES OF
GENUS AMARANTH (AMARANTHUS SP. L.) FOR GENETICAL, BREEDING
AND SEED IMPROVEMENT PURPOSES

Pavol MUDRY - Alena GAJDOSOVA

Increasing demand for the breeding and proteomic study in Amaranthus species led us to test some methodological
approaches to enzyme polymorphism analysis during 2008 — 2009. For these experiments two genotypes of Amaranthus
were selected — Amaranthus cruentus L. (genotype Ficha) and D 279 (A. hypochondriacus L. x A. hybridus L.),
which are characterized by a good seed quality and quantity, suitable for food production. The attention was devoted to
testing of methodology published by STUBER et al. (1988), slightly modified for enzyme (ACP, ADH, CAT, DIA,
GLU,GOT, IDH, MDH, PGD, PGI and PGM) multiplicity analysis for amaranths and testing of feasibility of chosen
analysed organ (dry seeds and seedlings) weights, dimensions of Whatman No. 2 wicks and different volumes of extract
buffer. This work presents whole methodology feasible for enzyme multiplicity analysis of amaranth species.

Key words: Amaranthus sp., isoenzymes, horizontal starch gel electrophoresis, methodology, molecular markers,
isozymograms

Uvod

Posledné polstoro¢ie vo vede, okrem iného, je poznamenané intenzivnym Stidiom polymorfizmu
enzymov hlavne pol'nohospodarskych plodin. Centrom dlhoroénej pozornosti, ako v oblasti teoretickej, tak aj
v oblasti aplikacnej, je polymorfizmus enzymov kukurice, soje, slnecnice, hrachu, niektorych druhov trav,
d’atelin a husto siatych obilovin. Pri vSetkych vymenovanych plodinach poznanie polymorfizmu enzymov
prerastlo do tvorby Standardizovanych metodologii analyzy polymorfizmu, ¢o umoznuje jednotny pristup
k rieseniu analyz polymorfizmu enzymov vyskumnym pracoviskam a testovacim laboratoriam prakticky po
celom svete. So vSetkymi plodinami, okrem husto siatych obilovin, mame metodologické a experimentalne
skusenosti, ktoré sme publikovali a osobne prezentovali na domacich a zahrani¢nych konferenciach.

Nie vSetky pol'nohospodarske druhy si na urovni poznania polymorfizmu enzymov, ako uvedené
plodiny. Dobrym prikladom je rod laskavec (Amaranthus sp. L.), kde polymorfizmus enzymov je rieSeny
velmi sporadicky napriek skutoCnosti, ze zdruzuje 85 druhov laskavcov, medzi ktorymi su aj
polnohospodarsky cenné druhy. Publikécii, ktoré s metodologicky podnetné I'ahko mozno spocitat’ na
prstoch jednej ruky. Nedostatok prac riesiacich polymorfizmus enzymov laskavcov vyplyva pravdepodobne
z toho, ze ich ekonomicky vyznam a ich tradicia pestovania nie su tak velké, ako hore uvedenych druhov
v eurdpskych krajinach. K tomuto stavu mohla prispiet’ aj publikovanad praca v roku 1980 (JAIN et al.,
1980), ktora hovori o uzkej variabilite polymorfizmu enzymov laskavcov, ¢im mohla odradit dalSie
vyskumné pracoviska od rieSenia projektov studia polymorfizmu enzymov laskavcov.

K hlavnym dévodom rieSenia metodologie analyzy polymorfizmu enzymov nas viedli tieto skutoénosti:
a) posledné tri desatrocia zvySeny zaujem o vyskum, pestovanie a vyuzivanie laskavcov v pol'nohospodarsky
vyspelych krajinach Eurdpy vratane Slovenska, b) aktivne a Gspe$né §l'achtenie novych kultivarov laskavcov
v spominanych krajinach vratane Slovenska (GajdoSova et al., 2008), a tym tvorba nového vysokovykonného
genofondu laskavcov, c¢) metodologickd nejednotnost’, absencia Standardizovanej metodiky a nejednotnost’
nazorov na moznosti praktického vyuzitia polymorfizmu enzymov laskavcov a d) proklamovany zvySeny
zaujem zo strany niektorych Statov o popis genofondov a hlavne novych kultivarov laskavcov aj na baze
polymorfizmu enzymov (Goptsiy et al., 2008).

Hlavnym cielom naSej experimentalnej prace bolo otestovat’ vhodnost’ Standardizovanej metodologie
analyzy polymorfizmu enzymov pre koleoptilu kukurice autorov STUBER et al. (1988) pre analyzu
polymorfizmu enzymov laskavcov a otestovat’ vhodnost’ vybranych rastlinnych organov, rézne hmotnosti ich
vzoriek, rozmery knétov Whatman 2 a rdzne objemy extrakéného ¢inidla.

Material a metody

Experimentalnu pracu sme zrealizovali v rokoch 2008-2009. Vybrali sme dva genotypy laskavca —
laskavec metlinaty (Amaranthus cruentus L.), kultivar Ficha (HTS 0.85 g) a kultivar D 279 (HTS 0.73 g)
produkt medzidruhového krizenia (A. hypochondriacus L. x A. hybridus L.). Oba genotypy sa vyznaujt
dobrymi kvalitativnymi i kvantitativnymi parametrami a s vhodné pre vyrobu potravin. Pévodné vzorky
boli ziskané z Génovej banky Vyskumného tstavu rastlinnej vyroby Praha-Ruzyné, Ceska republika.

Prvy experiment zahfial vzorky suchych semien kultivarov Ficha aj D 279 a boli testované hmotnosti 10,
50, 100, 150 a 200 mg (13, 65, 130, 195, 235 a 14, 70, 135, 210, 270 semien) a tri rozmery knoétov Whatman
2 (11 x 1,5; 11 x 2,0 a 11 x 3,0 mm). V druhom experimente boli zahrnuté vzorky jedno-, troj- a Sest’
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diovych klicencov tych istych hmotnosti, ako boli uvedené vyssie. Rozmer knétov bol uniformny v tomto
experimente - 11 x 1,5 mm. Kli¢enie semien a rast kli¢encov prebiehal v termostate na mokrom filtratnom
paopieri sytenom redestilovanou vodou v Petriho miskach v tme, pri teplote 25 °C a relativnej vlhkosti 95%.
Pre porovnanie mobility zén enzymatickej aktivity laskavcov s mobilitou zon aktivity enzymov cCasti
koleoptily bol pouzity extrakt z patdnovej koleoptily dvojliniového hybrida kukurice (Sc 3098 x 3150,
Sempol Holding, Trnava, Slovenska republika) pestovanej za tych istych kultivaénych podmienok.

Bola testovana vhodnost’ Standardizovanej metody horizontalnej elektroforézy na Skrobovom géle autorov
Stuber et al. (1988) aneskor publikovanej autormi Mudry a Juraéek (2001) a potla tejto metodiky sa
zrealizovala analyza polymorfizmu kyslej fosfatazy (ACP, E.C. 3.1.3.2), alkoholdehydrogenazy (ADH, E.C.
1.1.1.1), katalazy (CAT, E.C. 1.11.1.6), diaforazy (DIA, E.C. 1.6.99.2), 3-glukozidazy (GLU, E.C. 3.2.1.21),
glutamat-oxaloacetattransaminazy (GOT, E.C. 2.6.1.1), izocitratdehydrogenazy (IDH, E.C. 1.1.1.42),
malatdehydrogendzy (MDH, E.C. 1.1.1.37), 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). Vsetky biologické vzorky
boli homogenizované ru¢ne sklenou tyéinkou v homogenizaénom zariadeni umiestnenom v lade. Pri
homogenizovani vzoriek suchych semien laskavcov s pridavkom niekolkych zin ¢istého piesku. Zlozenie
extrakéného ¢inidla bolo: 5 ml vody; 0,84 g sachar6zy a 0,42 g askorbatu sodného. Extrakéné ¢inidlo sme
aplikovali nasledovne: 20 pl/cast’ koleoptily kukurice jedenast mm dlhej a 10/10, 50/50, 100/100, 100/150
al00/200 (ul/mg) suchych semien alebo kli¢encov laskavca. Skrobové gély mali zlozenie: 77,31 g
hydrolyzovaného skrobu zo zemiakov pre elektroforézu (Starch Art Corporation, Smithville, USA), 15 g
sachar6zy a 600 ml gélového tlmivého roztoku. Zlozenie tlmivych roztokov je uvedené v Tab. 1. Extrakty
vzoriek boli vlozené do Skrobového gélu prostrednictvom papierovych knétov (Whatman 2) priblizne 3 cm
od katodového konca. Elektroforetickd separacia prebiehala v chladnicke pri teplote 4 °C aza rezimu
konstantného vykonu Tab 2. Po skonceni separacie bol gél horizontalne rezany na niekolko tenkych platov
(asi 1,2 mm hrubé) a umiestnené do boxov s tlmivymi roztokmi na vyfarbenie zon enzymovej aktivity.
Zlozenie tlmivych roztokov na pripravu vyfarbovacich roztokov je uvedené v Tab. 3. Zlozenie farbiacich
médii pre jednotlivé roztoky je nasledovné: ACP: 50 ml 0,1 mol.I" tlmivy roztok zloZenia octan sodny -

kyselina octova (pH = 5,0), 50 mg sol’ Fast Garnet GBC, 50 mg MgCl,, 50 mg sodna sol’ kyseliny Ot-naftyl
fosforecnej. ADH: 50 ml 0,05 mol.I"! tlmivy roztok zlozenia Tris-HCI (pH = 8,0), 1 ml 95% etanol, 20 mg

[3-nikotinamidadenindinukleotid, 20 mg MTT, tetrazolium tiazolyl modra, 5 mg fenazin metosulfat.
CAT: 500 mg ferikyanid draselny, 500 mg chlorid Zelezity, 50 ml H,O, 0,01 % H,0O,. DIA: 15 ml 0,05
mol.I"! tlmivy roztok zlozenia Tris-HCI (pH = 8,0), 1 mg 2,6-dichlérfenol indofenol, 10 mg redukovana

forma [3-nikotinamidadenindinukleotid , 5 mg tetrazolium tiazolyl modra. GLU: Roztok 1: 50 ml 0,05 mol.I
! tlmivy roztok zlozenia fosforeénan draselny (pH = 6,5), 1 g polyvinylpyrolidon 40, 100 mg sol Fast blue

BB. Roztok 2: 50 mg 6-bromo-2-naftyl-B-D-glukozid v 5 ml N,N-dimetyl formamide. GOT: 50 ml
substratovy roztok, 50 mg sol' Fast blue BB, substratovy roztok (pH = 7,4), 400 ml H,O, 146,1 mg kyselin
o-ketoglutarova , 532,4 mg kyselina L-asparagova, 2 g polyvinylpyrolidon 40, 200 mg dvojsodna sol’
kyseliny etyléndiamin tetraoctovej, 5,68 g Na,HPO,. IDH: 50 ml 0,05 moL.I"" timivy roztok zloZenia Tris-
HCl (pH = 8,0), 50 mg MgCl,, 150 mg trojsodna sol’ kyseliny DL-izocitrénovej, 5 mg sodna sol
[-nikotinamidadenindinukleotidfosfatu, , 5 mg tetrazolium tiazolyl modra, 1 mg fenazin metosulfat. MDH:
50 ml 0,1 mol.I"" tlmivy roztok zloZenia Tris-HCI (pH = 9,1), 100 mg neutralizovana kyselina DL-jabl¢n4,

20 mg redukovanej formy [-nikotinamidadenindinukleotidu, 10 mg nitro blue tetrazolium, 1,25 mg fenazin
metosulfat. PGD: 50 ml 0,05 mol.I'" timivy roztok zloZenia Tris-HCI (pH = 8,0), 20 mg trojsodna sol’

kyseliny 6-fosfoglukénovej, 50 mg MgCl,, 5 mg sodné sol' B-nikotinamidadenindinukleotidfosfitu, 5 mg
tetrazolium tiazolyl modra, 1,5 mg fenazin metosulfat. PGI: 50 ml 0,05 mol.I"" tlmivy roztok Tris-HCI (pH =
8,0, 50 mg trojsodna sol D-fruktoza-6-fosfatu, 50 mg MgCl,, 5 mg sodna sol [-
nikotinamidadenindinukleotidfosfatu, 5 mg tetrazolium tiazolyl modréd, 1,5 mg fenazin metosulfat, 10
jednotiek NADP-zavislej glukoza-6-fosfit dehydrogenazy. PGM: 50 ml 0,1 mol.I"" timivy roztok zloZenia
Tris-HCI (pH = 8.5), 100 mg MgCl,, 250 mg dvojsodna sol' o-D-glukéza-1-fosfat, 10 mg sodna sol’ B-
nikotinamidadenindinukleotidfostatu, 7,5 mg tetrazolium tiazolyl modra, 1 mg fenazin metosulfat, 37,5
jednotieck NADP-zavislej glukdza-6-fosfat dehydrogenazy.

[zozymogramy (fingerprinty) laskavcov boli zakresl'ované na milimetrovu siet’, fotografované digitalnym
fotoaparatom, vypocitavany faktor relativnej mobility zon enzymovej aktivity a vytvorené diagramy
izozymogramov.
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Vysledky a diskusia

Pri $tadiu polymorfizmu enzymov podstatnii Glohu zohrava kvalita zymogramov (fingerprintov). Je
dolezité, aby kazdy izozymogram bol kompletny a aby sa kazdy pas izozymovej aktivity dal dobre odlisit’
jeden od druhého. Jestvuje vela faktorov, ktor¢ mdézu ovplyvnit’ Citatelnost’” zymogramov od biologicke;j
vzorky, ktora je analyzovand, az po vyfarbovanie zymogramov. Pretoze pre laskavce chyba Standardizovana
metodologia analyzy polymorfizmu enzymov, ktord by prinasala vysledky analyz z r6znych laboratorii pre
konfrontaciu vlastnych ziskanych vysledkov, rozhodli sme sa otestovat vhodnost’ Standardizovanej
metodologie horizontalnej elektroforézy na Skrobovom géle publikovanej autormi Stuber et al. (1988) a
Bourgoin-Greneche et al. (1998) pre ¢ast” koleoptily klicenca kukurice. Analyzou polymorfizmu enzymov
dvoch druhov laskavcov vyplynulo, Ze ich fingerprinty su pre ACP, ADH, GOT, IDH, MDH, PGD a PGI
monomorfné. Izozymogramy CAT boli slabé, rozmazané, pre GLU vic§inou chybali apre DIA
izozymogramy boli nejasné s dvoma a piatimi Skvrnami. Pretoze aktivita izoenzymov DIA bola slaba
a pozadie vyfarbenych Skrobovych platov bolo tmavé, tento enzym si vyzaduje d’al§iu experimentalnu pracu.
Experimentalne genotypy boli rozliSitelné na baze polymorfizmu PGM. Vo vztahu k rozmerom knotov
Whatman 2 aku koncentracii extraktov 70 suchych semien
laskavcov podl'a vizualneho hodnotenia kvality izozymogramov vyplynulo toto poradie kvality pre genotyp
Ficha - MDH > ADH > PGI > PGD > IDH > PGM > ACP > GOT > CAT > DIA, GLU, pre genotyp D 279 -
MDH > ACP > PGI, PGD > ADH > IDH > PGM > GOT > CAT > DIA, GLU a za oba genotypy - MDH >
ADH, PGI > PGD > ACP > IDH > PGM > GOT > CAT > DIA and GLU. Vplyv rozmeru knétu na kvalitu
izozymogramov bol maly a mierne réstla k rozmeru 11 x 3,0 mm. Aj koncentracia extraktu mala maly vplyv
na kvalitu izozymogramov. Kvalita sa zvysila z koncentracie 4 (navazka 4) na koncentraciu 5 (navazka
vzorky 5). Kvalita izozymogramov genotypu Ficha bola trochu vicsia ako genotypu D 279. Pre rychlu
pripravu extraktov je velkou nevyhodou velka tvrdost’ semien a maly objem extraktu pre vzorku 1 (navazka
vzorky 1) pre viac ako dva knéty. Kvalita izozymogramov vo vztahu ku kultivacii a koncentracii extraktov
z kli¢encov mala nasledovnu klesajucu tendenciu pre genotyp Ficha - MDH > ACP > ADH, PGI, PGD >
GOT, IDH > PGM > CAT, DIA a GLU, pre D 279 - MDH > ACP, ADH > GLU > PGI, PGD, PGM > IDH
> GOT > CAT, DIA a pre oba genotypy - MDH > ACP > ADH > PGI > PGD > PGM > IDH > GOT > GLU
> CAT and DIA. Vplyv dizky kultivicie na kvalitu izozymogramov bol evidentny a kvalita klesala od 1-
diiovej (naroc¢nejsia priprava vzorky) ku 6-diovej kultivacii, ale rozdiely medzi 3—dnovou a 6-diovou
kultivaciou boli minimalne. Koncentracia extraktu pri navazke vzorky 1, 2 a 3 mala maly, az temer ziadny
vplyv na kvalitu izozymogramov. Kvalita mierne vzrastla s navazkou 4 k navazke 5. V tomto pripade kvalita
izozymogramov genotypu Ficha bola trochu mensia ako genotypu D 279.

Zaver

Praca potvrdzuje vhodnost’ a prinasa cely jemne modifikovany metodologicky postup (Stuber et al.,
1988) analyzy polymorfizmu enzymov pre druhy rodu laskavec so zavermi: a) odliSnosti medzi
fingerprintami semien a klicencov laskavca st malé, ale praktickejSie pre rychlu pripravu extraktov
a testovacie ucely boli 3-dilové klicence amarantov, b) vplyv rozmerov knotov na kvalitu izozymogramov
bol maly — je zname, ze vzrastajuca Sirka kndtov znizuje kapacitu vzoriek Skrobového gélu and c)
najvhodnejsia koncentracia extraktu bola 5 (100/200 pl/mg).

Pod’akovanie: Vyskum bol podporeny Vedeckou grantovou agentirou MS SR a Slovenskou akadémiou
vied VEGA (projekt ¢. 2/0109/09).
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STUBER,

Tabulka 1: Zlozenie elektrodovych a gélovych tlmivych roztokov podla pouzitého systému

(Stuber a kol., 1988)

Systém Elektrodovy tlmivy roztok Gélovy tlmivy roztok
B 0,065 M L-histidin 0,009 M L-histidin
pH=5,7 (10,088 g/1) 0,003 M kys. citronova . HO
0,02 M kys. citronova.H,O (1:6 roztok elektrédového
(asi 4,125 g/l) tlmivého roztoku)
pH upravit kys. citronovou
C 0,19 M kys. borita 9 dielov Tris - kys.
pH=8,3 (11,875 g/1) 0,04 M hydroxid litny citronova tlmivy roztok
(asi 1,60 g/l) /0,05 M Trizma baza
pH upravit's LiOH (6,20 g/1), 0,007 M
kys. citronova . H,O
(1,50 g/l
1 diel elektrodovy C tlmivy roztok
D 0,065 M L-histidin 0,016 M L-histidin
pH=6,5 (10,088 g/1) 0,002 M kys. citréonova . HO
0,007 M kys. citronova (1:3 roztok
. H,0 (asi 1,50 g/1) tlmivého roztoku)
pH upravit kyselinou
citronovou
F 0,135 M Trizma baza 0,009 M Trizma baza
pH=7,0 0,04 M kyselina citronova. 0,003 M kys. citronova .

H,O(asi 9,0 g/),
pH sa upravi s
kys. citronovou

.H,0 (elektrédovy timivy
roztok zriedeny 1:14)

Tabulka 2: Gélovy systém, vykon a pracovny ¢as podla Stubera a kol. (1988)

Gélovy systém Vykon Prac. Cas Systém je optimalny pre:
B 17,0 W 7 1/4 hod ACP, GLU, MDH
C 12,0 W 6 hod. ADH, GOT
D 16,0 W 6 1/2 hod. CAT, IDH, PGM, 6-PGD, PHI
F 15,0 W 6 1/2 hod DIA

Tabul’ka 3: Tlmivé roztoky pre pripravu farbiacich roztokov (Stuber a kol., 1988)

Enzym pH tlmivého roztoku Zlozenie
ADH,DIA,IDH, PGl/6- 3.0 0,05 M Trizma baza (6,05 g/l) titrovat’ do
PGD ’ pH=8,0 s HCI
0,1 M octan sodny . 3 H,O (13,6 g/l) titrovat’ do
ACP 5,0 pH=5,0
s 0,1 M kys. octovou
CAT - -
GLU 6.5 0,05 M dihydrogén fosfore¢nan draselny (6,8
i g/1) titrovat’ do pH=6,5 s S N NaOH
PGM 8.5 0,1 M Trizma béza (12,1 g/1) titrovat’ do pH=8,5
s HCI
0,1 M Trizma baza (12,1 g/l) titrovat’ do
MDH o1 pH=9,1 s HCI
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MOZNOSTI DETEKCE SOMATICKYCH HYBRIDU BRAMBORU
POSIBILITIES IN POTATO SOMATIC HYBRIDS DETECTION

Vladimira SEDLAKOVA — Petr SEDLAK — Pavel VEJL — Pavla SUCHANKOVA

Since 2007, different experiments with potato and related species to potato protoplast culture have been accomplished at
Dept of Genetics and Breeding FAFNR CULS Prague. In connection, there were obtained different plants as results of
direct cell regeneration and protoplast fusion experiments with the aim to create new genetics resources suitable for the
potato late blight resistance breeding. The majority of regenerated plants resulted as somatic hybrids of potato
doublehaploid clone DHI165 and Solanum bulbocastanum clone 66 obtained from Gene Bank of Potato Research
Institute in Havlickiv Brod (Czech). Different methods for reliable and time and cost non-consummating detection of
somatic hybrids were verified. The set of compared methods obtained morphological evaluation of plant by an official
UPOV classifier, different cytological techniques as the flow-cytometry and further simpler measurement of stomata
length or counting of a chloroplasts number in stomatal cells. Finally, all results were verified by molecular analyse of
total DNA by RAPD and by analyse of some loci sequences of chloroplast DNA. According to all used methods we can
declare we have 22 different somatic hybrids with higher level of resistance to late blight in compare to used potato
doublehaploid used to cell fusion experiments.

Key words: Solanum, somatic hybrids detection techniques, RAPD, stomatal chloroplasts number.

Uvod

Fuze protoplastti vedouci k somatické hybridizaci a nasledna in vitro regenerace rostlin umoznuji pfenos
kompletnich genomt z jedné rostliny do rostliny jiné bez ohledu na mezidruhovou bariéru nekfizitelnosti
(Cheng et Saunders, 1995). V ramci tohoto pfispévku byla metoda somatické hybridizace vyuzita pro tvorbu
somatickych hybridi bramboru s cilem ziskani odolnosti k plisni bramboru z genovych zdroj rodu Solanum.
Somatické hybridy je mozné detekovat z hlediska morfologického, kde se porovnavaji morfologické znaky
téchto jedinct s rodicovskymi komponentami. Vzhledem k tomu, Ze pti somatické hybridizaci dochazi i ke
zvySovani stupné ploidie, 1ze hodnotit takto vzniklé jedince metodami detekce polyploidi. K nepfimym
metodam detekce polyploidi patii napiiklad zjistovani poc¢tu chloroplasti v uzaviracich parovych bunkach
praduchu, velikosti praduchl, méteni velikosti pylovych zrn nebo zjistovani poctu port na pylovych zrnech.
Vsechny tyto metody jsou pouze orientacni, a proto se pouziva hlavné cytologickd analyza, kterd je
rozhodujicim a definitivnim kriteriem. Cytologické vySetfeni se provadi na kofenovych $pickach nebo na
mladych listcich rostlin (Zadina et Jermoljev, 1976). Pfi detekci somatickych hybrida je dtlezité stanovit
kromé poc¢tu chromozdémi i slozeni genomu. K t€émto ucelim se v souc¢asné dobé pouziva metoda prutokové
cytometrie (angl. Flow cytometry), kde je navic mozné detekovat, zda se jedna o genotyp vznikly homofuzi
nebo heterofiizi a kolik bun€ék od kazdé rodicovské komponenty se na vzniku tohoto genotypu podilelo
(Dolezel et al., 2007).

V soucasné dob¢ se nabizi cela fada molekularné genetickych metod umoziujicich studium rostlinné
DNA. Jednou z moznosti studia polymorfismu celkové genomické DNA je metoda RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA), ktera se jevi jako cenové efektivni diagnosticka metoda ve Slechténi rostlin
(Masuelli et al., 1995). Vyuziti kratkych libovolnych primerd pro nahodnou amplifikaci pifi studiu
polymorfismid DNA poprvé publikovali Williams et al. (1990). Szczerbakowa et al. (2005) vyuzili tuto
metodu pro charakterizaci vnitrodruhovych a mezidruhovych somatickych hybridti bramboru.

Dalsi moznosti genetické analyzy aplikované pro studium variability rostlin je vyuziti nekddujicich
oblasti chloroplastové DNA (cpDNA) a mitochondridlni - mtDNA - (Duminil et al., 2002; Taberlet et al.,
1991).

Material a metody
Rostlinny material

Genotypy rodu Solanum, které byly pouzity pfi tvorbé a hodnoceni somatickych hybridd, byly ziskany z
genové banky pii Vyzkumném ustavu bramboraiském v Havlickové Brod¢ s.r.o. Konkrétné se jednalo o tfi
genotypy druhu Solanum bulbocastanum Dun. (P1243510) — S. blb 17, 60 a 66, deklarovanych jako donory
genu rezistence Rpi-blbl vuci Phytophthora infestans, dale jeden genotyp S. verrucosum Schlechtd.
(PI161173) — S. veru 299, jeden genotyp S. tuberosum ssp. tuberosum L. — R10 a ¢tyfi dihaploidy S.
tuberosum ssp. tuberosum L. — DH 165, 322, 387 a 388. Protoplasty byly vyizolovany a fuzovany
v elektrickém poli modifikovanou metodou dle Cheng et Saunders (1995) a Carlberg et al. (1987). Bylo
ziskano celkem 24 potencialnich somatickych hybridt, kde 22 vzniklo z kombinace S. blb 66 x DH 165,
jeden ze S. blb 60 x DH 388 a jeden z S. veru 299 x DH 322.
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Detekce somatickych hybridii

Vsechny genotypy ziskané in vitro regeneraci protoplastovych kultur a jejich rodice byly pfevedeny zahy
do skleniku, aby bylo mozno provést komplexni hodnoceni. Toto hodnoceni zahrnovalo jednak morfologicky
popis, dale metody nepiimé detekce (odhadu) stupné ploidie rostlin pomoci niZze uvedenych cytologickych
méieni a dale dvéma nezavislymi metodami molekularni analyzy DNA.

Jako exaktni dikaz zvySeného pocCtu chromozomi regenerovanych rostlin ve srovnani s vychozimi
partnerskymi genotypy byla vyuZita analyza velikosti jader pritokovou cytometrii ve spolupraci s UEB AV
v Olomouci. Tato metoda byla doplnéna nepfimym hodnocenim stupné ploidie analyzou velikosti
praduchovych bunék a poctu chloroplasti v obou svéracich bunkach priduchu. Byla odebrana ¢ast spodni
pokozky ze stfedové ¢asti listh prvnich ctyf listovych pater rostliny a obarvena 0,1 % AgNO;. V ramci této
analyzy byly vzdjemn¢ porovnany genotypy S. blb 17 (2n), DH 387 (2n), S. tub R10 (4n) a somaticky hybrid
REG 34 F (4n). Vysledky byly statisticky zpracovany v programu Statistica 09.

Jako dikaz hybridnosti genotypu byly vyuzity dvé nezavislé metody molekularni analyzy DNA, které
mély dolozit jak hybridnost v oblasti jaderné DNA tak i DNA cytoplazmatické. Hodnoceni hybridnosti
jaderné DNA bylo provedeno metodou RAPD. Pro analyzu bylo pouzito celkem 7 RAPD primerti OPN 8,
11, 13, 14, 15, 20 a OPH 20. 12,5 pul PCR reakéni smési obsahovalo 1x reakéni pufr (1 mM Tris HCI — pH
8,8, 5 mM KCL, 0,008 % Nonidet P40), MgCl, o koncentraci 2,5 mM, dNTP o koncentraci 0,3 mM, 15 ng
primeru, 0,5 jednotky 7aq polymerazy (Fermentas, Litva) a 10 ng DNA. Teplotni a casovy profil reakce byl
nasledujici: 94°C po dobu 180 s pfi prvni denaturaci, nasledované 40 PCR cykly (94°C 20 s denaturace,
36,5°C 45 s annealing, 72°C 105 s elongace) a 72°C po dobu 360 s pro zavére¢nou extenzi. Pro analyzu
chloroplastové DNA byl pouzit univerzalni par primerd, ktery ohranicuje oblast intergenového mezerniku
chloroplastové DNA trnL/trnF o velikosti 418bp (Taberlet ef al., 1991). 25 pl reakéni smési obsahovalo 1x
vySe citovany reakéni pufr, 2,5 mM MgCl,, 0,3 mM dNTP, 30 ng kazdého primeru, 1 jednotku Tag
polymerazy (Fermentas, Litva) a 20 ng DNA. Teplotni a ¢asovy profil PCR reakce byl nasledujici: 180 s pii
teploté 94°C pro prvni denaturaci nasledovanou 30 PCR cykly (40 s pti 94°C pro denaturaci, 30 s pii 67°C
annealing, 60 s pii 72°C pro extenzi) a 360 s pii teploté¢ 72°C pro finalni extenzi. Pro vyhodnoceni byl tento
produkt osekvenovan u genotypt S. blb 66, DH 165 a jejich potencialnich somatickych hybridi REG 30 F,
39F,34Fa35F.

Hodnoceni somatickych hybridii na odolnost k Phytophthora infestans

Pro fenotypové zhodnoceni odolnosti genotypt k P. infestans byl pouzit infekeni test metodou listovych
ter¢ikd (Zadina et Jermoljev, 1976). K testu byly pouzity listy o velikosti pfiblizn€¢ 30 x 15 mm. Tii listy byly
na spodni strang listd inokulovany suspenzi sporangii izolatu Phytophthora infestans s komplexni virulenci
k majorgeniim rezistence odvozenym ze Solanum demissum (R1, R2, R3, R4, R6, R7, RS, R9, R10, R11).
Koncentrace této suspenze byla 20 000 sporangii na 1 ml roztoku. Izolat pochazel z lokality Vale¢ov (Ceska
republika) a byl ziskan ve spolupréci s Katedrou ochrany rostlin (CZU v Praze). Ctvrty list byl ponechén jako
negativni kontrola. Listky byly po jednom dni otoceny a po ¢tyfech dnech byly hodnoceny projevy odolnosti
¢i nachylnosti genotypi.

Vysledky a diskuze

Vétsina rostlin potencidlné vzniklych somatickou hybridizaci vykazovala ve skleniku viditelné
intenzivnéj§i rast, vyvoj a vzrist nez puvodni rodiCovské genotypy a mnoho morfologickych znakil
ptechodného charakteru (Obr. 1). Pfikladem jsou zejména listy, kdy hybridni rostliny obsahuji pouze 2 jaima
parovych listkl a jeden koncovy listek, zatimco S. bulbocastanum ma listy jednoduché vejcité a S. tuberosum
DHI165 slozeny obvykle z 5 pard jafmovych listkti. Dilezitym prvkem je také schopnost vétsiny ziskanych
regenerantu tvofit kvéty.

Cytometricka vysetfeni rostlin morfologicky pfechodného typu ukazuji na zvySeny pocet chromozomu
oproti pivodnim diploidnim jedincim pouzitym k fizim protoplasti. Prutokova cytometrie odhalila u
nékterych potencialnich somatickych hybridi vice jak 1,5 nasobek obsahu jaderné hmoty (zfejmé se jedna o
aneuploidy), vétsina hybridd vSak vykazovala pfiblizné dvojnasobny obsah oproti ptivodnim diploidiim.
Ackoliv se jedna o metodu jednoduchou a nedestruktivni, vyzaduje specifické a pomérn€ narocné vybaveni,
coz je zpohledu praktického Slechténi mirné komplikujici moment. Naproti tomu hodnoceni vlastnosti
praduchti se ukézalo byt jednoduchou a hlavné minimalné nakladnou metodou pouzitelnou jako dikaz
zmény stavu karyotypu. Pvodni diploidy s hodnotou karyotypu 2n=2x=24 vykazovaly primérnou délku
praduchovych bun¢k 24,01lpum (s=3,4um), kdezto tetraploidy (2n=4x=48) vykazovaly délku 34,29 pum
(s=3,87um). Obdobna situace nastala i v piipad¢ poctu chloroplastii ve svéracich buiikach priduchd, kdy
diploidy obsahovaly v priduchu v priméru 13,1 chloroplast (s=1,87 ks) zatimco tetraploidy primérné 21,9
chloroplasti (s=3,37 ks). Ciselné hodnoty o poétu chloroplastii odpovidaji informacim podle Zadina et
Jermoljev (1976). Analyza rozptylu prokazala, Ze rozdily mezi diploidy a tetraploidy jsou statisticky velmi
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vyznamné (p << 0.001). Vysledky dokumentuje graf na obrazku 2. Z metodického hlediska je dulezité
zjisténi, ze stomata jsou z hlediska délky a obsahu chloroplastii nejméné variabilni ve tfetim listovém patfe.

Z hlediska molekularni analyzy DNA potencidlnich somatickych hybridu a jejich rodi¢ovskych komponent,
bylo v ptipadé RAPD primertt OPN 8, 11, 13, 14, 15, 20 a OPH 20 prokazano, ze se jednd o somatické
hybridy v ptipadé 22 z 24 genotypt (Obr. 3). U genotypu REG 52 F, ktery pochazel z kombinace S. blb 66 x
DH 165, bylo RAPD analyzou zjisténo, ze k fuzi nedoslo a tento regenerant je z hlediska RAPD produkti
totozny s DH 165. Stejny vysledek vykazoval genotyp REG 24 F pochazejici z kombinace S. veru 299 x DH
322. Rovnéz tento regenerant byl genotypové totozny s DH 322. Tento fakt potvrdily mimo jiné testy
odolnosti k P. infestans. Zde je mozné dodat, ze ackoliv je aplikace metody RAPD c¢asto zpochybiiovana, je
to v tuto chvili jedina plné vyhovujici metoda pro rychlou a spolehlivou detekci somatickych hybrida. Jednak
je velmi rychla a nedestruktivni, v zasad¢ vSak i relativné levna a pro ucely detekce somatickych hybrida
dostatecné opakovatelna a citliva. Popsané primery lze proto doporucit pro detekci somatickych hybrida
bramboru univerzalné.

Sekvenacni analyzou produktu markeru trnL/trnF u rodi¢ovskych komponent S. blb 66 a DH 165 a jejich
¢tyt potencialnich somatickych hybridd bylo prokazano, ze zdédily tuto ¢ast chloroplastové DNA pouze po
rodi¢i DH 165. Pokud by doslo k fizi cytoplazem obou komponent, mély by vzniklé genotypy standardné
obsahovat oba typy chloroplastové DNA v ramci analyzovaného lokusu. Tento vysledek by na prvni pohled
bylo mozno interpretovat dvéma zpusoby, bud’ k fizi cytoplazmy vibec nedoslo, nebo byly chloroplasty S.
blb 66 v pribéhu regenerace protoplastli v cytoplazmé eliminovany. Vysledky metody RAPD a pritokové
cytometrie prokazuji, ze u téchto somatickych hybridi doslo k fuzi pravdépodobné celych jader. Proto je
nepravdépodobné, aby spolecné s jadrem S. blb 66 neflizovala alespont mala ¢ast cytoplazmy. Tuto moznost
prakticky vylucuji i pfiméa pozorovani pribéhu fuze, kdy dochazi ke slévani obsahu celych bunék. Proto se
spiSe ptiklanime k teorii, ktera predpoklada, ze nékdy béhem vyvoje hybridniho kalusu doslo k eliminaci
proplastidi pochazejicich ze S. bulbocastanum.

V tomto piispévku posledni, a ze Slechtitelského hlediska velmi dalezité hodnoceni somatickych hybrida
tykajici se odolnosti k Phytophthora infestans prineslo do jisté miry pozitivni vysledky, jelikoz jak
v laboratornim tak polnim pokusu rostliny vykazaly pomérné zna¢nou miru odolnosti. Zatimco neopakované,
tedy jednoleté pokusy v oblasti Prahy informuji o vysoké polni odolnosti, kdy prakticky po celou dobu
vegetace nebyly zaznamenany symptomy choroby na listech ani stoncich, v laboratornim pokusu vétSina
somatickych hybridi vykazuje odolnost stfedni az vysokou. Pozitivni je zejména fakt, ze pokud dojde
k rozvoji nekroz na listu, patogen je schopen sporulace pouze pii extrémni vlhkosti prostfedi. Navic,
sporangiofory vytvaii pouze sporadicky a jen voblasti nekré6z a nikoliv v oblasti pletiva nekrézy
ohranicujiciho, jako je tomu u listd rostlin extrémné nachylnych, kam patfi i pouzité dihaploidy S. tuberosum
DH 165 a DH 388. Ackoliv tedy projev odolnosti nebyl tak silny jako v pfipadé S. bulbocastanum 66, je
evidentni, ze genetické interakce v hybridnim genotypu udrzely odolnost na relativné vysoké tirovni, ktera
sice nevede k Gplnému potlaceni patogena, ale vyznamné omezuje jeho Sifeni v rostlin€ i v porostu.

Zavér

Na zékladé shora uvedenych vysledkii 1ze vyvodit nasledujici zavéry. Uspéiné byl ovéfen soubor celé
fady metod vhodnych k detekci somatickych hybridti bramboru. Na zéklad¢ kazdé jednotlivé metody, kromé
analyzy plastidové DNA, bylo mozno prakticky jednozna¢né identifikovat somatické hybridy v souboru
regenerantt. Vysledky korespondovaly s morfologickymi vlastnostmi rostlin a odolnosti k Phytophthora
infestans. V obsahu plazmatické genetické vybavy somatickych hybridi, a¢ je pii fazi zalozena podvojné, se
podatilo identifikovat pouze slozku jednoho zrodi¢t, vzdy se jednalo o plazmotyp bramboru. Pro dalsi
uréeni $lechtitelské hodnoty somatickych hybridi budou mit zajisté vyznam cytologické testy karyotypu a
studium fyziologie opyleni a oplozeni s cilem ziskani filidlnich generaci po kfizeni s kulturnimi odridami
bramboru.

Podékovani. Vysledky byly ziskany za podpory vyzkumného zdméru MSM 6046070901
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Obr. 1. Dihaploid S. tuberosum ssp. tuberosum 165 (vlevo), S. bulbocastanum 66 (vpravo) a jejich somaticky
hybrid (rostliny po ¢tyfech tydnech kultivace ex vitro ve sklenikovém pokusu)
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S. blb — Solanum bulbocastanum, DH — dihaploid S. tuberosum ssp. tuberosum, REG — jedinec vznikly
somatickou hybridizaci S. /b 66 a DH 165

Obr. 3: RAPD analyza PCR produktd primeru OPN 11 u somatickych hybridi a jejich rodicovskych
komponent
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Rozdily ve vlastnostech priiduchli mezi genotypy v zavislosti na
listovém patie
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Obr. 2: Vystup analyzy rozptylu dvojného tfidéni dokumentujici rozdily mezi méfenymi hodnotami
stomatarnich bungk rostlin s riznym poétem chromozomtl.
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PRODUKCIA BIOETANOLU Z ODROD PSENICE S ROZDIELNYM
PODIELOM AMYLOZY V SKROBE
BIOETHANOL PRODUCTION FROM WHEAT CULTIVARS WITH DIFFERENT
AMYLOSE RATIO IN STARCH

Marcela BLAZKOVA — Viera HORVATHOVA — Daniela MIKULIKOVA

Currently, there are known parameters which directly affect the course of starch hydrolysis and fuel ethanol production.
These include especially high starch content (65% of dry matter), low amylose ratio and high activity of endogenous o-
amylase. The aim of the study was to carry out hydrolysis and fermentation of wheats with standard amylose content
(varieties Pavlina, Veldava a Venistar) and with lower amylase content (varieties Baranjka and Loreto). All experiments
were performed with wheat groats suspensions containing 10% of starch. It was found out, that varieties with lower
amylose content are able to achieve higher cleavage rate of starch, higher dextrose equivalent value and also higher
ethanol yield in conditions of separated hydrolysis and fermentation and simultaneous saccharification and fermentation.
Key words: ase, bioethanol, fermentation, hydrolysis, starch, winter wheat

Uvod

Sucasny svet Celi energetickej krize. Zmensuju sa svetové zasoby ropy, zhorSuje sa zivotné prostredie,
v krajinach, ktoré patria k svetovym lidrom v tazbe ropy je politicka nestabilita. To je len zopar dévodov, pre
ktoré spolo¢nost’ uvazuje nad vyuzivanim alternativnych paliv.

V minulosti boli fosilne paliva lacné, jednoducho dostupné a samozrejme preferované ako primarny
globalny zdroj energie. Avsak ropna kriza v roku 1970 zna¢ne zmenila ceny benzinu a nafty. V rozmedzi
rokov 1978 — 2001 sa cena ropy zvysila 0 69% z 13$ za barel (159 1) na 223 za barel. V nasledujtcich piatich
rokoch sa zvysila 0 150% z 228 na 55$ za barel ropy. American Institute of Petroleum odhadol, Ze zasoby
ropy budu vycerpané niekedy v 21. storo¢i s vyraznym negativnym dopadom samotnej tazby uhlia a ropy na
zivotné prostredie (Otero a kol., 2007; Glazer a Nikaido, 1995).

V cestnej doprave sa ako perspektivna ndhrada za konvencné uhl'ovodikové paliva presadzuju kvapalné
biopaliva tzv. alkoholové paliva. Etanol ako biopalivo mdze byt pouzivané vo viacerych formach, napriklad
ako bezvody etanol (100% - ny etanol), etanol obsahujuci vodu (95% etanolu a 5% vody), bezvody etanol
spolu s benzinom (10-20% etanolu v benzine).

Na produkciu bioetanolu st vhodné suroviny s vysokym obsahom Skrobu, celulozy alebo hemicelul6zy,
ktoré mozno hydrolyzovat’ na skvasitelné sacharidy. Pri nadprodukcii obilnin st prave tieto vhodnym
substratom na vyrobu palivového etanolu. Za limitn hranicu rentability sa povazuje 65% Skrobu v susine
zrna. Z hladiska efektivnej rastlinnej produkcie v SR je pre vyuzitie na energetické ucely perspektivnym
zdrojom $krob zo semien pSenice a tritikale. MozZno ich uspesne pestovat’ aj v marginalnych oblastiach.

Problematika kinetiky hydrolyzy Skrobu vo vztahu k podielu amylézy a amylopektinu je v ostatnom Case
intenzivne $tudovana. Je zndme, Ze hibka hydrolyzy $krobu a hodnota dextrézového ekvivalentu (DE) sa
zvysuje v poradi: 100 % amyloza < vysoky obsah amylézy < obsah amylozy bezny v nativnych skrobovych
substratoch < 0 % amyloza (= 100 % amylopektin = waxy Skrob). Waxy (voskové) skroby l'ahko podliehaju
mazovatemiu a hydrolyze, preto maju vysoku rychlost’ konverzie pri produkcii etanolu (Wu a kol., 2007).
Skutoc¢nost’, ze skroby bez amyldzy st vhodnejsie pre hydrolyzu, potvrdili aj ini autori (Barredo a kol., 2001;
Anker-Nilssen a kol., 2006). V zhode s tym sa zistilo, Ze proces hydrolyzy prebieha rychlejsie v malych
Skrobovych granulach typu B (Stevnebo a kol., 2006), ktoré maji aj niz§i obsah amylozy.

Predpokladame, Ze pre vyrobu bioetanolu ma velky vyznam molekularne $l'achtenie (MAS) pSenice za
ucelom ziskania linie s vysokym obsahom skrobu bez amylozy. Mozno to dosiahnut zablokovanim
enzymovej aktivity GBSSI (na granuly viazana syntetaza Skrobu), ktora je v pSenici regulovana WAXY
génmi: Wx-A; (7AS chromozém), Wx-B; (4AL) a Wx-D; (7DS). Zabudovanim troch nulovych waxy alel sa
podiel amylozy v skrobe znizi takmer na nulova hodnotu. V praxi bezne pouzivané slovenské a ¢eské odrody
maju priblizne rovnaky podiel amylézy v Skrobe (21-27%). Existuju vSak odrody s vysokym obsahom Skrobu
a s vysokou aktivitou a-AMS. Zabudovanim troch nulovych waxy alel do ich gendmu mozno cielene ziskat’
linie bez amylozy, ktoré budi mat’ vsetky predpoklady pre uc¢innu hydrolyzu a pre produkciu etanolu. V tejto
suvislosti sa perspektivnymi ukazuji odrody Pavlina (vyznacuje sa vysokym obsahom Skrobu) a Veldava
(ma vysoku autoamylolyticku aktivitu).

Material a metédy

Ako vstupny material boli pouzité nepotravinarske odrody pSenice Pavlina, Veldava, Venistar (odrody
so Standardnym podielom amylozy v skrobe) a odrody Baranjka a Loreto (odrody so znizenym podielom
amylozy v skrobe). VSetky odrody sa pouzili vo forme Srotov, z ktorych boli pripravené suspenzie s 10%-
nym obsahom Skrobu (w/v). Na hydrolyzu boli pouzité komercné enzymové pripravky Termamyl 120L
(termostabilna a-amylaza, E.C. 3.2.1.1), Promozyme D2 (pululanaza, E.C. 3.2.1.41) a AMG 300L
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(glukoamylaza, 3.2.1.3) od firmy Novozymes (DK), fermenticia sa uskutocnila pouzitim kvasinky
Saccharomyces cerevisiae CCY-11-3. Na produkciu etanolu sa pouzila metéoda oddelenej hydrolyzy a
fermentacie a tiez metdda simultanneho scukrovania a fermentacie.

Vo vzorkach pseniéného Srotu bola stanovena susina (susenim do konS$tantnej hmotnosti pri teplote 105°C),
obsah Skrobu (metdédou podla Ewersa) aamylozy (spektrofotometricky meranim absorbancie jod-
amylézového komplexu pri vinovej dizke 590 nm). Proces hydrolyzy bol vyhodnocovany stanovenim
redukujucich sacharidov (Miller, 1959), glukézy ( pouzitim setu BIOLA TEST® GLUKOSA GOD 1500)
a pocitanim dextr6zového ekvivalentu (DE). Proces fermentacie sa vyhodnotil pyknometrickym stanovenim
etanolu vo vyfermentovanom médiu (Davidek akol., 1981) a vypocitanim stupnia konverzie glukdzy na
etanol.

Vysledky a diskusia

1. Charakteristika substratov

V experimentalnej praci sme pracovali s piatimi odrodami pSenice (vo forme zoSrotovaného zrna),
konkrétne s troma nepotravinarskymi odrodami (Pavlina, Veldava a Venistar), ktoré maju Standardny obsah
amylozy a dvoma odrodami so znizenym obsahom amylézy (Baranjka a Loreto). Odrody Pavlina, Veldava a
Venistar nemaju ziadnu nulovu alelu WAXY génov Wx—A1, Wx—BI a Wx—DI. Talianska odroda Loreto a
chorvatska Baranjka maju nulovua alelu Wx—B1 génu. Ak sa v gendme pSenice nachadzaji iba funkéné waxy
alely, aktivita GBSSI (na granuly viazana Skrobova syntetdza) je normalna a vznikd normalne mnoZzstvo
amylozy. Pritomnost’ mutovanej alely vSak spdsobi vyrazné znizenie aktivity GBSSI, preto vznikd menej
amylozy. V testovanych vzorkach sa pred ich fermenta¢nym spracovanim stanovil obsah susiny, skrobu
a amylozy. Vysledky uvadzané v nasledujucej tabulke (Tab.1) st priemerné hodnoty z troch stanoveni +
smerodajna odchylka

Tabul’ka 1: Obsah susiny, $krobu a amyldzy v pSeni¢nych odrodach

Odroda Susina [%] Obsah skrobu v 100g susiny [%] Amyldza v 100g susiny [%]
Pavlina 92+0,3 65+0,8 19+0,7
Veldava 90+ 0.4 64 +0,1 19+0,5
Venistar 92 +0,3 59+0,3 22+0,6
Baranjka 85+0,2 67+1,4 12+ 0,4

Loreto 87+0,6 63 +0,6 13+0,8

Z vysledkov uvedenych v Tabul'ke 1 vyplyva, Ze z testovanych odrod majii najvyssi obsah skrobu odrody
Baranjka (67%) a Pavlina (65%). Najnizs§i obsah Skrobu sme stanovili v zrne odrody Venistar (59%).
Z analyzy podielu amylézy v Srote pSenic sme zistili, Ze v nepotravinarskych odrodach bol jej obsah
priemerne 20%, v odrodach so znizenym obsahom amylézy priemerne 12,5%. Podiel amylozy a
amylopektinu v Skrobe je podmieneny geneticky. Existuju ojedinelé informacie o zastipeni podielu
amylozy medzi geograficky rozdielnymi lokalitami (napr. severna a juzna Eur6pa). Odrody pSenice
severnej Eurdpy maju vys$si podiel amylozy, kym odrody juznej Eurépy maji podiel amyldzy nizsi
(Rodriguez-Quijano a kol., 1998; Marcoz-Ragot a kol., 2000; Nieto-Taladriz a kol., 2000).

Ked'Ze skrob nie je kvasinkami priamo utilizovateI'ny na etanol, je potrebné pred fermentaciou uskutocnit’
jeho hydrolyzu. V nasej praci sme v prvej faze pripravili skrobové hydrolyzaty dvojstupiiovou enzymovou
hydrolyzou pomocou komerénych enzymovych pripravkov. Pocas hydrolyzy sme odoberali vzorky na
stanovenie redukujtcich sacharidov a glukozy. Fazu stekutenia sme vyhodnocovali aj kvalitativnou sktaskou
s jodovym roztokom. Ak doslo k nedostatocnému stekuteniu, suspenziu sme opétovne tlakovo stekutovali.
Na nasledujtcich obrazkoch (Obr.1 a2) st vysledky ziskané z hydrolyzy suspenzii testovanych vzoriek,
konkrétne z 24-hodinového scukrovania, ktoré nasledovalo po tlakovom stekuteni.
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Obr. 1: Koncentracia redukujucich sacharidov (RS) a Obr. 2: Koncentracia redukujucich sacharidov (RS) a
glukdzy po 8 hodinach scukrenia stekutenych suspenzii s gluk6zy po 24 hodinach scukrenia stekutenych suspenzii s
koncentraciou $krobu 10% koncentraciou $krobu 10%
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Z prezentovanych vysledkov je zrejmé, ze enzymova hydrolyza prebichala rychlejsie v pripade vzoriek so
znizenym obsahom amylozy. Koncentracia redukujiucich sacharidov aj glukézy po 6smich hodinach
scukrenia bola u vzoriek so znizenym obsahom amyl6zy vyssia ako u vzoriek s jej Standardnym obsahom. Z
hodndt dextréozového ekvivalentu dosiahnutych po 24 hodinach scukrovania konStatujeme, ze u odrod
Pavlina, Veldava a Venistar sme zaznamenali DE priemerne 87%, u odréd Baranjka a Loreto sme na konci
procesu zaznamenali DE priemerne 90%.

2. Fermentdcia pSenicnych hydrolyzadtov

Po hydrolyze pSeni¢nych suspenzii sme v experimentalnej praci pokracovali fermentaciou hydrolyzatov.
Fermentacia sa uskutocnila vo fl'aSiach s kvasnym uzaverom kvasinkami Saccharomyces cerevisiae CCY-11-
3 pri teplote 30°C pocéas 72h. Dosiahnuté¢ vysledky (Tab.2) st priemerné hodnoty ztroch stanoveni +
smerodajna odchylka.

Tabul'ka 2: MnoZzstvo etanolu a stupenn konverzie po fermentacii hydrolyzatov pripravenych zo suspenzii
pSeniénych Srotov s obsahom Skrobu 10%

Mnozstvo bezvodého Mnozstvo bezvodého " .
Stupeini konverzie*
Odroda etanolu etanolu [%]
[g/100ml média] [g/g skrobu]

Pavlina 2,8+0,1 0,28 0,01 63
Veldava 2,6 0,1 0,26 + 0,03 56
Venistar 2,4+03 0,24 + 0,03 53
Baranjka 3,3+0,2 0,33 + 0,02 72

Loreto 32+0,2 0,32 + 0,02 70

* Stupen konverzie je percentudlna hodnota vztiahnutd na maximalny teoreticky vytazok etanolu (z 1g
glukoézy 0,51g etanolu) (Ballesteros a kol., 2004).

Z uvedenych vysledkov vyplyva, ze priemerné mnozstvo etanolu dosiahnuté z nepotravinarskych odrod
bolo nizsie ako z odrdd so znizenym obsahom amyldzy. Stupen konverzie glukdzy na etanol u odréd Pavlina,
Veldava a Venistar predstavuje priemerne 58%, o odrod Baranjka a Loreto 71%.

3. Simultanna sacharifikacia a fermentacia (SSF) pSenicnych hydrolyzatov

V procese simultannej sacharifikdcie a fermentacie sme pracovali tak, Ze po stekuteni Skrobu v pSenicne;j
suspenzii a kratkom predscukreni sa uskutocnilo scukrovanie a fermentacia simultinnym spdésobom.
Koncentracie redukujucich sacharidov a gluk6zy st uvedené v nasledujicej tabul’ke (Tab.3).

Tabulka 3: Koncentracie redukujicich sacharidov, glukézy a dextr6zovy ekvivalent po predscukreni
pSeni¢nych suspenzii s koncentraciou skrobu 10 % v procese SSF

Odroda Redukujuce sacharidy Glukodza
¢ [mg/ml] mg/g susiny ¢ [mg/ml] DE [%]
Pavlina 16+ 0,6 174 £ 0,8 12+0,2 11
Veldava 18+0,4 198 £ 0,8 13+0,1 12
Venistar 18+0,7 196 +£22 13+0,3 12
Baranjka 25+0,1 294+ 0.4 18+0,2 16
Loreto 23+0,3 264 £1,7 17+0,3 15

Z dosiahnutych vysledkov prezentovanych v Tab. 3 je zrejmé, ze Skrob bol pred procesom SSF
roztiepeny do réznej hibky. U odrod Pavlina, Veldava a Venistar bola hodnota DE 11 — 12 %, u odrod
Baranjka a Loreto to bolo 15 — 16 %. Z tychto vysledkov usudzujeme, ze pSeni¢ny Skrob so zniZzenym
obsahom amylozy je hydrolyzovany lahsie.

Proces SSF sa uskutocnil vo fl'asiach s kvasnym uzaverom pri teplote 30°C 72 hodin. Po jeho skonceni
sme vo vyfermentovanom médiu pyknometricky stanovili mnozstvo etanolu. V nasledujicom grafe
porovnavame mnozstva etanolu dosiahnuté procesom SSF a procesom oddelenej hydrolyzy a fermentacie
(Obr. 3). Vysledky st priemerné hodnoty z troch stanoveni.
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Obr. 3: Mnozstvo etanolu dosiahnuté procesom SSF a oddelenou hydrolyzou a fermentaciou suspenzii
pSeni¢nych vzoriek s obsahom skrobu 10%

4. Fermentacia v laboratornom fermentore

Dalsie fermentaéné experimenty so vzorkou Pavlina sme uskutoénili v SL laboratérnom fermentore
s nepretrzitym mieSanim. MieSanie v tychto procesoch je vyznamnym parametrom, najma pri praci s vy$$imi
koncentraciami Skrobu v pociatocnych suspenziach. Tiez je vyznamné aj z dovodu lepSieho kontaktu
kvasiniek so sacharidmi pritomnymi v médiu. V nasledujicej tabulke (Tab.4) st uvedené vysledky SSF
uskutoénenej v 51 laboratérnom fermentore.

Tabulka 4: Koncentracia redukujtcich sacharidov a gluk6zy po predscukreni suspenzie Srotu odrody Pavlina
s 10%-nym obsahom $krobu a mnozstvo vyprodukovaného etanolu

Redukujuce sacharidy Glukoza Mnozstvo Mnozstvo
Odroda ~ DE bezvodého bezvodého
¢ [mg/ml] | mg/g susiny ¢ [mg/ml] [%] etanolu etanolu
? [g/100ml média] [g/g §krobu]
Pavlina 19+0,5 190+1,2 12+0,2 11 3,6 0,36

Porovnanim vysledkov fermentacie v laboratdrnom fermentore a v kvasnych flasiach sme dospeli
k zaveru, ze mieSanie pocas procesu bolo vyznamnym faktorom ovplyviujici vysledné mnozstvo etanolu vo
vyfermentovanom médiu. Fermentaciou vzorky odrody Pavlina vo fermentore sme dosiahli vyssie hodnoty
vyprodukovaného etanolu, konkrétne toto zvysenie predstavovalo priblizne 28%.

Zaver

1. Oddelena hydrolyza a fermentdcia

(a) realizovali sme etanolovil fermentaciu hydrolyzatov pripravenych zo suspenzii pSeni¢nych Srotov s 10%-
nym obsahom Skrobu

(b) stanovovanim redukujicich sacharidov a glukézy vznikajucich pocas scukrovania pSeniénych suspenzii
sme dospeli k zaveru, ze u odrdd so zniZzenym obsahom amylézy sme zaznamenali hodnotu DE 80% uZ po
6smich hodinach procesu, u ostatnych odrdd bol tento ¢as dlhsi

(c) vyssie mnozstvo etanolu sme stanovili po fermentacii hydrolyzatov pripravenych z odroéd so znizenym
obsahom amylozy (Baranjka, Loreto),

2. Simultanna sacharifikdcia a fermentacia

(a) proces SSF sme realizovali so suspenziami s 10%- n}'lm obsahom §krobu

vyfermentovanom médiu z odrody Vemstar, najvyssie mnozstvo (0,44 + 0,03g bezvodého etanolu/1g skrobu)
po SSF odrody Baranjka.

3. Fermentdcia v laboratornom fermentore

(a) proces sme realizovali s odrodou Pavlina

(b) porovnanim SSF vo fermentore a v kvasnych fl'aSiach konStatujeme, ze vo fermentore sme dosiahli o
28% vyssie mnozstvo etanolu

Pod’akovanie: Autori dakuju Ing. L. Riickschlossovi z VSS Viglas-Pstrusa za poskytnutie rastlinného materialu.
Vyskum bol finan¢ne podporeny projektom MS SR, projekt APVV LPP No. 0251-07.
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GENETICKE MARKERY - NASTROJ SELEKCIE NOVYCH GENOTYPOV
GENETIC MARKERS - SELECTION TOOL FOR NEW GENOTYPES

Valéria SUDYOVA — Svetlana SLIKOVA — Martina HUDCOVICOVA — Lenka
KLCOVA

MAS —marker assited selection is method efficient to monitor the transfer of alleles or specific chromosome segments
including important agronomic traits into elite cultivars. This method makes genotypic selection possible whereby
selection process is more effective. In Slovak Agricultural Researche Centre - Research Institute of Plant Production in
Piestany we use genetic markers for control of transfer of valuable genes in these programs: 1. development of winter
barley lines resistant to BaYMV/BaMMV, 2. development of spring barley lines resistant to BYDV, 3. development of
wheat lines resistant to leaf rust (gene pyramiding) 4. development of wheat lines with null waxy alleles.

Key words: marker assisted selection (MAS), barley, wheat, gene pyramiding, rym genes, Ryd2 gene, Lr genes, waxy
alleles

Uvod

PoI'nohospodarstvo patri medzi najcitlivejSie reagujice odvetvie na klimatické zmeny. Hortce viny,
sucha, choroby a §kodcovia pol'nohospodarskych plodin pravdepodobne zvysia vyskyt netrod (Agra Europe,
¢. 2265, 29. 6. 2007 EP/10). Uz dnes je nevyhnutné, aby sa polnohospodarstvo tymto zmenam
prispdsobovalo. Toto bude vyzadovat zmeny vyuzivania pddy, produkéné metddy azmeny
pol'nohospodarskej $truktiry. Zaradenie molekularno—biologickych metdd do konvenénych postupov tvorby
novych biologickych materidlov pomaha zefektivnit' proces Slachtenia. Efektivita spo¢iva v jednoznacnej
identifikacii znakov v rastlinach, ktoré s z hospodarskeho hl'adiska vyznamné, pri prenose a kombinovani
génov resp. alel a to i takych, ktoré pri klasickom $l'achteni nie je mozné identifikovat’. Molekularne markery
st molekuly (aseky DNA alebo protein), ktoré identifikuju pritomnost’ urcitého génu a nim podmieneny znak
v sledovanom genotype (Ovesna a kol. 2002). Na na$om pracovisku CVRV-VURV Pieitany st rutinne
vyuzivané markery pre tvorbu genotypov jaémena siateho f. jarnd a pSenice letnej f. ozimnej s génmi
rezistencie proti vybranym virusovym a hubovym chorobam a v programe tvorby genotypov pSenice s waxy
alelami ako vhodného substratu na vyrobu palivového etanolu.

MAS pri tvorbe genotypov jacmena s génmi rezistencie proti chorobdm sposobenych virusmi

Prenos génov rezistencie oznacenych rym ucinnych proti zltej (barley yellow mosaic virus - BaYMV)
a miernej mozaike jaémena (barley yellow mild virus - BaMMV) pri ozimnej forme jaémena je znamy od 80-
tych rokov minulého storoéia. Doteraz bolo objavenych $trnast’ génov s réznym stupniom rezistencie k zltej
mozaike (Hofinger a kol., 2008). Odrody s génmi rezistencie sa $lachtili najmd v Nemecku a Francuzsku,
kde sa ozimny ja¢men vzhl'adom na priaznivé klimatické podmienky pestuje na velkych plochach. Vektorom
tejto choroby je pddna huba Polymyxa graminis Led., proti ktorej nie je Ziadna chemicka ochrana mozna.
Strata na urode moéze dosiahnut' 20-50%. Virusy prezivaji v kl'udovom Stadiu v pode, literarne udaje
uvadzaju zamorenie pozemku na 30 a viac rokov. Rezistencia eurdpskych ozimnych ja¢meniov k tejto
chorobe spociva na recesivnom géne rym4. Okrem neho je dalsi gén — rymll GCinny aj proti kmetu 2
BaYMV. Testovanie novovytvorenych genotypov sa robi na testovacom poli v Nemecku a Francuzsku.
V pripade, ak nema Sl'achtitel’ k dispozicii patogéna alebo moznost’ testovat novovytvoreny biologicky
material na fytopatologickom poli, je moznost' detegovania pritomnosti, resp. nepritomnosti génov
rezistencie v potomstve pomocou molekularnych markerov.

V ostatnych rokoch zaznamenavame zmeny vo vyvoji pocasia na jesed, ktorda byva teplotne
nadpriemernd, ¢o priaznivo pdsobi na vyvoj vektorov virusovych choréb ako aj samotnych chordb. Virus
sposobujuci zItu zakrpatenost jaCmena (barley yellow dwarf virus - BYDV) patri k najzavaznejSim
patogénom ozimnych i jarnych obilnin. Infikovanie porastov je mozné na jesen, kedy moze byt infikovanych
az 95% porastov, pri jarnych infekciach je to asi 15% porastov. Tepla dlhotrvajica jesei podporuje rozvoj
vektorov virusu- vosiek. Po objaveni prvych priznakov sa na diagnostikaciu pritomnosti virusu pouziva
ELISA - test. Tato choroba sa kazdoro¢ne objavuje prevazne v regionoch juhozapadného Slovenska.
Priznaky ochorenia sa Casto zamienaju s deficitnou vyzivou, hlavne nedostatkom dusika. Po oneskorenom
definovani pri¢in byva spravidla neskoro na chemicky zasah proti vektorom a tak geneticka rezistencia, resp.
tolerancia zabezpecovana génom Ryd2 pri ozimnom i jarnom jaCmeni moéze viest' k zniZeniu strat na kvalite
i kvantite produkcie.

MAS pri tvorbe genotypov psenice s génmi rezistencie proti Puccinia recondita

Hladanie zdrojov rezistencie a naslednd tvorba novych genotypov pSenice letnej f. ozimnej sa javi
najucinnejSiou cestou ochrany proti tejto chorobe. V hexaploidnej pSenici bolo doteraz pomocou
multipatotypového testovania potvrdenych viac ako 50 génov rezistencie proti hrdzi pSenicovej (McIntosh
akol. 2003). V stcasnosti je zname, ze medzi ucinné gény patria hlavne tie, ktoré boli prenesené
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z divorasttcich a pribuznych druhov do psenice. Potvrdzuju to i vysledky z virulen¢nej analyzy vykonanej na
Slovensku v rokoch 1995-2004. V pokusoch bola sledovana virulencia populdcie hrdze pSenicovej na
izogénnych liniach Thatcher s génmi rezistencie Lr/ az Lr28 a diferencnych odrodach. Gény rezistencie Lr24
a Lr28 boli efektivne proti vSetkym patotypom do roku 2001. V roku 2001 bola detekovana 20% a 10%
virulencia izolatov na liniach s génmi rezistencie Lr24 a Lr28 (Hanzalova a kol., 2008). Uvedené gény boli
prenesené z divorastucich druhov do jarného genotypu hexaploidnej pSenice Thatcher, ktory nie je vhodny
pre pestovatel'ské vyuzitie. Zaclenenie viacerych u¢innych génov rezistencie do vykonného genotypu pSenice
pravdepodobne prispeje k predizeniu trvania rezistencie odrody.

MAS pri tvorbe genotypov psenice s nulovymi waxy alelami vhodnych pre produkciu bioetanolu

V zrnach obilnin sa nachaddza Skrob v podobe Skrobovych granil pozostavajucich zamyldzy
a amylopektinu. V biosyntéze Skrobu je rozhodujice zaktivizovanie syntézy amylézy alebo amylopektinu,
ktord ovplyvni ich podiel v skrobe. Variabilita v obsahu amylézy s klesajiicou tendenciou (od 20 do 0%,
Petrova a kol., 2007) ma podstatny vplyv na technologick(l kvalitu Skrobu. Enzym GBSSI (granule-bound
starch synthase), tiez nazyvany Wx-protein je kl'aiCovy enzym v syntéze amylozy v skrobovych granuliach.
Wx-proteiny st kodované génmi s rovnakym oznacenim Wx. Mutacie Wx-génov mdzu viest' k redukcii,
pripadne strate amylozy. Pomocou molekularneho Slachtenia vznikd moznost vytvarat genotypy
s produkciou skrobovych zin obsahujtcich rozdielne zastipenie amylozy a amylopektinu. Ciel'om je ziskanie
genotypov, ktoré budi mat vysoky obsah Skrobu bez amyloézy ako vhodného substratu pre etanolovi
fermentaciu.

Material a metédy
Biologicky material

Hybridné kombinacie pre prenos markerov génov rezistencie k virusovym a hubovym chorobam a prenos
Wx-alel boli vytvorené klasickou hybridizaciou:
ja¢men siaty f. ozimna: akceptor génu rym4 a rymliI odrody Tiffany, Copia, Luxor, Kamil, KM 104, donor
génu rym4 odroda Romanze, génu rym11 odroda Russia 57
jacmen siaty f. jarna: akceptor génu Ryd2 odrody Nitran, Ludan a nsI'. SK 5104, donor Sutter, Shannon a UC
566
pSenica letna f. 0zimna:
a) prenos génov rezistencie k hrdzi pSenicovej: akceptor odrody Hana, Klea, Brea, Astella, Alka, donor génu
Lr19 je odroda Sunnan, génu Lr24 Thatcher/Lr24 a génu Lr35 Thatcher/Lr35
b) prenos Wx-alel — akceptor odroda Veldava, donor NX04Y2107 (tvrda pSenica) a NX03Y2395 (mikka
pSenica)

DNA analyza

Genomickd DNA bola izolovana z listovych segmentov pomocou Plant DNAzol (Invitrogen). Na PCR
amplifikacie Specifickych primerov bol pouzity PTC-200 termocykler (MJ-Research) a separécia
amplikovanych produktov bola urobend v agar6zom géli.

Pre gén rym4 pri ozimnej forme jaCmena bol pouzity kodominantny STS marker odvodeny z RFLP
markera MWG838 (Tuvesson a kol., 1998), pre gén ryml1 bol pouzity kodominantny SSR marker HVM3
(Bauer a kol., 1997).

Nepriama selekcia genotypov jarného jaémena bola urobena dominantnym ASPCR markerom Ylp, ktory
je uzko viazany s génom Ryd?2 (Ford a kol., 1998).

Pritomnost’ génov rezistencie Lr/9 a Lr 24 bola detekovana dominantnymi STS markermi podla Prinsa a
kol. (2001) a Schachermayr a kol. (1995).

Pritomnost’ génu Lr35 v genotypoch psenice bola detekovand dominantnym SCAR markerom podl'a Gold
a kol. (1999).

Pomocou molekularnych markerov sme vyselektovali jedince so zabudovanymi nulovymi alelami na
waxy lokusoch. Primery sme pouzili podl'a Nakamura a kol. (2002): AFC/AR2 pre Wx-A1, BDFL/BRD pre
Wx-B1, BDFL/DRSL pre Wx-DI. Na separaciu PCR produktov Wx-A1 sme pouzili 6 % PAGE farbeny
striecbrom. Produkty amplifikdcie Wx-BI boli separované v2 % agarézovom géli farbenom
etidiumbromidom. Na oddelenie PCR produktov Wx-DI postacoval 0,7 % agardézovy gél farbeny
etidiumbromidom.

Vysledky a diskusia

Program: MAS pri tvorbe genotypov jacmernia s génmi rezistencie proti chorobam sposobenych virusmi
Pouzité molekularne markery pre gény rym4 a ryml1 inkorporované do ozimnej formy ja¢mena odlisili

v F, jedince senzitivne a rezistentne homozygotné a jedince heterozygotné. Z experimentov boli vylucené

jedince senzitivne homozygotné a heterozygotné. Overovanie pritomnosti génu rezistencie rym4 po

nepriamej selekcii bolo aj na fytopatologickom poli v Nemecku. Spol'ahlivost’ selekcie rastlin molekularnym
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markerom v porovnani s testovanim na fytopatologickom poli bola na 80%. V d’alsom kroku sme pracovali
aj na inkorporacii génu rymll a pyramidovani génov rym4 +rymll do jedného genotypu. Selekcia rastlin
v F, generacii molekuldrnymi markermi bola separatne pre kazdy gén. Na naSom Gzemi ani v Ceskej
republike neboli doteraz detegované tieto choroby, ale je len otdzkou casu, kedy sa dostani aj na naSe
Uzemie, pretoze na jar 2008 boli zaznamenané prvé symptomy Zzltej mozaiky v Pol'sku (Jezewska, 2009,
nepublikované) a zdznamy su aj z Mironovského regionu (Snihur 2008).

Gén Ryd2 bol detegovany v roku 1963 vo velmi skorych odrodach ja¢mena etidpskeho povodu.
Vyznamna uroven rezistencie k BYDV sa ziskava kombinaciou major génu Ryd2 s minor génmi pritomnymi
v mierne odolnych odrodach (Sip a kol. 1997, OVESNA a kol. 2001). Vhodnym markerom pre detekciu
génu Ryd2 v jarnom ja¢meni si markery YLM a Ylp. Collins a kol. (1996) po analyze jedincov F,
lokalizovali gén Yd2 vo vzdialenosti 0,5 cM od centroméry. V stcasnosti je na detekciu vyuzivany marker
Ylp, ktory je v tesnejSej vdzbe s lokusom Ryd?2. Programy inkorporacie génov rezistencie st rozvinuté vo
vSetkych krajinach zaoberajtcich sa pestovanim nielen jarného jacmena, ale aj jaCmena ozimného typu
ur¢eného na produkciu sladu. Vyhodou nepriamej selekcie pri géne Ryd2 je odburanie naro¢ného chovu
vektorov choroby, av§ak z pohl'adu fytopatologického by bolo potrebné overenie tolerancie po transfere génu
rezistencie aj po umelej infekcii. V sucasnosti mame linie z viacerych typov krizenia v generacii BCs,
niektoré s kombinovanou rezistenciou k virusovej a hubovej chorobe (muténatka travova na ja¢meni).
Vyuzivanie génov rezistencie v Slachtitel'skych programoch umoziuje eliminovat’ pouzivanie insekticidov
zabranujucich Sireniu vektorov a vylucuje zasah na neciel'ové skupiny organizmov.

Program: MAS pri tvorbe genotypov pSenice s génmi rezistencie proti Puccinia recondita

Pri inkorporacii génov rezistencie Lrl9, Lr24 aLr35 proti hrdzi pSenicovej bola robena detekcia
pritomnosti, resp. nepritomnosti jednotlivych génov pomocou MAS bez pritomnosti fytopatologickych testov
(Hudcovicova a kol. 2008). Biologicky material s génom LrI9 bol odovzdany na VSS a taktiez ofi prejavili
zaujem pestovatelia v Nemecku na farmu zameranua na ekologické pol'nohospodarstvo. Je velky predpoklad,
7e kombinaciou viacerych Gginnych génov do jedného genotypu sa predizi ¢as, ktory potrebuje patogén na
prekonanie rezistencie, ak je v genotype zabudovany iba jeden efektivny gén. V stcasnosti je rozpracovany
biologicky material s kumulovanymi génmi Lr/9+Lr35. Pri kumulovanych génoch rezistencie v jednom
genotype je selekcia molekularnym markerom jedinym spdsobom overenia pritomnosti, resp. nepritomnosti
markera majiceho blizku vizbu na uvedené gény rezistencie.

Program: MAS pri tvorbe genotypov pSenice s nulovymi waxy alelami vhodnych pre produkciu bioetanolu

Rastliny psSenice ozimnej v F, generacii boli selektované na pritomnost’ nulovych alel lokusu Wx-A1, Wx-
B1 a Wx-D1. Celkovo bolo analyzovanych 1188 rastlin z dvoch kombinacii krizenia. Na zaklade PCR
analyzy alelovo $pecifickymi primermi pre alelu lokusu Wx- B1 sa ur¢ila mozna alelicka zostava lokusov
Wx-Al a Wx-D1. Pre kombinaciu Veldava x NX04Y2107 sa vytvorilo 8 skupin alelickych zostav, do
ktorych boli rastliny po analyze postupne zarad’ované. Z 249 rastlin bolo vyselektovanych 29 jedincov
s pozadovanou alelickou zostavou. Pre ich ziskanie bolo celkovo potrebnych 387 d’alsich DNA analyz. Pre
kombinaciu Veldava x NX03Y2395 sa vytvorili 4 skupiny alelickych zostav s nulovymi Wx-alelami.
Pociatocna analyza DNA lokusu Wx-B1 bola z260 rastlin, pre ziskanie 21 jedincov bolo celkom
vykonanych 292 d’alsich DNA analyz. Nulové alely pri jednotlivych lokusoch nemaju ten isty vplyv na obsah
amylozy v skrobe. Nulova alela Wx-B1 génu ma najvyssi vplyv na redukciu obsahu amylozy (Nakamura a
kol. 2002, Graybosch a kol. 2003). Taktiez rozdielna kombinacia funkénych a nulovych alel na Wx-lokusoch
ovplyvituje akumuléciu amylézy v skrobovych zrnach (Yamamori akol. 1994). Obsah Skrobu v zrne
jednotlivych druhov obilovin je ovplyvneny ro¢nikom a lokalitou (Petrova a kol. 2007, Mikulikova a kol.
2008), obsah amylozy v Skrobe je podmieneny geneticky (Graybosch 1998). Na zéaklade analyz stiboru 26
odrod pSenice letnej f. ozimnej sa vhodnou odrodou pre molekularne s$lachtenie zamerané na tvorbu
genotypov podl'a obsahu Skrobu a aktivity a-amylazy pre produkciu palivového etanolu javia odrody Pavlina
a Veldava.

Zaver

Vizualne hodnotenie napadnutia rastlin méze byt nepresné, pretoze symptomaticky prejav choroby nie je
vzdy jednoznacny. V pol'nom testovani, hlavne v skorSich generaciach nie je mozné odlisit homozygotne
a heterozygdtne jedince. Toto umoznuji molekularno- genetické metddy. Markermi podporenad selekcia
zaroven znizuje mnozstvo biologického materialu postupujuceho do d’alSej selekcie. Tvorba biologického
materialu s génmi rezistencie je smerovana na jeho odovzdanie uzivatel'ovi — §l'achtitel'ovi. Novovytvorené
genotypy mozu byt genetickym zdrojom pre d’alSie $lachtenie alebo v pripade vhodnych agronomickych
znakov zaradené priamo do selekéného procesu.
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PESTITELSKA A SLADOVNICKA CHARAKTERISTIKA TRITORDEA
(X TRITORDEUM ASCHERSON ET GRAEBNER)
AGRONOMIC AND MALTING CHARACTERISTICS OF TRITORDEUM
(X TRITORDEUM ASCHERSON ET GRAEBNER)

Vratislav PSOTA' — Petr MARTINEK? — Lenka SACHAMBULA!

The chromosome duplication of Hordeum chilense and Triticum durum crosses have led to the development of
tritordeum, a novel hexaploid amphiploid cereal crop. In the Czech Republic (CR) matured very late and non-uniformly
because of a semiperennial character of original H. chilense. Yields of hexaploid tritordeum reached on average 30 % of
spring wheat check cultivars in the CR in 2000-2008. A mild course of the winter did not damage tritordeum sown in
autumn and the vernalisation effect limited problems with late and non-uniform maturation of the heads. In case no
visible injury was observed during the winter period, it yielded on average 42 % in comparison with winter wheat check
cultivars. The tritordeum lines had lower starch content but high contents of lutein, B-carotens, ferulic acid and higher
superoxide dismutase activity. Due to the antioxidant effect of these substances, tritordeum can be considered a source of
the substances beneficial to health. Basic malting parameters were determined.

Key words: tritordeum, starch kontent, malting parameters

Vznik tritikale jako vyznamné nové vytvorené allohexaploidni plodiny inspiroval $lechtitele k pokustim s
hybridizaci pSenice s jemenem, které jsou doloZeny jiz od po¢atku minulého stoleti. Zatimco kiizeni pSenice
s Hordeum vulgare L. vede k ziskani autosterilnich F; rostlin (Molnar-Lang et al., 2002), prvni informace o
vytvoteni fertilniho ktiZzence pochazeji z roku 1977 z ktizeni Hordeum chilense Roemer et Schultese, 2n = 2x
= 14; H®H™) s hexaploidni pSenici (Martin a Chapman, 1977). Postupnd byly vytvofeny syntetické
allooktoploidni (2n = 8x = 56; H"H®"BBAADD) a allohexaploidni (2n = 6x = 42; H"H""BBAA) formy
snazvem tritordeum (X Tritordeum Ascherson et Graebner). Pouzity H. chilense je planou pievazné
vytrvalou formou je¢mene, pochdzejici z Chile a malé casti Argentiny. Hexaploidni formy tritordea maji
genom H" je¢mene a genomy B a A psenice. V soudasnosti §lechténi tritordea probiha v CSIC (Instituto De
Agricultura Sostenible) v Cordobé ve Spanélsku, kde byla vytvofena kiizenim oktoploidnich a hexaploidnich
forem navzajem fada sekundarnich hexaploidnich forem s dostatecnou $lechtitelsky vyuzitelnou variabilitou
a v pribéhu let byly rozpracovany rovnéz vlastni linie a dihaplodini (DH) formy ve spolupraci s Ing. L.
Ohnoutkovou, Ph.D. (Ustav experimentalni botaniky v.v.i. v Olomouci), které byly pouZity rovnéz v této
studii.

Pouziti planych je¢ment pro hybridizaci s pSenici bylo provadéno rovnéz z divodu snahy po pienosu
novych, vét§inou nehostitelskych typt rezistenci do pSenice. Hexaploidni tritordeum ma vyssi obsah bilkovin
neZ pSenice, jejich slozeni odpovida vice pSenici seté nez tvrdé. Primarni formy obsahuji 19 — 22 % bilkovin.
Sekundarni (rekombinantni) formy, vytvotrené kfizenim primarnich forem navzajem, maji obsah bilkovin o
néco mensi (Martin et al. 1999; Martinek, 2003). Rada linii tritordea je tolerantni vii¢i obvyklym houbovym
chorobam psenice, ale i nékterym zivocisnym Skiidcim. V soucasnosti stale existuji pouze jarni formy, které
maji ve stiedoevropskych podminkach proti béznym odriiddm pSenice del§i vegetacni dobu a méné nez
polovi¢ni vynosy. Zna¢né mezigenotypové rozdily tritordea se projevuji v technologickych vlastnostech
tésta. N&které chromosomy H™ genomu mohou zfejmé &asteénd nahradit funkci 1D a 6D chromosomi, které
nesou vyznamné gliadinové a gluteninové alely odpovédné za viskoelastické vlastnosti lepkovych bilkovin.
Je uvadéno, zZe technologicka kvalita hexaploidniho tritordea je vice podobna psenici seté nez pSenici tvrdé
(Alvarez, Martin, 1994; Caballero et al., 2001; Hruskova et al., 2008abc). Moznost vyuziti tritordea pro
vyrobu sladu zminuji pouze Martin et al. (1999), kteti uvadéji u tritordea vyssi obsah dusiku (3,19 %),
Kolbachovo ¢islo na trovni 39 %, diastatickou mohutnost na urovni 553 °WK a vyssi hodnotu viskozity.

Prace se vénuje charakteristice tritordea v nasich podminkach a jeho sladovnické kvalité.

Material a metody
a) polni pokusy

Byly provadény polni vynosové pokusy, s rozdilnymi genotypy jarniho tritordea pochazejicimi ze
Spanélska, v letech 2000 az 2008 v Agrotest fyto, s.r.o. 13 linii (HT31-1, HT31-2, HT31-3, HT31-4, HT31-5
/= linie odvozené z HT31/, HT115, HT119, HT129, HT135, HTC1323, HTC1324, HTC1331, HTC1380)
bylo zkouSeno od roku 2000, od roku 2002 bylo navic zkouseno 15 dihaploidnich (DH) linii (HT109DH,
¢tyfi DH linie odvozené od HT129, dvé DH linie odvozené od HT135, HTC1323 a 7 DH linii odvozenych od
HTC1331), které byly vytvoteny v od roku 2005 bylo navic zkouseno 6 novych linii (HT 352, HTC1324,
HTC2060, HTC2071, HTC2083, HTC2084).
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Tritordeum bylo péstovano v letech 2000 — 2008 jako jarni i ozima plodina. V zavislosti na terminu
vysevu byly pouzity jako kontrolni odridy jarni (Sandra kvalita B, Saxana - kvalita A) a ozimé (Astella -
kvalita B, Brea - kvalita E) pSenice. Ve vSech pfipadech byla pfedplodinou ozima fepka. Velikost parcel byla
10 m?, pocet parcel (opakovani) byl v priib&hu let proménlivy. Byly pouzity vysevky 6,0 a 4,5 milionii
kli¢ivych zrn na 1 ha u jarnich vysevi tritordea a kontrolnich odrid psSenice, v ptipadé ozimi byl vysevek u
obou plodin snizen o pul mil. kli¢ivych zrn na 1 ha.

Vzhledem k niz$i odnoZovaci schopnosti tritordea byl jeho vysevek vyssi oproti pSenici o 1,5 mil.
kli¢ivych zrn na 1 ha. U jarniho a podzimniho vysevu bylo pouzito shodné celkové davky dusiku 70 kg.ha™,
kterd byla rozd€lena na jafe do dvou déavek (regeneracni, produkéni). Bylo provedeno zakladni vegetacni
pozorovani a vyhodnoceni vynosa.

b) rozbory kvality zrna

Bylo analyzovano 7 linii hexaploidniho tritordea (HTC1331DH, HTC1323DH, HTC1331bDH, HTC
1331cDH, HTC1380, HT135aDH, HT135bDH), 1 linie haynaldotikum s italskym mistnim nazvem Denti de
Cani C.V. (v piekladu ,,psi zub“) X Haynaldoticum sardoum Meletti et Onnis, ktera vznikla udajné jako
spontanni hybrid mezi Triticum durum Desf. a Haynaldia villosa Schur na jihu Italie, kde byla nalezena
(Meletti, et al., 1996); vzorek je k disposici v Genové bance v Praze pod ¢islem EVIGEZ 401C2400003.

Pro srovnani byly jako kontroly pouzity 2 odrudy psenice Grandur (T. durum), SW Kadrilj (T. aestivum)
a jarni sladovnicky je¢men Bojos. Pro analyzy bylo pouzito zrno sklizené v roce 2006 z jarnich vysevi.
Sladovnicka kvalita byla stanovena podle metod EBC (1998) a MEBAK (1997). Slad a sladina byly
charakterizovany priblizn€ 30 riznymi znaky, napf. aktivita lipoxigenasy (LOX), superoxiddismutasy (SOD),
obsah vitaminu E, pentozant a podobné.

Vysledky a diskuse
a) polni pokusy

Tritordeum vysévané na jafe mélo datum metani pfiblizné stejné jako u kontrolnich odrid, ale podstatné
opozdéngjsi dobu dozravani. Bylo to velmi pravdépodobné zplsobeno genem (geny) pro vytrvalostni
charakter planého H. chilense. Ten pravdépodobné indukuje vysoky stupeti zmlazovani (podristani) bo¢nich
odnozi, a toto ma za nasledek vizualni zvySeni nevyrovnanosti porostu a oddaleni doby dozravani. Vlastni
stanoveni data zralosti je u jarnich vysevu tritordea znacné problematické protoze v dozravajicim porostu
jsou kromée zralych klast zcela nezralé klasy z vedlejSich odnozi (s vyjimkou ro¢nikti s vyraznym vyskytem
sucha béhem dozravani). Tyto faktory ovlivnily vynosy tritordea, které byly v priméru hodnocenych let u
jarnich vysevii pouze 30% ve srovnani s jarni pSenici (Tab.1).

Tabulka 1: Primémé vynosy (t.ha™) hexaploidnich forem tritordea vysévanych jako jai a ozim

Rok sklizné (pocet Vysévano na jafe Vysévano na podzim
testovanych Tritordeum Jarni pSenice Tritordeum Ozima pSenice

genotypl tritordea) Sandra Saxana Astella Brea
2000 (13) 1,48+0,31 6,25 6,41 2,04+0,46 9,27 7,45
2001 (13) 2,44+0,33 6,89 7,02 3,92+0,84 8,26 6,74
2002 (28) 1,16+0,36 4,1 4,12 4,17+0,61 8,99 7,01
2003 (28) 2,25+0,41 7,71 8,02 *) *) *)
2004 (28) 1,55+0,28 7,3 7,42 3,95+0,57 9,54 8,68
2005 (34) 1,51+0,21 6,36 6,55 *)1,97+0,64 9,74 9,33
2006 (34) 2,62+0,30 7,27 7,36 4,25+1,02 8,75 8,23
2007 (34) 2,26+0,30 7,45 7,95 3,18+0,31 9,21 8,97
2008 (34) 1,954+0,30 5,28 5,64 *)2,06+0,43 10,75 9,85

Pramér 1,91 (=30%) 6,45 (= 100%) 3,59 (=42%) 8,45 (=100%)

*) pln€ znicené nebo poskozené parcely mrazem nebyly zahrnuty do priméru

Prikazné pozd€jsi dozravani rovnéz vedlo ke ztraté citlivosti k houbovym chorobam ve srovnani
s kontrolni pSenici. Bylo zajimavé, Ze odvozené dihaploidni linie mély mirn€ vyssi vynosy nez ostatni linie,
coz by mohlo nasvéd¢ovat tomu, Ze vyssi genetickd uniformita u DH linii miZe sehravat pozitivni vliv na
ve srovnani s jarni pSenici).

Vzhledem k této skuteCnosti jsme provadéli hodnoceni tritordea v podzimnich vysevech, které umoznilo
eliminovat problémy s pozdnim dozravanim vlivem jarovizace béhem zimniho obdobi. U tritordea vysetého
jako ozim bylo datum metéani a dozravani priblizné stejné jako u kontrolnich odrtid ozimé pSenice a vynosy
byly v priméru 42% ve srovnani s kontrolami. Do tohoto priméru nebyly zahrnuty rocniky, kdy doslo
k vymrznuti nebo vyraznému poskozeni hodnocenych porostit béhem zimy.
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b) charakteristiky kvality zrna

Zrno tritordea je drobné&jsi, o cemz svéd¢i nizsi podil zrna nad sitem 2,8 mm a vyssi procentické podily
mensSich velikostnich podilt (2,2 - 2,5 mm, 2,5 - 2,8mm), a rovnéz niz§i HTZ nez u ostatnich sledovanych
druht (Tab 2). Tritordeum a haynaldotikum mély vyrazné vyssi obsah dusikatych latek (17,0 % resp. 18,6
%). To potvrzuje diivéjsi vysledky pokladajici tritordeum za vyznamny zdroj bilkovin uvadény v rozmezi 16
— 22 % (Martinek, 2003). Naopak obsah Skrobu byl u nich nizky (59,5 % resp. 57,7 %). Tritordeum mélo ve
srovnani s ostatnimi sledovanymi druhy vys$si obsah tuku v obilkach. Pfitomnost pSeni¢nych genomil u
tritordea, haynaldotikum (ale i kontrolnich odrid tvrdé a chlebové pSenice) vedlo k vyrazné niz§imu obsahu
B-glukanti v obilkach oproti odridé je¢mene Bojos. Obsah vitaminu E byl u tritordea a haynaldotikum nizsi
nez u pSenice a jeCmene. Naopak v obsahu luteinu prekonéavali 3 — 4 x kontrolni odriidy psenice a jeCmene.
Rovnéz byl u nich zaznamenéan vyssi obsah kyseliny ferulové a pB-karotenu. Aktivita sledovanych enzymi
byla u tritordea a haynaldotikum pfiblizn€ stejna nebo mirn¢ vyss$i nez u kontrolnich odrid pSenice a
jecmene. U tritordea byla aktivita LOX ptiblizn€ poloviéni ve srovnani s haynaldotikum, pSenici SW Kadrilj
a jeCmenem Bojos. Naproti tomu linie tritordea vynikaly dvojnasobnou aktivitou SOD ve srovnani
s ostatnimi sledovanymi liniemi a odridami.

Tabulka 2: Vysledky rozborii sladovnické kvality

E g s le_| & £ = | 2 || B
S | 2| 2 |8 3 S : | 2 g5 3
Znak % = 'C; E % T Znak % = L:, 5 % T
k= g, < & z k= ES S & z
3 1) =1 3 i=l 3 ) = =3 o
3= = 51 \ =3 = = 5 n I3
e &) A = @) A
Analyza obilky XSy Analyza sladu XSy
Prepad nad 2,8 mm (%) 18,1+8,2 64,0 73,3 574 64,9 | Prepad nad 2,5 mm (%) 74,9+10,7 99,0 91,6 87,7 98,9
2,5 -2,8 mm (%) 51,9+4,1 333 18,7 30,8 31,2 | Friabilita (%) 75,0£9,0 26,0 34,6 31,4 92,0
2,2 -2,5 mm (%) 28,0+8,1 2,6 55 7,7 3,6 N-latky d.m. (%) 16,7+0,4 183 12,7 13,3 11,7
Propad pod 2,2 mm (%) 2,0+1,2 0,1 2,5 4,1 0,3 B-glukany d.m. (%) 0,10+0,00 0,30 0,06 0,08 0,19
HTZ (g) 29,4423 39,9 37,9 37,7 41,5 Kys. ferulova (mg/g) 1,65+0,20 1,27 1,06 0,94 1,16
Objemova hmotnost (g/1) 75,2+1,1 75.8 77,0 69,2 64,9 | Vitamin E (mg/kg) 12,97+2,08 11,64 9,48 9,74 17,46
Moucénatost LTm (%) 45+21 13,0 20,0 14,0 94,0 | LOX (U/mg pr.) 3,7+0,7 11,0 2,5 13,4 6,4
Dusikaté latky d.m. (%) 17,0£0,4 18,6 12,9 13,6 12,2 | SOD d.m. (U/g) 128438 130 32 153 134
Skrob d.m. (%) 59,5+0,6 57,7 68,4 67,6 62,8 | Analyza sladiny
Tuk d.m. (%) 2,35+0,05 | 1,41 2,17 1,81 1,64 | Extrakt sladu (%) 79,9+0,8 78,3 82,6 82,4 81,3
Pentosany d.m. (%) 6,50+£0,63 | 8,11 9,81 10,14 7,69 | Relat. extrakt 45°C (%) 31,8+2,1 343 33,6 34,8 40,5
B-glukany d.m. (%) 0,29+0,12 0,40 0,16 0,39 3,94 | Kolbachovo ¢islo (%) 43,3+7,8 37,7 68,1 42,1 423
Vitamin E (mg/kg) 7,62+2,36 | 7,33 11,64 7,74 13,86 | Diast. mohutnost (WK) 533429 429 466 367 415
Lutein (ug/kg) 6504+666 | 1530 2164 2046 1414 | Dos. st. prokvaseni (%) 75,7£2,0 76,5 74,0 79,8 80,5
fB-karoten (ug/kg) 274+57 84 97 99 158 B-glukany (mg/1) 172 32 22 24 63
Kys. ferul. d.m. (mg/g) 1,32+0,08 1,18 1,00 0,78 0,82 Pentosany (mg/1) 1526+136 1494 1245 1549 499
B-glukanasa 33,4+8,0 23,0 47,0 18,0 22,0 | Celk. polyfenoly (mg/1) 12,42+3,95 41,25 10,00 | 40,34 | 58,71
a-amylasa (U/g) 0,53+0,19 | 0,32 0,75 0,21 0,05 | Barva (EBC) 4,9+0,9 4,5 32 35 39
B-amylasa (U/g) 11924163 890 1065 703 637 | Doba zcukieni (min) 21+£3 15 48 11 10
LOX (U/mg prot.) 11,4+3,7 27,8 8,5 24,1 29,5 | Zakal 90° (EBC) 22,58+10,87 11,37 4,54 1,23 0,67
SOD d.m. (U/g) 206+10 156 133 137 102 Zakal 15° (EBC) 22,99+10,19 17,94 6,93 1,63 0,65

HTZ - Hmotnost tisice zrn; LOX - lipoxygenasa; SOD - superoxiddismutasa; d.m. - dry matter (suSina);
x+sy pramér + smérodatna odchylka

Lze konstatovat, ze tritordeum obecn¢ ma sice niz§i obsah Skrobu, ale disponuje vys§imi az vyrazné
vys$Simi obsahy luteinu, B-karotent, kyseliny ferulové a vyssi aktivitou enzymu SOD, coz jsou latky
s vyraznym antioxidaénim ucinkem. Proto tritordeum (a Caste¢né i haynaldotikum) lze povaZovat za
potencialni zdroj latek s vyraznym zdravotnim benefitem pro ¢lovéka a hospodarska zvifata.

Slady vyrobené ze vzorka tritordea mély vyrazné nizky obsah B-glukanti ve srovnani se sladem z odrady
jeCmene Bojos. Obsah kyseliny ferulové byl u sladi z tritordea a haynaldotikum vy$si nez ve sladu
srovnavacich odrid psenice a je¢mene. Aktivita LOX ve sladu byla nejvyssi u haynaldotikum. Aktivita SOD
byla na podobné tirovni jako u srovnavaci odridy jeCmene. Analyza sladiny ukazuje, Ze troven sledovanych
parametrii je ve srovnani s odridou Bojos i ve srovnani s pozadavky na sladovnickou kvalitu obecné
nedostatecna.

Neékteré ze zkousenych linii tritordea by byly v soucasné dob€ vhodné spise pro vyrobu specialnich sladu.
Slad je mozno vyuzit jako soucast miisli nebo pro vyrobu riznych extraktl. Z tohoto dtivodu, by bylo vhodné
roz§ifit analyzu sladu a sladiny o lutein, B-karoten, pfipadné dalsi z hlediska zdravotniho prospésné latky.

Vsechny sledované linie tritordea a haynaldotikum vykazovaly vysoky obsah celkového dusiku ve sladu.
Obsah extraktu se pohyboval v priméru kolem 79,9 % resp. 78,3 %. Kolbachovo &islo se u vétSiny
sledovanych linii pohybovalo kolem 40 %. Relativni extrakt pfi 45 °C byl spiSe na nizsi urovni (31,8 % resp.
34,3 %). Vsechny linie tritordea mély diastatickou mohutnost nad 500 °WK, linie haynaldotikum méla 429
°WK. Obsah B-glukani byl u vSech linii nizky, ale uroven friability vykazovala zna¢né meziliniové rozdily

(75 % resp. 26 %). Dosazitelny stupen prokvaseni se pohyboval v praiméru kolem 75,7 % resp. 76,5 %.
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Kromé jedné linie vykazovaly ostatni zakal sladiny. Zajimava je niz§i uroven aktivity LOX u ti linii (2,4 —
3,8 U/mg pr.) a vyssi aktivita SOD (205 U/g) u jedné linie.

Vysledky rozborii zrna tritordea a mozna i haynaldotikum mohly byt rovnéZ ovlivnény tim, ze se jedna o
bezpluché formy. U nékterych linii tritordea se miize vyskytovat urcita mira podilu pluchatych zrn, ktera je
pokladana za negativni vlastnost, jez pasobit problémy pii mlaceni a ¢i§téni zrna. Pro vlastni rozbory bylo
pouzito jen dokonale vycisténé zrno. Vysledky charakterizujici vlastnosti sladu byly u tritordea ovlivnény
vysokym obsahem dusiku. Hodnocené linie vykazovaly nizsi obsah B-glukanti a vyrazné vyssi obsah
pentosantl ve sladin€ nez u sladovnického jecmene. Hodnoty viskozity sladiny byly u vSech sledovanych linii
vys§i. Svymi vlastnostmi se linie tritordea a haynaldotikum blizi spiSe hodnotam, kterych dosahly obé
kontrolni odriidy pSenice.

V soucasnosti se moznosti vyuziti tritordea zabyva ve stiedni Evrop¢ jesté rakouska firma Saatzucht
Donau GesmbH. & CoKG, Reichersberg am Inn. Dosazeni pozadované mrazuvzdornosti by bylo mozné
dosahnout pfenosem genl pro mrazuvzdornost z vhodnych donorti pSenice pomoci zpétného kiizeni nebo
technikami amfiploidizace vhodnych F, hybridi. Ve Spanélsku usiluji o pfenos pouze vybranych
chromosomti H. chilense nebo jejich segmenti do pSenice za UCelem zvySeni odolnosti k brani¢natce
pSeni¢né a snéti mazlavé (na 7H™) a zvyseni obsahu karotenoidi (které jsou podminény geny na 4H®™) do
tetraploidni pSenice (Rubiales et al., 2004).

Zavéry

Snahy po vyslechténi tritordea pro stfedoevropské podminky by mély vychazet z potieby vyslechtit
ozimé formy, protoze ty budou dosahovat vyssi vynosy. Rovnéz bude nutné, aby tyto ozimé formy mély
dostateCnou uroven mrazuvzdornosti, aby byly schopny pfezit nepfizniva zimni obdobi, jakymi byla
napiiklad zima 2002/2003 (Prasilova et al., 2003).

U linii tritordea nebyl tak rozsahly rozbor sladu a sladiny jesté proveden, haynaldotikum nebylo z tohoto
pohledu hodnoceno asi viubec. Nékteré sledované linie vykazuji zajimavé technologické vlastnosti. V
budoucnu se mohou stat novymi plodinami, obdobné jako je dnes tritikale nebo donory novych vlastnosti ve
Slechténi pSenice.

Podékovani: Dékujeme profesoru Antoniu Martinovi za poskytnuti vzorkd tritordea. Prace byla
podpofena projekty Ministerstva Skolstvi mladeze a té€lovychovy Ceské republiky MSM6019369701,
KONTAKT-mobilita MEB080827 a projektem Ministerstva zemédelstvi Ceské republiky QI91B095.
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VPLYV ODRODY A DRUHU AUXINU NA IN VITRO REGENERACNU
KAPACITU ZRELYCH EMBRY{ PSENICE LETNEJ (TRITICUMAESTIVUM L.)
EFFECT OF VARIETY AND TYPE OF AUXIN ON IN VITRO
REGENERATION CAPACITY OF MATURE EMBRYOS OF COMMON
WHEAT (TRITICUM AESTIVUM L.)

Richard MURIN'- Zuzana BENOVA? — Juraj FARAGO™’

Wheat (Triticum aestivum L.) is one of the most important cereals of the world. Genetic improvement of wheat depend on
efficient and reproducible in vitro regenation system. We used the method of mature embryo culture technique for testing
the in vitro regeneration capacity of 25 different cultivars of wheat on two callus induction media differing in the auxin
type (2,4-dichlorophenoxyacetic acid vs. dicamba). We observed that callus induction, somatic embryo formation and
plant regeneration are three independently regulated in vitro processes differently affected by the genotype and/or auxin
type. The less sensitive to both factors was callus formation, while plant regeneration was significantly affected by both
the genotype and culture medium composition. Mature embryo culture in wheat seems to be a viable alternative to the
currently most exploited immature embryo culture technique.

Key words:wheat, in vitro system, auxin

Uvod

Uspesna geneticka transformacia psenice zavisi od funkéného in vitro regeneraéného systému Shewry
akol., 2008). Pre ucely mikrobalistickej metddy genetickej transformacie su zatial najvhodnejSimi
explantatmi nezrelé embrya a kalusy odvodené z nezrelych embryi Bhalla a kol. (2006). Tieto boli tiez
vyuzité pre transformaciu prostrednictvom Agrobacterium tumefaciens (Cheng akol., 1997). Vyuzitie
nezrelych embryi vSak prinasa urCité nevyhody, ako obmedzenost’ ich vyuzitia z hladiska sezony a tiez
naro¢nost’ na pestovatel'ské podmienky. Niektori autori, napr. Delporte a kol. (2001), doporucujii pouzitie
zrelych embryi na geneticku transformaciu pSenice. Ich vyuzitie méze byt revoluénym z hl'adiska skratenia
¢asovej naro¢nosti pri vyuziti daného explantatu, nakolko zrelé embrya mozno vyuzit' kedykol'vek pocas
roka, zhladiska skladovatelnosti a vyrovnanejSiecho fyziologického stavu, l'ahSej manipulacie s nimi
a potencialne niz§iemu vyskytu somaklonalnej variability pri regenerantoch (Yu a Wei, 2007). Menej sa na
genetickul transformaciu pSenice pouzivajii embryd odvodené z pelnicovej kultury a mikrospor (Ingram a
kol., 2001), listovych baz (Wang a Wei, 2004), kvetenstiev (Caswell akol., 2000) a $piciek vyhonkov
(Viertel a Hess, 1996). Regenera¢na schopnost’ rastlinnych explantatov v in vitro kultare zavisi od rastovych
faktorov obsiahnutych v zivnom médiu, od druhu pletiva, z ktorého boli bunky izolované a od genotypu
rastliny (Farago, 2003), tiez od veku a velkost embryi, koncentracia auxinov a dizka inkubacnej periody
Bhallu a kol. (2006) pripadne priamo koncentracie 2,4-dichlorfenoxyoctovej kyseliny (2,4-D) Wang a kol.
(2005). V#4csina autorov uvadza pri in vitro kultarach pSenice vyuZitie Musrashige a Skogovho (MS) média
(Murashige a Skoog, 1962) ako zaklad, ¢i uz médii pre kalogenézu, alebo médii uréenych na regeneraciu
rastlin. O charaktere rastu explantatovej kultury nerozhoduje len koncentracia jednotlivych rastlinnych
hormonov, ale ¢asto aj ich vzajomny pomer. Bhalla a kol. (2006), uvadzaju najcastejSie vyuzivanie
odrody ‘Bobwhite’ na geneticku transformaciu pSenice, ktora predstavuje genotyp s najlepSou regeneracnou
schopnostou spomedzi testovanych odrod pSenice, je vSak zagronomického hladiska nepouzitelny. Je
potrebné hl'adat’ také in vitro responzivne genotypy, ktoré prisluchaji k hospodarsky vyznamnym odrodam
a mohli by byt’ pouzité na geneticku transformaciu psenice. Toto bolo aj cielom nasej prace, v ktorej sme
testovali in vitro regenera¢nu schopnost’ zrelych embryi 25 vybranych odrod pSenice letnej z kolekcie odrdd
psenic v Génovej banke CVRV (VURV) Piestany.

Material a metody

Vychodiskovym rastlinnym material boli zrelé semend 25 odrdd pSenice letnej (T. aestivum L.). Osivo
dvadsat’pdt’ odrdéd ozimnej formy psenice letnej bolo poskytnuté Ing. P. Hauptvogelom, PhD. z Génovej
banky SR v Centre vyskumu rastlinnej vyroby (predtym VURV) Pieitany. Boli to nasledovné odrody (v
zéatvorke §tat povodu): Biscay (DEU), GK Forras (HUN), MV Siigeves (HUN), Verna (ITA), Mottin (ITA),
Dorico (ITA), Golia (ITA), Steklovidnaja (KAZ), Pehlivan (TUR), Shaan 8007-7 (CHN), Shark-4 (MEX),
Edison (AUT), Exquisit (AUT), Bardotka (FRA), Bocquiau (FRA), Passarinho (FRA), Maverick (GBR),
Delta (RUS), Lira (RUS), Moldavska L 1052 (RUS), Vendur (SVK), Astella (SVK), Ilona (SVK), Markola
(SVK) a Pavlina (SVK). Ako explantaty sluzili zrelé stitky s embryovou osou, ktoré sa po povrchovej
sterilizacii v 0,1% roztoku HgCl, opatrne oddelili skalpelom od endospermu zrna. V aseptickych
podmienkach sa z explantatu skalpelom a pinzetou oddelili rastové vrcholy vyhonku (koleoptila) a korena
(koleorhiza), aby sa ¢o najviac zabranilo kliceniu zrelého embrya. Vysledny upraveny explantat pozostaval
zo zrelého §titku (scutellum) a stredne;j Casti
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embryovej osi (mezokotyl). Na kultivaciu explantatov boli vyuzité dva typy zivnych médii, prvé na indukciu
kalogenézy (kalus indukujuce zivné média, KIM) a druhé na regeneraciu rastlin z indukovanych kalusov
(regenera¢né média, RM). Explantaty pSenice (zrelé stitky so zbytkom embrya) boli ukladané na 2 druhy
KIM lisiacich sa druhom rastového regulatora. Zakladné zlozenie oboch kalus indukujacich zivnych médii
tvorili MS (Murashige a Skoog, 1962) soli a vitaminy doplnené 200 mg.I"" Myo-inozitolu, 2 mg.I"' glycinu,
1000 mg.1" kazeinového hydrolyzatu, 500 mg.I" prolinu, 30 g1’ maltézy a3 g.l' Phytagelu, pH = 5.8.
Médium oznaéené M3D5 obsahovalo auxin 2,4-dichlorfenoxyoctovi (2,4-D) v koncentréacii 5 mg.1", zatial
¢o médium M3Di5 obsahovalo auxin kyselinu 3,6-dichlér-o-anizova (dicamba) v rovnakej koncentracii 5
mg.I". Explantaty boli nasadzané embryovou astou v kontakte s kalus indukujiicim Zivnym médiom.
Z kazdého genotypu (odrody) pSenice bolo na kazda variantu KIM nasadenych 60 zrelych embryi (okrem
odrody Ilona, kde na médium M3Di5 bolo nasadenych 55 explantatov) do sklenych Petriho misiek (PM)
priemeru 10 cm (20 explantatov/PM). Explantaty v primokultire sa kultivovali 28 dni v tme pri teplote
1742°C. Na regeneraciu rastlin z indukovanych kalusov sa pouzilo zivné médium MSS (Machii a kol. 1998)
obsahujuce 0,1 mg.l' BAP, 30 g.I"' sacharézy a 2 g.I" Phytagelu, pH=5,8. Kalusy boli na MSS médium
presadzané po 28 dnoch kultivacie na kalus indukujicich zivnych médiach. Vacsie kalusové explantaty boli
rozdelené na mensie s priemerom 5+1 mm tak, aby sa zachovalo oznacenie kalusovych linii, t.j. kalusov
pochadzajucich z toho isté¢ho kalusu indukovaného na KIM. Kalusy na RM sa kultivovali v podmienkach
fotoperiody 16 h svetlo/8h tma a intenzite osvetlenia pribl. 40 pE.m™.s" a pri teplotnom rezime 25+1°C za
svetla a 20+1°C v tme. V primokultare, t.j. na kalus indukénych zivnych médiach, boli hodnotené nasledovné
parametre in vitro kultary: frekvencia pred¢asne kli¢iacich embryi, frekvencia kalogenézy a index
kalogenézy. Po asponl 4 tyzdiioch kultivacie kalusov na regeneracnom médiu boli hodnotené: frekvencia
embryogénnych kalusov, frekvencia embryogénnych kalusovych linii, frekvencia regenerujtcich kalusov,
frekvencia regenerujucich kalusovych linii, priemerny pocet regenerantov na kalus, vyskyt albinotickych
regenerantov a frekvencia tvorby adventivnych koreniov kalusmi.

Vysledky a diskusia

Kalusy sa indukovali zo zrelych embryi pSenice 4-6 dni po nasadeni na kalus indukujuce zivné média
(KIM). Po 4 tyzdnoch na KIM tvorila védcsina genotypov kalusy vo frekvencii 100 % (18 odréd na M3DS5
a 12 odréd na M3Di5). Priemerna frekvencia tvorby kalusov bola 98,0 % na M3D5 a 98,3 % na M3Di5.
médiach M3Di5 pri odrode Pavlina (88,3 %).

Rychlost’ rastu kalusov bola relativne nizka, o ¢om sved¢ia indexy kalogenézy v rozmedzi 1,00-1,78 na
médiach M3D5 a 1,00-1,62 na médiach M3Di5. Indexy kalogenézy (Ix) boli porovnatel'né na oboch zivnych
médiach (priemerny index kalogenézy na médiach M3DS5 bol Ix = 1,236 a na médiach M3Di5 Ix = 1,242).
Najvyssi index kalogenézy na médiu M3D5 bol pozorovany pri odrode Pehlivan (Ix = 1,780) a na médiu
M3DiS5 pri odrode Markola (Ix = 1,621) (Tab. 1).

Priemernd frekvencia embryogénnych kalusovych linif bola vyssia pri kalusoch indukovanych na M3Di5
médiu (41,1 %) nez pri kalusoch indukovanych na M3D5 médiu (36,1 %). Pri 10 odrodach bol zaznamenany
vy$$i vyskyt embryogénnych kalusovych linii pri kalusoch indukovanych na médiu M3D5 a pri 15 odrodach
naopak, na médiu M3Di5.

Najvyssia frekvencie embryogénnych kalusovych linii dosahovali odrody Maverick (57,5 %), Passarinho
(52,9 %) a Steklovidnaja 24 (51,7 %) pri médiach M3D5 a Maverick (55,8 %), Biscay (55,0 %) a Exquisit
(54,5 %) pri médiach M3Di5. NajnizS§imi frekvenciami vyskytu embryogénnych kalusovych linii sa
vyznacovali odrody Bocquiau (11,7 %) pri médiu M3D5 a Shark-4 pri médiu M3Di5 (25,0 %).

Aj z hl'adiska priemerného vyskytu embryogénnych kalusov boli lepSie vysledky dosiahnuté na Zivnych
médiach M3Di5 (obsahujucich auxin dicamba). Kalusy indukované na médiach M3Di5 tvorili somatické
embryd priemerne vo frekvencii 35,4 %, kym kalusy indukované na médiach M3D5 vo frekvencii 32,5 %.
Rovnako ako pri vyskyte embryogénnych kalusovych linii vy$s$i vyskyt embryogénnych kalusov bol
zaznamenany pri 10 odrodach bol zaznamenany pri médiu M3D5 a pri 15 odrodéach pri médiu M3Di5 (Tab.
1). Najvyssi vyskyt embryogénnych kalusov vykazovali odrody Maverick (54,0 %), Dorico (49,0 %)
a Passarinho (48,3 %) pri indukcii kalusov na médiach M3D5 a odrody Maverick (50,8 %), Exquisit (48,6 %)
embryogénnych kalusov sa vyznacovali odrody Bocquiau (9,6 %) pri médiu M3D5 a Pavlina pri médiu
M3Di5 (23,0 %) (Tab. 1).

Najvyraznejsie rozdiely medzi zivnymi médiami pouzitymi na indukciu kalogenézy sa prejavili
v parametroch regeneracie vyhonkov, t.j. frekvenciach regenerujucich kalusovych linii a kalusov. Kym pri
pouziti zivného média M3Di5 obsahujuceho auxin dicamba na indukciu kalusov zo zrelych embryi pSenice
letnej regenerovalo zelené vyhonky vsetkych 25 testovanych odrdd, pri pouziti média M3D5 (2,4-D, 5 mg.I’
", regenerovalo 17 odrdd (68 %) a 8 odrdd bolo v danych podmienkach kultivacie neregenerujiicich (Tab. 1).
Navyse pri regenerujucich genotypoch iba v dvoch (frekvencia regenerujucich kalusovych linii), resp. troch
(frekvencia regenerujucich kalusov) pripadoch bola zaznamenana vyssia frekvencia regeneracie pri kalusoch
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indukovanych na médiach M3D5 (Tab. 1), v ostatnych pripadoch regenerovali lepsie odrody pri pouZiti
média M3Di5 na indukciu kalogenézy.

Tabul’ka 1: In vitro regenera¢na schopnost’ 25 odrod pSenice letnej roznej proveniencie z kolekcie génovych
zdrojov pSenice letnej vo CVRV Piestany v in vitro kultare zrelych embryii na médiu M3D5 a M3Di5.

Il:z?siiit. Frekv. Index em{)gl;‘gén. em};)ijfl:;én. Frekv.rAegen. Frekv.regen. | Priem.podet

' explt. kalog. (%) kalog. kal.linii (%) Kal_ (%) kal. linii (%) kal. (%) reg./ kal.

Odroda Kfaj'

welz sz s 8z |5 g8 |25 |8|8|3]58

o |9 | 9 S o > o =4 o S o > o S o >

[ O (v v (v (v} W vy W (v W (v W W W W
sh‘”‘a“ 8007- 1 cun | 60 | 60 | 983 | 100 | 123 | 130 | 300 | 390 | 286 | 312 | 25 | 85 | 20 | 65 | 008 | 0,13
Biscay DEU | 60 | 60 | 100 | 96,7 | 1,10 | 1,20 | 46,7 | 550 | 455 | 478 | 67 | 150 | 61 | 130 | 0,07 | 030
GK Forrés HUN | 60 | 60 | 100 | 983 | 1,08 | 1,20 | 424 | 490 | 424 | 458 | 61 | 122 | 61 | 13,6 | 042 | 023
Mottin ITA | 60 | 60 | 100 | 100 | 130 | 1,16 | 40,0 | 458 | 32,1 | 38,6 | 16,7 | 18,6 | 128 | 157 | 026 | 028
Verna ITA | 60 | 60 | 100 | 983 | 133 | 1,44 | 483 | 385 | 418 | 27,1 | 67 | 179 | 51 | 11,9 | 0,07 | 0,16
;fkl"“dnaja KAZ | 60 | 60 | 100 | 983 | 1,60 | 145 | 51,7 | 373 | 375 | 291 | 67 | 169 | 52 | 128 | 0,09 | 032
Shark-4 MEX | 60 | 60 | 100 | 983 | 1,00 | 1,03 | 250 | 254 | 250 | 262 | o 1,7 0 1,6 0 | 001
Vendur SVK | 60 | 60 | 100 | 100 | 1,46 | 1,03 | 46,7 | 268 | 403 | 250 | 200 | 73 | 149 | 77 | 020 | 0,09
Pehlivan TUR | 60 | 60 | 983 | 983 | 1,78 | 1,50 | 43,6 | 356 | 296 | 273 | 2,6 | 11,9 | 1.4 | 80 | 004 | 0,11
Edison AUT | 60 | 60 | 100 | 100 | 1,05 | 1,28 | 13,8 | 46,7 | 134 | 390 | 0o | 11,7 | 0 9,1 0 | 014
Exquisit AUT | 60 | 60 | 100 | 100 | 1,25 | 1,35 | 34,5 | 545 | 32,9 | 486 | 103 | 164 | 96 | 143 | 032 | 0,38
Bardotka FRA | 60 | 60 | 100 | 983 | 1,13 | 1,30 | 26,7 | 356 | 265 | 286 | © 5.1 0 39 0 | 0,09
Bocquiau FRA | 60 | 60 | 100 | 100 | 121 | 1,40 | 11,7 | 333 | 96 | 286 | 0 | 133 | 0o | 107 | 0 | 015
Passarinho FRA | 60 | 60 | 100 | 100 | 1,15 | 1,15 | 529 | 429 | 483 | 41,5 | o© 54 0 46 0 | 006
Maverick GBR | 60 | 60 | 100 | 983 | 1,21 | 1,15 | 57,5 | 558 | 540 | 508 | 7,5 | 23,1 | 60 | 21,3 | 0,08 | 041
MV Suveges | HUN | 60 | 60 | 100 | 100 | 1,11 | 1,10 | 33,3 | 51,7 | 31,8 | 48,5 | 133 | 200 | 12,1 | 182 | 0,22 | 031
Dorico ITA | 60 | 60 | 66,7 | 100 | 127 | 121 | 500 | 50,0 | 49,0 | 439 | 50 | 167 | 39 | 13,6 | 0,09 | 024
Golia ITA | 60 | 60 | 983 | 91,7 | 1,00 | 1,10 | 214 | 40,7 | 214 | 373 | 36 | 3,7 | 36 | 34 | 003 | 0,05
Delta RUS | 60 | 60 | 100 | 100 | 1,05 | 1,00 | 37.9 | 340 | 37,7 | 340 | 0 38 0 38 0 | 003
Lira RUS | 60 | 60 | 100 | 100 | 120 | 1,15 | 40,0 | 30,0 | 347 | 26,1 | 33 | 83 | 28 | 72 | 0,02 | 0,13
]1\’([)‘;1;3"51‘3 Ll rus | 60 | 60 | 100 | 983 | 101 | 1,01 | 21,7 | 453 | 213 | 433 | 67 | 189 | 66 | 167 | 0,06 | 031
Astella SVK | 60 | 60 | 100 | 100 | 1,41 | 143 | 51,7 | 350 | 40,0 | 29,1 | 28,3 | 20,0 | 200 | 140 | 038 | 024
Tlona SVK | 60 | 55 | 983 | 982 | 1,00 | 1,11 | 245 | 50,0 | 245 | 448 | 57 | 250 | 57 | 224 | 0,05 | 031
Markola SVK | 60 | 60 | 983 | 96,7 | 145 | 1,62 | 339 | 509 | 29,1 [ 360 | o | 164 | 0 | 101 | 0 | 016
Pavlina SVK | 60 | 60 | 91,7 | 883 | 138 | 1,18 | 32,7 | 269 | 233 | 230 | 0 38 0 33 0 | 004

Priemernd frekvencia regenerujucich kalusovych linii bola 6,1% pri médiach M3DS5 aviac ako
dvojnasobok, 12,8% pri médiach M3Di5. Frekvencie regenerujucich kalusovych linii sa pohybovali pri
jednotlivych odrodach v rozmedzi 0-28,3 % pri médiach M3D5 (Tab. 1) a 1,7-25,0 % pri médiach M3Di5
(Tab. 1). Najvyssim vyskytom regenerujucich kalusovych linii sa vyznacovali Slovenské odrody Astella
(28,3 %) a Vendur (20,0%) a Francuzska odroda Mottin (16,7 %) pri pouziti média M3D5 na indukciu kalusu
a odrody Ilona (25,0 %), Maverick (23,1 %) a Astella a MV Suveges (20,0 %) pri pouziti média M3Di5 na
indukciu kalusu. Ziadne vyhonky neregenerovali odrody Shark-4, Edison, Bardotka, Bocquiau, Passarinho,
Delta, Markola a Pavlina pri pouziti média M3D5 na indukciu kalusu. Pri indukcii kalusov na M3Di5 bola
zaznamenana najnizsia frekvencia regenerujucich linii pri odrode Shark-4 (1,7 %).

Priemerna frekvencia regenerujucich kalusov bola 5,1 % pri médiach M3DS5 a viac ako dvojnasobok,
10,6 % pri médiach M3Di5. Frekvencie regenerujucich kalusovych linii sa pohybovali pri jednotlivych
odrodach v rozmedzi 0-20,0 % pri médidch M3D5 (Tab. 1) a 1,6-22.4 % pri médidch M3Di5 (Tab. 1).
Najvyssim vyskytom regenerujucich kalusovych linii sa vyznacovali Slovenské odrody Astella (20,0 %)
a Vendur (14,9 %) a Francuzska odroda Mottin (12,8 %) pri pouziti média M3DS5 na indukciu kalusu
a odrody Ilona (22,4 %), Maverick (21,3 %) a MV Suveges (18,2 %) pri pouziti média M3Di5 na indukciu
kalusu. Ziadne vyhonky neregenerovali odrody Shark-4, Edison, Bardotka, Bocquiau, Passarinho, Delta,
Markola a Pavlina pri pouziti média M3D5 na indukciu kalusu. Pri indukcii kalusov na M3Di5 bola
zaznamenana najniz$ia frekvencia regenerujucich linii pri odrode Shark-4 (1,6 %).

Regenerujlice kalusy regenerovali 1-8 zelenych vyhonkov. Ziadne albinotické (bezchlorofylové)
regeneranty neboli zaznamenané ani pri jednom z 25 pouzitych genotypov. V priemere viac regenerantov sa
tvorilo na kalusoch indukovanych na médiu M3Di5 (0,19 regenerantu/kalus), nez pri pouZziti média M3D5
(0,10 regenerantu/kalus). Priemerné pocty regenerantov na jeden kalus sa pri 25 testovanych odrodach
pSenice pohybovali od 0 — 0,424 pri médiach M3D5 a 0,016 — 0,410 pri médiach M3Di5 (Tab. 1).
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Najvyssie priemerné poCty regenerantov na kalus sa tvorili pri odrodach GK Forras (0,424), Astella
(0,388) a Exquisit (0,329) pri indukcii kalusov na médiach M3DS5 a pri odrodach Maverick (0,410), Exquisit
(0,386) a Steklovidnaja (0,326) pri indukcii kalusov na médiach M3Di5 (Tab. 1). Ziadne vyhonky pri pouZiti
média M3D5 na indukciu kalusu neregenerovali odrody Shark-4, Edison, Bardotka, Bocquiau, Passarinho,
Delta, Markola a Pavlina. Najnizsi priemerny pocet regenerantov na kalus bol zaznamenany pri odrode
Shark-4 (0,016) pri pouziti média M3Di5 na indukciu kalusu.

Priemerny vyskyt rizogenézy bol pri indukcii kalusov na médiach M3D5 39,4 %, kym pri indukcii
kalusov na médiach M3Di5 az 69,5 %. Napriek vSeobecne vysSieho vyskytu rizogenézy pri kalusoch
indukovanych na médiu M3Di5, t.j. médiu obsahujuicom auxin dicamba bola vyssia aj in vitro regenera¢na
schopnost’ tychto kalusov. Je preto mozné predpokladat’ e$te vy$si in vitro regeneraény potencial kalusov
indukovanych na médiach s auxinom dicamba v pripade upravy kultivacnych podmienok tak, aby sa znizila
frekvencia vyskytu rizogenézy.

Zaver

Efektivna genetickd transformacia pSenice je zavisla na Géinnosti pouzitého in vitro regeneraéného
systému. Preto cielom naSej prace bolo otestovat’ in vitro regeneraénti schopnost’ 25 vybranych odrod
psenice letnej z kolekcie odrod pienic v Génovej banke VURV (CVRV) Pieitany v kultire zrelych embryi.
V praci sme zistili, ze tvorba kalusov, somatickych embryii z nich a regeneracia rastlin z embryogénnych
kalusov st tri nezavislé javy ovplyvitované do rdznej miery genotypom a druhom auxinu. Najmenej citliva na
oba faktory bola tvorba kalusov, kym regeneracia rastlin bola silne ovplyvnena aj genotypom aj druhom
auxinu. Zaverom je mozné konStatovat, ze vzhladom na mnohé vyhody kultivacia zrelych embryi je
vhodnou alternativou oproti v sti€asnosti najviac pouzivanému systému kultivacie nezrelych embryi pri
obilninach vSeobecne a zv1ast pri psenici.
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VZTAH MEDZI NUTRICNYMI A TECHNOLOGICKYMI PARAMETRAMI
PSENICNYCH ODROD A REOLOGICKYMI VLASTNOSTAMI CESTA
RELATIONSHIP BETWEEN RHEOLOGICAL PROPERTIES OF DOUGH
AND TECHNOLOGICAL AND NUTRITIONAL QUALITY PARAMETERS
OF WHEAT CULTIVARS

Zuzana SRAMKOVA — Filip KRAIC — Jana JUROVATA — Petr MARTINEK — Michaela
HAVRLENTOVA — Pavol HAUPTVOGEL — Ernest STURDIK — Edita GREGOVA

In this work, set of 52 wheat cultivars (Triticum aestivum L.) was characterized by sixteen variables. Parameters such as
protein, starch and p-glucan content, grain hardness, Zeleny sedimentation index and falling number were determined.
Rheological properties of dough were also assessed. Chemometrical data analysis revealed relations among the wheat grain
quality attributes.

Key words: cluster analysis, correlation analysis, principal component analysis, quality, wheat (Triticum aestivum L.)

Introduction

Wheat processing and product quality are important breeding objectives in many parts of the world.
Definition of quality varies among regions. Generally, grain hardness, content of proteins and their quality are
considered the three main determinants of wheat quality. Because of the fact that leavened bread is in our
geographic location the most common form, in which wheat is consumed, the bread-making quality has become
one of the most important issue. Devices such as mixograph, farinograph, alveograph etc., are used to
characterize dough properties and to predict the bread-making quality of wheat. However, grain quality is not
only defined in terms of product processing, but also encompasses nutritional quality, since wheat presents the
main source of nutrients to the majority of the world's population. The content of important wheat components,
like starch, proteins and fibre, varies directly from climatic and geographic conditions and cultivar.

In our present study, statistic methods were used to observe relationships between tested parameters of
technological and nutritional quality of wheat grain.

Material and methods

The set of 52 wheat cultivars (Triticum aestivum L.) from the collection of the Genebank Piestany and
Agricultural Research Institute- Agrotest Fyto, Ltd. Krométiz, was analyzed in our study.

Starch content was determined using the Ewers’s polarimetric method (STN 461011-37); falling number was
measured according to STN ISO 3093; (1—-3),(1—4)-p-D-glucan content by Mixed-linkage beta-glucan assay kit
(Megazyme International Ireland Ltd.); following parameters: protein content, wet gluten content, Zeleny
sedimentation index and grain hardness were determined by NIRS method. Farinograph (Brabender OhG,
Duisburg, Germany; ICC 115/1) was used to assess rheological properties of wheat cultivars (water absorption,
dough development and stability, degree of dough softening, farinograph quality number).

Statistical calculations were performed using following techniques: principal component analysis (PCA),
cluster analysis (CA), correlation analysis, analysis of variance (ANOVA) and linear discriminant analysis
(LDA). Commercial software package Statgraphics centurion, JMP (ver. 7.0), SPSS (ver. 15) were used for the
performed calculations.

List of variables by which the wheat samples were characterized: dry matter (DM), starch content
(denominated as a, StDM, StRM, resp.), (1—3),(1—4)-f-D-glucan content (gluc), protein content (Prot), wet
gluten content (glu), Zeleny sedimentation index (SedInd), grain hardness (7vr), falling number (Pok)
farinographic water absorption (VazVody), dough development (Vyv), dough stability (Stab), degree of dough
softening (M10, M12), farinograph quality number (FON).

Results and discussion
Correlation analysis

The output of correlation analysis is the correlation table (data not shown), which contains pair (or Pearson)
correlation coefficients expressing the strength of correlation between all possible pairs of variables. The entries
in this table are symmetrical according to diagonal. Correlation table was achieved under the same conditions,
which were described in the part of cluster analysis.
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The following conclusions from the correlation table: (a) The highest correlations were found between FON and
Stab. (b) Very high correlations were between lepDM and prot, M10 and M12. (c) High significant correlations
were between Vyv and VazVody, M10 and Stab, M12 and Stab, FON and M10 (last three dependences are
inverse). (d) Significant correlations were observed between VazVody and Tvr, Stab and Vyv, FON and Vyv, FON
and M2 (last dependence is inverse). Critical values for correlation coefficients for n=52 objects (wheat
samples) depend on the probability level: 7., = 0,2732 at 95 % (significance level a=0,05), r.;,=0,3218 at 98 %
(a=0,02), iy = 0,3542 at 99 % (a =0,01).

Cluster Analysis

Generally, the clustering process in cluster analysis may be performed either with objects or variables
(Khattree and Naik, 2000). In this work clustering was made for the studied sixteen variables. The result of
cluster analysis is a dendrogram depicted in Fig. 1. The basis for the performed calculations were data on 52
objects representing 52 wheat samples from 10 countries measured for each of 16 investigated variables. Ward’s
method of clustering and squared Euclidean distance was used in these calculations.

Clearly noticeable is the initial clustering of the variables in the left cluster a, StRm and StDM as well as in the
central cluster DM, Tvr, VazVody, Vyv and in two right clusters prot with lepDM and Stab with FON.

Figure 1: Cluster analysis dendrogram of 16 variables using 52 wheat samples and Ward’s clustering technique. Software
Statgraphics Centurion.

Linear discriminant analysis (LDA)

LDA is one of the most widely used classification procedures. The method maximizes the variance between
categories and minimizes the variance within categories. It merely looks for a sensible rule to discriminate
between them by forming linear functions of the data maximizing the ratio of the between-group sum of squares
to the within-group sum of squares. The linear functions are constrained to be orthogonal. Once the linear
functions have been found, an observation is classified by computing its Euclidean distance from the group
centroids, projected onto the subspace defined by a subset of the linear functions. The observation is then
assigned to the closest group. To assess the performance of this method, the group centroids are estimated using a
‘leave one out’ cross-validation method. Each observation is removed in turn from the data set and the group
centroids calculated without reference to the missing data point. The excluded observation is then classified using
these new group centroids. The data point is then replaced and the next observation removed from the data set.
This process is repeated until all observations have been left out in turn. Thus, the percentage of observations
correctly classified can be ascertained by comparing the true class membership with that estimated by LDA. This
provides a good indication of the reliability of the classification method (Zhang and Wang, 2007).

Classification performance depends on the selected categorical target variable. Figure 2 shows the case when
categorical variable Prot (protein content) was used as the target variable. 82.7% of the originally grouped
objects were correctly classified when the discrimination model was calculated and 61.5% of the objects were
correctly classified using leave-one-out cross-validation method. It means that 20 objects out of 52 ones were
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categorized into a different category then supposed. Here it can be observed that the first discriminant function
DF1 separates the wheat samples by protein content. Cultivars with lower protein content, which were grouped
into the B-class according to the STN standard, had low values of DF1. On the other hand, cultivars included in
the elite (E, best) class were shown to have high DF1-values. Thus, we can suppose that DF1 axis determines the
quality of wheat samples on the basis of protein content.
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Figure 2: Plot of discriminant functions (DF’s) showing 52 wheat samples clustered by protein. A 82.7 % performance was
achieved for the wheat samples classification in discrimination model; 61.5 % performance was achieved for the wheat
samples classification using leave-one-out validation. Software SPSS 15. Wheat cultivars were distributed by protein content
to three classes in accordance with standard STN 46 1100-2 (classes 1-3 on figure represents STN classes E, A and B
respectively). 1= elite class (E), marked with dots; 2= good quality class (A), marked with diamonds; 3= standard class (B),
marked with plus signs.

Principal component analysis

In principal component analysis, PCA, some natural grouping of the objects (the wheat samples in this work)
and the studied variables (the sample characteristics) may be seen. The principal components, PCs, are calculated
as the linear combinations of original variables (Sharma 1996, Khattree and Naik, 2000). According to the
computed eigenvalues only three out of six principal components (PCs) were found important as their value was
larger than 1, which is usually considered as the criterion of significancy. Three kinds of graphical outputs are
used in the PCA, namely scatterplot showing the objects, the loadings plot showing the variables, and the biplot
where both, the objects and variables are depicted together. The advantage of first two graphical representations
is a possibility to obtain the 2D graph as well as the 3D illustration where usually the first two or three most
important PCs are used as the axes. On the other hand, the biplot, even though plotted in two dimensions,
provides some additional information about the studied problem.

Figure 3. exhibits the biplot, which simultaneously represents the wheat samples (depicted here by the
numbers) and fifteen original descriptors, depicted by the rays starting from the origin and ending at the point
determining the position of the corresponding variable. The samples are here categorized by three quality classes
(1 — Elite, 2 — A, 3 — B) by protein content. Even though PCA method is not used for classification, high values
of the first pricipal component, PC1, are observable for the samples from elite class of quality. The factors mostly
influencing the first principal component, PC1, are dough stability (Stab) and farinograph quality number (FON).
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Figure : Biplot PC2 vs. PC1 for 15 measured descriptors and 52 wheat samples. Software SPSS 15.

Conclusion

Using the chemometrical data treatment, we observed close relationship between following parameters: grain
hardness, water absorption and dough development. According to our results, high correlation exists between
protein content and wet gluten content. These parameters are commonly used in assessment of wheat grain
quality for food-processing. Two main clusters of variables were observed on dendogram. The variables forming
the same cluster are most similar; the measure of mutual similarity is given by the distance on the vertical axis of
dendrogram. The results of cluster analysis are in agreement with the outputs of correlation analysis.

The obtained results demonstrated a good applicability of the used multivariate statistical methods for
graphical representation of the wheat samples in two dimensional visual display. Principal component analysis
showed that wheat samples of elite class (high protein content) are characterized by the highest farinographic
quality number and dough stability values.
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ZHODNOTENIE 14 ODROD BRASSICA NAPUS Z HLADISKA PRODUKCIE
BIOMASY A KVALITATIiVNYCH PARAMETROV SEMIEN
EVALUATION OF 14 BRASSICA NAPUS GENOTYPES FROM THE ASPECT OF
BIOMASS PRODUCTION AND SEED QUALITATIVE PARAMETERS

Elena MASAROVICOVA — Matia§ PESKO — Katarina KRALOVA — Lubica
MALOVCOVA

Fourteen rapeseed genotypes were cultivated in the both field and hydroponic conditions. Seeds harvested from field
cultivation were analysed on the content and composition of fatty acids. From tested Brassica napus varieties there were
9 line (Catalina, Atlantic, Astrid, Magali, Verona, Robust, Rodeo, Oponent, PR45W04) and 5 hybrid (PR46W10,
PR45D03, PR45W31, SDX0083, Baldur) genotypes. Additionally, seed yield per hectare was estimated. Moreover, for
seven weeks old plants of tested rapeseed genotypes cultivated in hydroponics shoot and root dry mass was determined.
Genotype differences of studied parameters were discussed.

Key words: biomass, Brassica napus L., fatty acids, line and hybrid genotypes, rapeseed oil, seed yield

Uvod

Olejnatost’ kapusty repkovej pravej (repka olejka forma ozimnd, Brassica napus L. subs. napus — dalej
len repka), ako najvyznamnejsi kvalitativny znak, je geneticky podmienenou vlastnostou, priCom ju
ovplyvituje komplex agrotechnickych faktorov v nasledovnej postupnosti: odroda (1-4 %), roc¢nik
a pestovatel'ska oblast’ (1-3 %), oSetrenie pddy po zbere trody (0,5-1 %), spevnenie pddy (0,5-1 %). Okrem
odrdd sa na olejnatosti semien vyrazne prejavuje rocnik, pricom lokality s chladnym pocasim jednoznacne
preukazali vyssiu olejnatost’ ako lokality s teplym pocasim (prehl'adne Zukalova et al. 2006).

Vzhl'adom k tomu, Ze repka patri medzi nase agrotechnicky najnaro¢nejsie plodiny (Surovéik, 2000) a jej
urodotvorné prvky (pocet rastlin, pocet Sesul na rastline, pocet semien v SeSuli, hmotnost’ tisic semien) st vo
vyraznom inverznom vztahu (Jambor 2007), v naSom predchadzajucom prispevku (Masarovi¢ova et al.
2008b) sme sa venovali $tadiu genotypovych rozdielov (odrodovej variability) repky so zretelom na
produkciu semien, obsah a kvalitu oleja. V tomto prispevku sme sa zamerali na zhodnotenie 14 odrod repky
(9 liniové a 5 hybridné odrody) z hl'adiska produkcie biomasy a kvalitativnych parametrov semien.

Material a metody

Na pol'ny experiment sa pouzili ssmena deviatich liniovych (Catalina, Atlantic, Astrid, Magali, Verona,
Robust, Rodeo, Oponent, PR45W04) a piatich hybridnych (PR46W10, PR45D03, PR45W31, SDX0083,
Baldur) odrdd repky. Semena pre pol'né pokusy sa vysiali po predplodine pSenica ozimna dna 27.8.2007 na
experimentalnych plochdch SCPV- VURV v Borovciach. Podrobny opis pouZitej agrotechniky je uvedeny
v naSej predchadzajicej praci (MasaroviCova et al. 2008b). Pokus sa realizoval na experimentalnych
parcelach (10 m?) v 4 opakovaniach. Zber tirody repky sme vykonali 11.07.2008. Zo semien sa odobrala
vzorka pre kvantitativne a kvalitativne analyzy repkového oleja (obsah oleja v semenach, obsah a zlozenie
mastnych kyselin v oleji), ktoré vykonalo akreditované pracovisko Statny veterinarny a potravinovy tustav v
Bratislave, Skusobné laboratorium, podla aktudlnych platnych noriem. V pripade laboratéornych pokusov
semena repky klicili 6 dni v tme pri teplote 25 °C na filtracnom papieri navlhéenom destilovanou vodou.
Potom sa semenaciky repky premiestnili do nadob s Knopovym zivnym roztokom a pestovali sa 6 tyzdiov
v kultiva¢nej komore za Standardnych podmienok (teplota vzduch 25 °C, energia fotosynteticky aktivneho
iarenia 100 uM m™ s, fotoperioda 16 h det/ 8 h noc). Potom sa u vietkych testovanych odréd stanovila
sucha hmotnost’ vyhonkov a korefiov. Na Statistické vyhodnotenie vysledkov sa pouzil test ANOVA.

Vysledky a diskusia

Vzhladom k tomu, Ze kvalita oleja je determinovand zloZzenim nenasytenych mastnych kyselin (zastupené
st hlavne kyselina olejova, linolova, linolénova, erukova a eikosenovd) v naSej predchadzajucej praci
(Masarovicova et al. 2008b) sme sa venovali $tddiu obsahu tychto kyselin vo vztahu k Grode semien 6
liniovych odrdd repky, ktoré zastupovali vSetky 3 zakladné vyrobné oblasti pestovania plodin na Slovensku.
V tomto prispevku sme sa zamerali na zhodnotenie 14 odrdd repky (9 liniové a5 hybridné odrody)
z hladiska produkcie biomasy a kvalitativnych parametrov semien.
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Obr. 1 Suchéd hmotnost koreniov a vyhonkov hydroponicky pestovanych rastlin repky olejky.
Na statistické vyhodnotenie vysledkov sa pouzil test ANOVA.
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Obr. 2 Hodnoty urody semien repky a obsahu mononenasytenych a polynenasytenych mastnych
kyselin (A - kyselina linolové, B - kyselina linolénova) v semenach repky pochadzajucich
z pol'nych experimentov.

Vysledky z hydroponického pokusu potvrdili Statisticky vyznamné genotypové rozdiely v suchej
hmotnosti vyhonkov aj koretiov (Obr. 1). Najvyssie hodnoty suchej hmotnosti vyhonkov u odrody Oponent,
najnizsie u odrody Magali, zatial’ ¢o sucha hmotnost’ korefiov bola najvyssia u odrody PR46W 10 a najnizsia
uodrody Rodeo. Pomer suchej hmotnosti vyhonku ku korenu (S/R pomer) testovanych odrod klesal
v nasledovnom poradi: Atlantic: 10,0; Catalina: 9,7; SDX0083: 9,2; Rodeo: 8,9; PR45D03: 8,2; PR45W31:
8,2; Baldur: 8,0; Astrid: 8,0; Oponent: 7,6; Robust: 6,8; PR45WO04: 6,6; Verona: 6,6; Magali: 6,6;
PR46W10: 6,2. Ceska odroda Oponent mala celkove najvyssie hodnoty suchej hmotnosti nadzemnej asti
rastlin, ale aj dobre vyvinuty korefiovy systém (v poradi treti zo 14 pestovanych odrdd), ¢o sa nasledne
prejavilo v nizSej hodnote pomeru S/R (7,6). Takéto prerozdelenie biomasy je pre rastliny vyhodné z
hladiska ich lepsej zasobovatel'nosti vodou aj Zivinami, a teda aj z hl'adiska tolerancie voc¢i vodnému stresu.
Na druhej strane, odrody s vd¢Sou nadzemnou biomasou st po zbere Grody semena vyuzitené aj ako zdroj
alternativnej energie (prehl'adne Masarovi¢ova et al. 2008a).
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Statisticky vyznamné genotypové rozdiely v trode semien potvrdili vysledky z polného pokusu (Obr.
2). Uroda semien sa pohybovala od 4,03 t/ha (PR45W04), pricom Oponent spolu s odrodami Astrid, Catalina
a Atlantic patrili k najproduktivnej§im odrodam (5,5 t/ha). Urodu semena odrody Oponent v rozmedzi 4,5 —
5,3 t/ha v zavislosti od pestovatel'skej lokality zistili aj Becka et al. (2006a). Tito autori (Becka et al. 2006b)
tiez zaznamenali vyS$Siu urodu semena hybridov repky v porovnani s liniami repky (v priemere o 18 %), ¢o sa
v pripade nami testovaného suboru liniovych a hybridnych odréd nepotvrdilo (Obr. 2).

Semena z pol'ného pokusu sa analyzovali na obsah nasytenych (arachnova, behénova, myristova, stearova
a palmitova kyselina), mononenasytenych (olejova, eikosénova, erukova a palmitoolejova kyselina)
a polynenasytenych mastnych kyselin (linolova a linolénova kyselina). Celkovy obsah nasytenych kyselin sa
pohyboval od 6,70 % (Baldur) po 7,24 % (Astrid). Vyssi podiel nasytenych mastnych kyselin prispieva
k vysSej oxidacnej stabilite oleja. Obsah mononenasytenych mastnych kyselin bol v rozsahu 61,6 % (Astrid)
az 67,2 % (Atlantic); odroda Oponent mala niz$i obsah tychto mastnych kyselin (63,6 %) (Obr.2).
Dominantnou mononenasytenou kyselinou v repkovom oleji je Kkyselina olejova, obsah ktorej sa
u testovanych kultivarov pohyboval od 60.24 % (Astrid 1 do 65.80 % (Atlantic). Situacia v obsahu
polynenasytenych mastnych kyselin bola opacna ako v pripade mononenasytenych kyselin, ked" odroda
Astrid mala najvyssi (9,6 %) a Atlantic najnizsi (8,3%) obsah tejto mastnej kyseliny. Oponent patri medzi
odrody s vys$sim obsahom polynenasytenych mastnych kyselin (9,3 %). Potrebné je zdoraznit’, Ze kvalitativne
zlozenie uvedenych mastnych kyselin je ddlezité vo vyrobe kvalitného FAME (metylester repkového oleja)
ako biokomponentu alternativneho motorového paliva ,,Biodiesel” (oxidacna stabilita a chladova odolnost’
oleja; porovnaj Buchta 2004). Totiz je zname, Ze vyssi podiel polynenasytenych mastnych kyselin (hlavne
kyseliny linolovej a kyseliny linolénovej) znizuje oxidacnu stabilitu, ale na druhej strane zvySuje chladovu
odolnost’ oleja (Jevi¢ a Sediva, 2004). Poznamenavame, Ze v pripade vietkych §tudovanych odrod repky sa
obsah kyseliny erukovej pohyboval od < 0,01 do 0,05%, ¢o spiiia kritéria STN 46 2300-2.

Prezentované vysledky skriningu produkcie biomasy a kvalitativnych parametrov semien 14 odrod B.
napus poskytuji prospesné informacie domacim pestovatel'om repky o ich genotypovych rozdieloch, ktoré
by sa potom dali vyuzit' pri selekcii najvhodnejSich odréd repky hlavne v kukuri¢nej vyrobnej oblasti.
Potrebné je vSak zdoraznit, Ze zakladny a aplikovany vyskum olejnin, vratane repky, ako aj moderné
biotechnologické a komeréné aplikaéné vystupy na Slovensku vyrazne zaostavajii za Ceskou republikou.
CZU v Prahe spolu so Zemédélskou spoleénosti pii CZU v Prahe — pobotka FYTO a katedra rostlinné
vyroby (motto: Agricultura — Scienita — Prosperitas) su dlhoro¢nymi organizatormi pravidelnych konferencii
s medzinarodnou u¢astou $pecializovanych na olejniny. Siroko koncipovany program konferencii je
zamerany na Slachtenie, pestovanie, ochranu, a odrodové skusky olejnin, na nové technoldgie pri zbere
olejnin, na ich agroekonémiu aj biotechnologické vyuzitie (vratane biopaliv). Skuto¢nost, Ze v Ceskej
republike si uvedomuji dodlezitost’ takto koncipovanych odbornych podujati potvrdzuje niekolko desiatok
sponzorov, ktori tieto aktivity finanéné podporuji. Zda sa, ze sucasny pristup vo financovani vyskumu ako aj
danova politika, ktora sa u nas v oblasti spracovavania a vyuzivania repky aplikuje danej situacii neprospeje.

Zaver
Vysledky z hydroponického pokusu potvrdili Statisticky vyznamné genotypové rozdiely v suchej
hmotnosti vyhonkov aj koreniov. Najvyssie hodnoty suchej hmotnosti vyhonkov sa zistili u odrody Oponent,

v

systémom, ¢o je vyhodné z hl'adiska ich lepsej zasobovatelnosti vodou aj zivinami, a teda aj z hl'adiska
tolerancie vo¢i vodnému stresu. Statisticky vyznamné rozdiely sa potvrdili v ponych pokusoch aj v pripade
urody semien. Oponent patri medzi odrody s vysokou urodou semena a vy$$im obsahom polynenasytenych
mastnych kyselin (hlavne kyseliny linolovej a linolénovej) v oleji, ¢o je dolezité z hladiska kvality FAME
ako biokomponentu pre alternativne motorové palivo ,,Biodiesel*.

Pod’akovanie: Prica bola finan¢ne podporend ZdruZzenim pre vyrobu a vyuzZitie biopaliv AZC, a.s.
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EFEKTIVNOST IZOLACNYCH VZDIALENOSTI PRI PESTOVANI
GENETICKY MODIFIKOVANEJ KUKURICE V SR
EFFECTIVENESS OF ISOLATION DISTANCES FOR THE CULTIVATION OF
GENETICALLY MODIFIED MAIZE IN SLOVAKIA

Cubomir HORVATH — Miroslava FEKETOVA

Effectiveness of isolation distances for the cultivation of genetically modified crops is most important factor to achieve
appropriate level of GM contamination of neighbouring non-GM field products and to achieve desired coexistence level
of GM and non-GM crops in conventional and ecological farming. The level of GM maize MON 810 contamination of
neighbouring conventional maize fields in Slovakia in 2006, 2007 and 2008 is presented and evaluated in dependence on
isolation distances between GM and non-GM fields. Testing of neighbouring conventional maize products were
performed by using statistical sampling of harvested crops from individual fields in compliance with ISTA Rules for Seed
Testing and Recommendation No. 2004/787/EC and tested by using a real-time PCR procedure for MON 810 maize
quantification according to EN 1SO 21570.

Cultivation of GM crops for commercial use in Slovakia has started in 2006. Cultivated area of three fields with GM
maize, each situated in different county, represented totally 33 ha. Sixteen farmers grew approximately 949 ha of GM
maize on 28 fields in 2007 and thirteen farmers grew 1942 ha of GM maize on 40 fields in 2008. Cultivated GM maize
hybrids were based on the event MON 810. Isolation distances between GM and non-GM fields vary between 200 m and
1500 m (minimum isolation distance according to the Slovak national legislation is 200 m for conventional crops and
300 m for ecological farming).

No contamination of neighbouring fields was observed in 2006. Together 7 neighbouring non-GM maize fields were
contaminated due to MON 810 event in 2007 and 19 non-GM maize fields were contaminated in 2008. GM
contamination vary between 0,02% and 0,83% (w/w) of MON 810. Relationship between GM contamination level and
isolation distances and between the number of contaminated fields per individual distances versus isolation distances
were analysed.

Statistically was documented decreased relationship between GM contamination and isolation distances. Measured data
were extrapolated by logarithmic and polynomial regression curves. Obtained trends give GM contamination between
0,15% for isolation distances of 200 m, 0,12% for isolation distances of 300 m and 0,20% for isolation distances of 100
m. The highest distance with positive contamination was 750 m (0,03%) and so extrapolated 0% value of GM
contamination is at 1500 m.

Within isolation distances between 200 and 400 m there was observed a very high increasing of GM contamination and
this data are not statistically consistent with data for other distances. GM admixtures in harvested crops are caused due
to combined factors as crosspollination, contamination by sowing machines, harvesting machines, by transport, storage,
etc. Up to these distances (200 — 400 m) agrotechnical activities are probably realized concurrently and using the same
machinery (i.e. higher probability of contamination).

Consumer and producer risks (o-risk and [-risk) were analysed for minimal isolation distances (200 and 300 m) in
conditions of actual GMO limits, determined GM admixtures and used testing procedures. Calculated values gives good
results for conventional maize production, i.e. for 0,9% GMO limit, isolation distances 200 m and approximately 0,2%
GMO level impurities, which can production practice support. Obtained values of consumer S-risk is 4,8% and producer
a-risk is 0% are sufficient for conventional maize production, and confirming optimal value of minimal isolation
distances (200 m).

But risk values for ecological maize production gives bad results, i.e. for 0,01% GMO limit, isolation distances 300 m
and approximated 0,12% GMO level production impurities at this distances. Computed value of consumer f-risk is 50%
and producer o-risk over 98%, which are fully insufficient values for ecological maize production. Isolation distances
300 m are not sufficient for ecological maize production at the condition of recent production practice in SK.

Key words: GMO, MONS10 cultivation, coexistence, isolation distances, impurities.

Introduction

Control and measurements of coexistence between GM and non-GM agricultural crops in Slovakia are
based on the Act No. 184/2006 on regulation of cultivation of GM plants in agriculture and Decree of
Ministry of Agriculture No. 69/2007 with technical rules for cultivation of GM plants in agriculture. The
Department of Molecular Biology NRL of the Central Control and Testing Institute (CCTIA) executed
detection, identification, quantification and evaluation of GM admixtures in harvested crops in non-GM
fields. Inspection of GM fields and neighbouring conventional maize fields (including field characteristics as
distances, areas, flowering synchronicity, prevailing wind, etc.) and sampling of harvested crops ensure seed
inspectors of the CCTIA.

Together from 3 fields in 2006, from 40 of neighbouring conventional maize fields in 2007 and from 40
of neighbouring conventional maize fields in 2008 the harvested lots of products were individually sampled
and adequate number of incremental bulk, laboratory and control samples were prepared and tested for
presence of MONS810 hybrids. Distances between GM maize fields and conventional maize fields were
varying between 200 and 1500 m. Maize buffer zones 35 or 80 rows wide were applied around the GM
maize fields and 200 m wide isolation distances from nearest conventional maize fields were used. Minimum
isolation distance between GM and conventional maize according to Decree No 69/2007 is 200 m, or
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equivalent buffer rows number (1 row is equal to 2 m distance). Testing of neighbouring conventional maize
products was realized after harvesting of maize fields (i.e. measured GM admixtures in harvested crops are
caused due to all factors as crosspollination, contamination by sowing, harvesting, transport, storage, etc.).

Material and methods

Sampling procedures were done according to ISTA rules and Recommendation No. 2004/787/EC.
Analytical and control samples with minimum 3000 maize grains were taken out from appropriate number of
composite samples and used for testing of mean level of GMOs contamination.

Construct-specific real-time PCR method according to EN ISO 21570 and CTAB method for DNA
extraction according to EN ISO 21571 were used for GMO detection and quantification. Maize samples were
grinded by using LM 3303 laboratory mill, at least 100 g of individual samples were homogenized and 2g of
each sample were incubated for 1 h at 60°C in 10 ml of CTAB lysis buffer with proteinase K, followed by
chloroform / isopropanol treatment and ethanol precipitation of DNA. DNA was purified using Wizard or
JetQuick spin columns and dissolved in TE buffer. DNA samples were quantified using UV-VIS
spectrophotometer and agarose electrophoresis, 50 ng of sample DNA per 25 ul PCR reaction volume was
used. For MONR810 target sequence detection MONS810 2-5' and MONS810 2-5' primers and TagMan labelled
probe MONS810-Taq were used. For maize reference sequence detection SSIIb 1-5, and SSIIb 1-3' primers
and TagMan labelled probe SSIIb-Taq were used. Real-time PCR testing was performed using ABI7900 HT
System. IRMM maize powder CRMs (ERM-BF413, MONS810 - 5%, 2%, 1%, 0.5% and 0.1%) and ACt
procedure in three repetitions for each analyzed sample were used. All of the liquid handling operations were
performed by using epMotion LH system. Quantitative results were in mass fractions, in DNA copy number
and in relative number of GM maize grains expressed. Consumer and producer risks (o-risk and p-risk) were
analysed according to Remund et al (2001).

Results and discussion

No detectable GM contamination of conventional maize fields was observed in 2006. The GM
contamination of non GM maize fields products was detected together in 7 fields (~ 17,5% of tested fields) in
2007 and in 19 fields (~ 47,5% of tested fields) in 2008. The GM contamination level within 7 fields in 2007
was between 0,01% and 0,15% (w/w) and the mean contamination was 0,03%. The GM contamination level
within 19 fields in 2008 was between 0,01% and 0,83% (w/w) and the mean contamination was 0,21%.
Flowering of both types of fields (GM and non-GM) was assumed as synchronous (< 10 days).

Quality of the sampling procedure was tested according to quantitative testing of independently prepared
control samples. Both pairs of results were in good conformity and inside of expanded uncertainty interval
(k=2).

The level of neighbouring fields contamination by MONS810 within 2007 and 2008 is presented in Graph
1. Values are extrapolated by logarithmic trend curve. Extrapolated values for 300 m distance is 0,12%, for
200 m 0,15% and for 100 m 0,2% of GMO. The highest detected distance with positive contamination was
750 m and extrapolated value to 0% of GM contamination is 1500 m.

Increase of ratio of GM contaminated fields for decreased isolation distances is presented in the Graph 2.
Logarithmic trend curve good extrapolate relationship between isolation distances and relative number of
contaminated fields. Increase of the number of contaminated neighbouring fields related to year of cultivation
is presented in the Graph 3. Increase of the mean level of GM contamination of non-GM fields related to year
of cultivation is presented in the Graph 4.

Results presented in above mentioned graphs No 1, 2 and 3 give information on real situation in
agricultural production practices within mentioned 3 years.

Within isolation distances between 200 and 400 m there was observed a very high increasing of GM
contamination and this data are not statistically consistent with data for other distances. GM admixtures in
harvested crops are caused due to combined factors as crosspollination, contamination by sowing machines,
harvesting machines, by transport, storage, etc. Up to these distances (200 — 400 m) agrotechnical activities
are probably realized concurrently and using the same machinery (i.e. higher probability of contamination).
Consumer and producer risks (a-risk and B-risk) were analysed for minimal isolation distances (200 and 300
m) in conditions of actual GMO limits, determined GM admixtures and used testing procedures. Calculated
values gives good results for conventional maize production, i.e. for 0,9% GMO limit, isolation distances 200
m and approximately 0,2% GMO level impurities, which can production practice support. Obtained values of
consumer PB-risk is 4,8% and producer a-risk is 0% and they are sufficient for conventional maize production.
But risk values for ecological maize production give bad results, i.e. for 0,01% GMO limit, isolation
distances 300 m and approximated 0,12% GMO level production impurities at this distances. Computed
value of consumer B-risk is 50% and producer a-risk over 98%, which are fully insufficient values for
ecological maize production.
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Conclusion

Objective of above listed analyses was to verify effectiveness of isolation distances, national legislation,
technical rules and production practice to ensure the coexistence of GM maize with conventional and
ecological farming in Slovakia.

Obtained values of producer a-risk and consumer B-risk confirmed optimal value of minimal isolation
distances (200 m) for conventional maize farming and they are sufficient to ensure the contamination level
under 0.9%, which is required for conventional plant products in the EU. But obtained values a-risk and -
risk for isolation distances 300 m are not sufficient for ecological maize production on the condition of recent
production practice in SK.
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VPLYV DUSIKA A SELENU NA OBSAH B-GLUKANU V ZRNE OVSA SIATEHO
(AVENA SATIVA L.
THE INFLUENCE OF NITROGEN AND SELENIUM ON B-GLUCAN CONTENT
IN OAT GRAIN (AVENA SATIVAL.)

Andrea HLINKOVA — Michaela HAVRLENTOVA — Daniela DVONCOVA —Lubomir
MENDEL — Jan KRAIC

p-glucan is a common cell wall polysaccharide of Poales with elevated content in the endosperm cell walls of oat and
barley. Its content in cereals can be influenced by both genetic and environmental factors. The influence of various
nitrogen amounts and combination of nitrogen and selenium on the f-glucan content in oat grains was monitored in
presented work. Four oats (two naked and two hulled) were grown in two years (2007 and 2008) in experimental field of
the Plant Production Research Center in Viglas-PstruSa in eight variants of nitrogen and selenium fertilization. p-glucan
content was measured by enzymatic method (Megazyme International Ireland, Ltd.). Variation influenced by different
nitrogen and selenium application within experimental plots and during both years was observed. The highest content of
p-glucan in 2007 was detected for the variant six, where nitrogen was applied to the soil before the seeding and then
supplemented during the growth on the ground of soil analysis. The highest content of monitored polysaccharide in 2008
was evaluated for the variant eight, by which the soil was enriched by both nitrogen and selenium in amount of 15 kg.ha™!
and 5 g.ha’’, respectively. On the other hand, the supplementation with only nitrogen reduced the B-glucan level in oat
samples. We can conclude that there exists not only strong influence of fertilization, but also effect of growing year on the
variation in ff-glucan content in oat grains. Our results can be used in growing and breeding programmes with the aim to
cultivate plants with higher quality of the grain in the case of health beneficial p-glucan.

Key words: p-glucan, oat, nitrogen, selenium, genotype, variability

Uvod

Ovos siaty (Avena sativa L.) je obilnina z nutricného a dietetického hl'adiska vysoko cenena. S
jeho vyzivovymi hodnotami, ktoré poukazuji na priaznivy pomer bielkovin a sacharidov, vhodny obsah
nenasytenych mastnych kyselin a vysoky obsah vlakniny, hlavne B-glukanu, je spojené jeho vyuzitie
v produkcii funkénych potravin. Zaujem o produkciu ovsa sa zvysil po tom, co Americky vladny urad pre
vyzivu a lieCiva uznal ovsené plevy ako potravinu, ktora méze znizovat riziko srdcovych chordéb v dosledku
fyziologickych ucinkov B-glukanu znizovanim hladiny cholesterolu v 'udskom sére (FDA, 1997).

B-glukén je celuléze podobna slizovita latka, ktord sa nachddza v okrajovych vrstvach endospermu
obilnin. V najvicsej miere je zastupeny v zrnach ovsa a jaCmena. Jeho architektonicka tloha je formovat
tenktl povrchovi vrstvu na celulézovych mikrofibrilach, aby tieto mohli interagovat’ pocas rastu s ostatnymi
celuldézou poprepletanymi glykanmi. Po chemickej stranke je linearny, viskdzny homopolysacharid tvoreny
B-(1—3) a B-(1—4)-D-glukopyranézovymi jednotkami. f-glukéan je zndmy mnozstvom zdraviu prospesnych
ucinkov na ludsky organizmus. Je povazovany predovsetkym za vel'mi G¢inny aktivator imunity. Pomaha
znizovat’ hladinu celkového i LDL cholesterolu v krvi atak redukovat’ riziko vzniku srdcovo-cievnych
chordb, méa schopnost’ spomalit’ absorpciu glukézy v krvi a preto moze u l'udskej populacie redukovat’ vyskyt
cukrovky. V potravinarskej technoldgii sa uplathuje ako zahustovadlo, ¢i pri vyrobe nizkotu¢nych
produktov. Iné vyskumy poukazuju na jeho schopnost’ zlepsit' senzorické vlastnosti potravin. V praxi st
zname jeho aplikacie 1 v kozmetickom priemysle. Biosyntéza B-glukdnu je katalyzovana B-glukan
syntetazou, pricom ako donorovy substrat vstupuje uridindifosfat glukéza (UDP-Glc). Zistilo sa, Ze syntéza
B-glukanu prebieha v Golgiho membrane a vyzaduje pritomnost Mg** alebo Mn** ama hodnotu
Michaelisovej konstanty typicka pre UDP-Glc. Mnozstvo B-glukanu v zrnach obilnin je polygénnou Ertou
aje pod kontrolou génov s prevazne aditivnym efektom. Podmienky pestovania maji vyrazny vplyv na
hladinu B-glukanu. Interakcia genotyp x prostredie je vyznamnym preukaznym zdrojom variacie v obsahu -
glukanu, avSak genotyp je prostrediu nadradeny. Zvysena hladina aplikovaného dusika v hnojive zvysuje
obsah bielkovin, -glukanu, av§ak moze znizovat’ hladinu lipidov v zrne ovsa. Vysledky vyskumu Brunnera
a Feeda (1994) naznacuj, Ze prostredie, najma pddny dusik a klimaticka premenlivost’ roka, st dolezité pri
urceni koncentracie B-glukanu, nakol’ko zvysenie hodnot aplikovaného dusika inklinovalo k zvySeniu obsahu
B-glukanu v zrnach. Vyznamné su aj interakcie odroda x ro¢nik alebo odroda x lokalita. Je zname, ze bilancia
dusikatého hnojiva méze byt do znacnej miery podmienena zavlahou pody alebo zrazkami. Giiler (2003)
potvrdil negativny vplyv zavlaZzovania na obsah B-glukanu, pricom obsah daného metabolitu bol ovplyvneny
len mnozstvom aplikovaného dusika. Napriek tomu, Zze vplyv selénu na obsah B-glukanu zatial' nebol
preukédzany, najnovsie vyskumy preukazuju na vyznamny vplyv dané¢ho mikroprvku na zvySovanie obsahu
vybranych aminokyselin, predovsetkym izoleucinu v zrnach jacmena (Duma a Karklina (2008).
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Material a metédy

V préci sa pouzili 4 odrody ovsa siateho, dve plevnaté (Vendelin, Zvolen) a dve nahé (Detvan a Avenuda)
vysiate v dvoch ro¢nikoch (2007, 2008). Proces vysievania a hnojenia sa realizoval na pokusnych plochach
VSS Viglas — Pstrusa, pri¢om sa pouzilo devit variantov dusikatej vyzivy (Tab.1) a kazdy variant sa vysial
v §tyroch opakovaniach.

Tabulka 1: Varianty dusikatej vyzivy ovsa

Var N N Se P K
kg.ha kg.ha gha kg.ha
1. 0 0 0 P K
2. Nps do 0,3 m 100 % vyuzitie N,, na urodu 4 tha’ N1 0 P K
3. Nps do 0,6 m 50 % vyuzitie N, na trodu 4 t.ha N2 0 P K
4. Nps do 0,3 m 100 % vyuZitie N, na Grodu 4 t.ha” + N v DC 29 N1+15 0 P K
5. Nps do 0,6 m 50 % vyuzitie N, na trodu 4 t.ha + N v DC 29 N2+15 0 P K
6. Nps do 0,3 m 100 % vyuZitie N, na trodu 4 t.ha! N1 5 P K
7. Nps do 0,6 m 50 % vyuZitie N, na irodu 4 t.ha N2 5 P K
8. Nps do 0,3 m 100 % vyuzitie N,, na urodu 4 tha” + N v DC 29 N1+15 5 P K
9. Nps do 0,6 m 50 % vyuZitie N, na Grodu 4 t.ha” + N v DC 29 N2+15 5 P K

Nps — dusik aplikovany pred sejbou,

Npc2o — dusik aplikovany pocas vegetacie vo faze 29 DC - koniec odnoZovania ,

N1, N2 — varianty hnojenia dusikom podla analyz pody,

P — davka fosforu bude konstantna, v zavislosti od stanoveného obsahu prvku v pode,
K — davka draslika bude konstantna, v zavislosti od stanoveného obsahu prvku v pdode.

Roézne davky dusikatych hnojiv sa aplikovali v dvoch terminoch (pred sejbou a kombinacia hnojenia
pred sejbou a podas vegetacie). Taktiez niektoré varianty boli fortifikované selénom v mnozstve 5g.ha’.
Obsah B-glukénu sa stanovil enzymatickou stupravou Mixed-linkage beta-glucan assay procedure K-BGLU
04/06 (Megazyme International Ireland, Ltd.) (McCleary, 2006). Kazdé4 vzorka sa podrobila analyze v dvoch
opakovaniach a vysledné hodnoty sa prepocitali na suSinu. Ziskané¢ udaje boli spracované pomocou
Statistického balika Statgraphics 5.0 pomocou analyzy rozptylu (ANOVA) vyuzitim vSeobecného linearneho
modelu (GLM), na hodnotenie S§tatistickej vyznamnosti rozdielov priemerov (P<0,05) bola pouzitd metoda
najmensich Stvorcov (LSD).

Vysledky a diskusia

V pripade nahej odrody Avenuda, na zaklade vysledkov mézeme usudit’, ze hodnotené ro¢niky 2007 a
vSetky varianty hnojenia sposobili zvySeny obsah B-glukdnu (4,66-5,58 %), v roku 2008 bola situicia
odli$na. Obsah B-glukdnu je vyrazne ovplyvneny nielen genotypom, ale aj faktormi prostredia (Johansson a
kol., 2000; Ames a kol., 2006) a interakcia genotyp x prostredie je vyznamne preukaznym zdrojom variacie
v obsahu danej latky, preto bolo mozné ocakavat’ vplyv roc¢nika s rozdielnym priebehom pocasia pocas
vegetacie. V pripade danej odrody sa v roku 2007 ako najlepsi variant prihnojovania s najvy$sim narastom v
obsahu B-glukanu (5,58 %) prejavil variant 4 avSak v roku 2008 sa prave tento variant prejavil ako najhorsi,
ked’ spdsobil vyrazny pokles hladiny sledovanej latky. Taktiez i pripade odrody Detvan boli hodnoty
sledovanej latky v pripade kombinacie prvkov dusik a selén vyssie oproti kontrole. Pohybovali sa v rozmedzi
4,16 az 4,93 %. Ako najlepsi variant vyzivy, s najvyssim obsahom B-glukanu, sa prejavil v roku 2007 v
pripade odrody Detvan variant 8 a v roku 2008 variant 9 aj ked’ hodnota obsahu B-glukanu bola len o 0,07 %
vyssia oproti kontrolnej hodnote.

V roku 2007 disponovala plevnatd odroda Vendelin v kontrolnom variante obsahom B-glukanu v hodnote
3,30 %. Kym v pripade dusikatej vyzivy boli hladiny B-glukédnu oproti kontrolnej hodnote nizSie, v pripade
prihnojovania rastlin selénom sme pozorovali pri vSetkych variantoch narast v obsahu danej latky v zrelych
zrnach. Obsahy sa pohybovali v rozmedzi 3,42-3,77 %. Ako najlepsi variant vyzivy mézeme pre rok 2007
vyhodnotit’ variant 6. V roku 2008 sme pripade dusikatého hnojenia a obdobne pri pridavku selénu sme
pozorovali i stipajuci i klesajuci trend oproti kontrole. Najvyssi obsah B-glukanu sme pozorovali pri variante
8.

V pripade posledného hodnoteného materialu, plevnatej odrody Zvolen, mézeme konstatovat, ze rok
2007 a rézne formy hnojenia sa prejavili na variabilite v obsahu B-glukanu réznorodo. Priemerna hodnota v
kontrolnej vzorke bola 3,05 % a hodnoty pri dusikatej vyzive i pridavku selénu boli variabilné, i nizie i
vysSie oproti kontrole. AvSak v pripade suplementu selénom moézeme konstatovat’, ze hladiny obsahu B-
glukanu boli vo vSetkych Styroch variantoch vyssie oproti kontrole, pohybovali sa v hodnotach 3,24 az 3,74
%. Najvyssi obsah B-glukanu sme zaznamenali pri variante 6. V roku 2008 reagovala odroda z hl'adiska
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variability v obsahu B-glukanu na vyzivu dusikom i selénom obdobne ako v predchadzajiicom roku. Hodnoty
sa pohybovali v rozmedzi 3,61 az 4,44 %. Jednoznacne variant 8 mézeme hodnotit’ ako variant s najvyssim
narastom (4,44 %) v obsahu B-glukanu.

Nase vysledky ukazuju, ze fortifikacia pddy ma vplyv na variabilitu v obsahu B-glukanu. V roku 2007
sme oproti kontrolnému variantu vo vSeobecnosti vo vSetkych variantoch, kde bol pridavany dusik a selén,
pozorovali narast hladiny B-glukanu. V pripade roku 2008 medzi jednotlivymi variantmi st taktiez vyrazné
rozdiely v obsahu B-glukanu. Oproti kontrolnému variantu sme pozorovali pri variantoch 2 a 3, tiez4 a 5, ale
i pri variantoch 6 a 9, pri ktorych bola pdda fortifikovand okrem dusika i selénom, zniZzent hladinu B-
glukdnu. Aj tieto rozdiely v obsahu B-glukanu medzi jednotlivymi rokmi poukazujii na vyrazny vplyv
prostredia, pravdepodobne vplyv teplotnych a zrazkovych pomerov v jednotlivych sledovanych rokoch.

V roku 2007 reagovali nahé genotypy Avenuda a Detvan na dusikaté hnojenie pomerne zhodne, avsak sa
v najvyssej pozorovanej hodnote B-glukanu vyrazne 1isili (Obr.1). Zatial, ¢o pri genotype Avenuda sme
zaznamenali oproti kontrole najvysSiu hodnotu pri variante 4, genotyp Detvan obsahoval najvyssi obsah
daného zdraviu prospe$ného polysacharidu pri variante 8. Odrody Zvolen a Vendelin, ktoré predstavuju
plevnaty typ ovsa siateho, zaznamenali oproti kontrolnej hodnote najvyssi obsah B-glukanu pri variante 6.
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Obr.1: Variabilita v obsahu -glukanu v sledovanom roku 2007 v jednotlivych odrodach vzhl'adom na varianty dusikatej vyzivy

Obrazok 2 poukazuje, ze v druhom hodnotenom roku obe nahé odrody reagovali rozne na fortifikaciu
dusikom a selénom, najma pri variantoch 2-5 a taktiez sa odliSuji vo variante s najvy$§im obsahom daného
metabolitu. Zatial' ¢o odroda Detvan obsahovala najvyssi obsah pri variante 9 (suplementacia selénom),
v pripade druhej nahej odrody Avenuda sa ako variant s najvys$sim zastapenim B-glukanu prejavil kontrolny
variant. V pripade odrody Zvolen sme pri vSetkych variantoch okrem kontrolného sledovali zvys$ent hladinu
daného metabolitu a tak celkovo uz od variantu 2 mozno pozorovat stipajuci trend hladiny B-glukanu, az na
najvyssiu hodnotu pri variante 8 a nasledny pokles vo variante 9 (podobne ako pri nahej odrode Avenuda).
Odroda Vendelin disponuje v hodnotenom roku 2008 najvysSou hladinou B-glukanu pri rovnakom variante
vyzivy ako odroda Zvolen, ide o variant 8. Taktiez aj pri tejto odrode sme pozorovali pri variante 9 pokles v
hladine danej zlozky zrna.

Z nasich vysledkov d’alej vyplyva, ze nahé genotypy (Avenuda a Detvan) sa vyznacuji vysSou hladinou
daného metabolitu v porovnani s plevnatymi. Tato skutocnost potvrdilo vo svojich pracach mnozstvo
autorov (napr. Givens, 2000, Gajdosova a kol., 2007). Najvyssim obsahom B-glukdnu sa vyznacovala v
naSom pripade odroda nahého ovsa Avenuda. Priemerny obsah B-glukdnu bol v tejto odrode v nasich
pozorovaniach 5,03 % v roku 2007 a 5,11 % v roku 2008.

Tabulka 2 znazoruje, Ze varianty dusikatej vyzivy 2 a3 a taktiez varianty 4 a 5 nemali S$tatisticky
vyznamny vplyv na obsah sledovaného metabolitu z zrelych zrnach ovsa siateho. Na druhej strane varianty 6,
7,8 a9 t.j. varianty s pridavkom selénu k predchadzajicemu dusikatému hnojeniu mali $tatisticky vyznamny
vplyv na obsah B-glukédnu. Rozdiel medzi oboma ro¢nikmi predstavuje variant 9. Zatial’, ¢o pri rocniku 2007
mal tento variant Statisticky vyznamny vplyv na hladinu B-glukanu, podobne ako ostatné varianty vyzivy
obohatené selénom, v roku 2008 sa na zaklade Statistického vyhodnotenia jeho vyznamny vplyv nepreukazal.

Zaver
Medzi 6smymi variantmi dusikatej vyzivy sme pri analyze obsahu B-glukdnu v Styroch odrodach ovsa
siateho pestovaného na jednej lokalite v dvoch rokoch pozorovali variabilitu a Statisticky vyznamné rozdiely.
Statistické vyhodnotenie potvrdilo, Ze dusikatd vyziva v kombinécii so selénom ma Statisticky preukazny
pozitivny vplyv na hladinu daného polysacharidu. Nahé odrody ovsa sa vyznacovali vy$§im obsahom f-
glukdnu v porovnani s plevnatymi a najvyssi obsah danej latky sme sledovali v odrode Avenuda. Vsetky
odrody vysiate v roku 2007 obsahovali najvyssie zastapenie daného polysacharidu pri variante 6 a odrody
vysiate v roku 2008 vo variante 8. Na zaklade nasich vysledkov mézeme odporucit’ pre plevnaté genotypy
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ako najvhodnejsie z hladiska vysokého obsahu B-glukanu varianty 6 a 8, avSak pre nahé odrody nie je
jednoznacné ur€it’ najvhodnejsi variant vyzivy, nakol’ko odrody nereagovali zhodne na jednotlivé varianty
vyzivy. V pripade odrody Detvan mézeme odporucit’ varianty 8 a 9, avSak v pripade odrody Avenuda sa ako
najvhodnejsi variant potvrdil variant 4 teda v tomto pripade selén nemal pozitivny vplyv na narast hladiny
sledovanej latky. Sthrnnym zhodnotenym oboch ro¢nikov moézeme teda vyhodnotit’ varianty s pridavkom
selénu do pddy ako varianty najvhodnejSie a pozitivne vplyvajice na hladinu Studovaného polysacharidu.
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4 ODetvan
BAvenuda
3
OZvolen
2 OVendelin

Obr.2: Variabilita v obsahu B-D-glukanu vzhl'adom na varianty dusikatej vyzivy pre ro¢nik 2008

Tabul'ka 2: Priemerné hodnoty obsahu a homogénne skupiny B-glukanu hodnoteného suboru ovsa v roku 2007 a 2008 na hladine o =
0,05

Variant B-D- Variant B-D-glukan 1 2
dusikatej glukan 1 5 3 4 5 dusikatej vyzivy (%)
VS’iiVy (%) 3 3,99 Fkkk
5 3,62 Hkx 4 4,01 *kkk
1 3,72 Hkk Hkk 5 4.01 *hkk
3 3,81 Hokk HoAk 2 4,04 *kkk
2 3’87 ks ks 9 4710 —
4 3’92 e e 6 4.18 Khkk *kkk
9 4.07 *kk ®kk 2
2 1 4,19 Fkkk Fkkk
8 4,14 HkE
7 4,20 *kkk *kkk
7 4,16 HAE 8 136 s
6 4,39 HAE
Literatiara

AMES, N., RHYMER, C., ROSSNAGEL, B.: Genotype and environment effects on oat B-glucan, total dietary fiber and antioxidant
activity. Agriculture and Agri-Food Canada, 15, 2006, s. 1-9.

BRUNNER, B.R., FEED, R.D.: Oat grain B-glucan content as affected by nitrogen level, location and year. Crop Science, 33, 1994, s.
473-476.

DUMA, M., KARKLINA, D.: Selenium and changes og amino acids content in germinated barley grains. [online]. 2008. Dostupné na
internete: http://llufb.llu.lv/conference/foodbalt/2008/Foodbalt-Proceedings-2008-25-29.pdf. 2008

FDA: FDA allows whole oat foods to make heath claim on reducing the risk of heart disease. In: FDA Talk Paper, ro¢. 5, 1997.
http://www.cfsan.fda.gov/~Ird/tpoats.html

GAJDOSOVA, A., PETRULAKOVA, Z., HAVRLENTOVA, M., CERVENA, V., HOZOVA, B., STURDIK, E., KOGAN, G.: The
content of water soluble and water insoluble B-D-glucans in selected oats and barley varieties. Carbohydrate Polymers, 70, 2007, s.
46-52.

GIVENS, D.I.,, DAVIES, T.W., LAVERICK, R.M.: Dietary fibre in hulled and naked winter oat grain: effects of cultivar and various
agronomic factors. In: Journal of Science Food Agriculture, ro¢. 80, 2000, s. 491-496.

GULER, M.: Barley grain p-glucan content as affected by nitrogen and irrigatrion. Field Crop Research, 84, 2003, s. 335-340.

JOHANSSON, L., VIRKKI, L., MAUNUS, P.: Structural characterisation of water soluble B-glucan of oat bran. Carbohydrate
Polymers, 42, 2000, s. 143-148.

MCcCLEARY, B.V.: Megazyme: Mixed-linkage beta-glucan assay procedure (McCleary method). [online]. 2006. Dostupné na internete:
WWWw.megazyme.com

Adresa autorov: Mgr. Andrea Hlinkova, RNDr. Michaela Havrlentova, PhD., Ing. Lubomir Mendel, PhD., doc. RNDr. Jan Kraic, PhD., CVRV-VURV Piestany,
67 Bratislavska cesta 122, 921 68 Piestany, hlinkova@vurv.sk, havrlentova@vurv.sk, mendel@vurv.sk, kraic@vurv.sk, Ing. Daniela Dvon¢ova, CVRV — VSS
Viglas-Pstrusa, 962 12 Detva, Slovenska republika, e-mail: dvoncova@vurv.sk.



Nové poznatky z genetiky a §l'achtenia pol'nohospodarskych rastlin Zbornik zo 16. vedeckej konferencie, Pieitany : VURV, 2009

OVOS SIATY S VYSSIM OBSAHOM B-D-GLUKANU V ZRNE — REALITA
A MOZNOSTI VYUZITIA
OAT WITH HIGHER AMOUNT OF B-D-GLUCAN — REALITY AND
UTILIZATION POSSIBILITIES

Michaela HAVRLENTOVA — Stefan MASAR — Peter HOZLAR — Daniela DVONCOVA

Oat (Avena sativa L.) is characterized by beneficial effects on human health thanks to high amounts of p-D-glucan in
grains. Its content is affected by both, genotype and environment what we achieved on 10 oat genotypes from two
localities (Borovce and Viglas-Pstrusa) in two consecutive years (2006 and 2007). Higher amounts were showed in drier
and warmer year 2007 and in naked oats what can indicate a protective role of this cell wall polysaccharide after stress
conditions. Therefore the aim of our work was to monitor, in controlled conditions, the influence of Puccinia coronata
mixture on the variability of p-D-glucan content in young oat leaves. A statistically significant influence of the infection,
genotype, and leave, respectively, on the content of f-D-glucan was observed. Our results indicate not only health
benefit of f-D-glucan and its use in food industry, but also its role during stress conditions.

Key words: oat, p-D-glucan, variability, food industry, Puccinia coronata, stress

Uvod

Ovos siaty (Avena sativa L.) ma z nutricného i dietetického hl'adiska vyznamné postavenie medzi
zékladnymi obilninami. Zaujem o jeho produkciu sa zvysil po tom, ako Americky vladny urad pre vyzivu a
liecivd v Rockville (Maryland, USA) v roku 1997 zaradil ovsené plevy medzi funkéné potraviny. V
bunkovych stenach ovsenych pliev sa ako Strukturalna zlozka nachadza B-D-glukan, ktory ma u cicavcov
schopnost’ priaznivo ovplyviiovat’ fyziologické procesy v dolnej Casti traviaceho traktu. TaktiezZ vyznamne
znizuje hladiny cholesterolu v sére a pozitivne pdsobi na hladiny glukézy a inzulinu. V poslednych rokoch sa
obzvlast upozornuje na jeho jedine¢né vyzivové a dietetické vlastnosti, najméi na vyznam ovsenej vlakniny v
prevencii mnohych civilizanych chorob vratane srdcovo-cievnych a onkologickych. Neustale stipa jeho
vyznam Vv potravinarskom priemysle, v humannej vyzive ako tzv. funkénej, prip. multifunkénej potraviny,
ktora poskytuje konzumentovi nielen Ziviny, ale zaroven aj zlepSuje jeho zdravotny stav vd’aka prirodzene
obsiahnutym latkam.

Vyvoj odrod ovsa s vyssim podielom B-D-glukanu je vyznamnou celosvetovou prioritou (Rampitsch a
kol., 2006) a prispieva k zvySeniu nutricnej a ekonomickej hodnoty plodiny. V roku 2006 sa v USA
vySslachtila prva odroda ovsa so zvySenym obsahom potravinovej vlakniny a B-D-glukanu, ktora méa okrem
vel'mi dobrych odrodovych vlastnosti aj vybornt rezistenciu voci chorobam (Suszkiw, 2006).

(1-3)(1—4)-p-D-glukan (zjednodusene B-D-glukan) je polysacharid bunkovej steny nachadzajuci sa iba
v obilninach, travach a v malom mnozstve druhov radu Poales. Glukéany tvoria az 75 % bunkovej steny a
spolu s arabinoxylanmi patria k najddlezitejSim neskrobovym polysacharidom endospermu obilnych zfn.
Obsah B-D-glukanu v zrne je polygénnym znakom a je pod kontrolou génov s prevazne aditivnym efektom.
Heritabilita (dedivost) je v rozmedzi 0,27 az 0,58 (Holthaus a kol., 1996), t.j. celkovy obsah B-D-glukéanu je
ovplyvneny ako genetickymi, tak i ekologickymi Cinitel'mi.

B-D-glukan plni v bunkovej stene architektonickll a zasobnu funkciu. Vyskytuje sa v epidermalnych
vrstvach buniek, kde posobia stresy vonkajsieho prostredia. Bunkové steny rastlin predstavuju dynamické
Struktiry reprezentujuce klucové determinanty podoby rastliny, jej rastu a vyvoja a odpovedi na
environmentalne a patogénom podmienené stresy, pricom jej polysacharidy sa v jednotlivych vyvinovych
Stadiach menia a rézne odpovedaju na stresory (Hrmova a Fincher, 2001). Schopnost’ rastliny odolavat
fyzikalnym, chemickym a biotickym stresom zavisi od bunkovej steny, jej pevnej povrchovej vrstvy. V
skupine Gramineae méze byt do zna¢nej miery metabolizmus -D-glukanu zodpovedny za odpoved’ rastliny
na environmentalne signaly mierneho, fyziologického rozsahu (Hoson, 1998). Na druhej strane, zlozenie
bunkovych stien rastlin ma velky vyznam aj v kvalite a priprave potravin na rastlinnej baze pre humannu i
zivo¢i$nu vyzivu, taktieZ v roznych inych odvetviach priemyslu.

Material a metody

V praci sme 10 genotypov ovsa siateho pestovali v dvoch lokalitach (VP Borovce a VSS Vigla3-Pstrusa)
v dvoch vegetacnych rokoch (2006, 2007) v troch opakovaniach metdodou delenych parciel. Velkost
pokusnej parcely bola 1,25 m* a za vzorku sme povazovali cca 200 g sabor zin z kazdého opakovania.

V pocte 2x10 zin sme v nadobovych pokusoch v kontrolovanych podmienkach vysiali ovsy Abel, Auron,
Detvan, Euro, Expander, Flamingsstern, Izak, Jakub, Kanton a Zvolen. Jedno opakovanie sluzilo ako
kontrola, druhé sa infikovalo Styrmi izolatmi Puccinia coronata. Rastliny sme kultivovali po infekcii 10 dni
pri teplote 18 °C a 12-hodinovej fotoperiode. V kontrolnych a infikovanych vzorkach 1. a 2. listu sme
nasledne po vysuseni a pomleli.
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Na stanovenie obsahu B-D-glukanu v zrnach i listoch sme pouzili analyticky kit ,,Mixed-linkage beta-
glucan assay procedure” (K-BGLU, BBG 5/03, metdda na stanovenie obsahu f-D-glukanu) (McCleary,
2006) od firmy Megazyme (Megazyme International Ireland Ltd.). VysuSeny material sme tesne pred
analyzami (v dvoch opakovaniach) pomleli na hribku zrna 0,5 mm, stanovili podiel susiny a skladovali
v uzatvaratelnych nadobach v tme pri teplote 8 °C.

Analyzu variacie ziskanych hodnét (ANOVA pre P < 0,05, prip. P < 0,01 ) s naslednym Tukey testom
sme spracovali $tatistickym programom SPSS (11.5.1.).

Vysledky a diskusia

Variabilitu obsahu f-D-glukanu v zrne ovsa siateho a vplyv faktorov (genetickych aj prostredia) na jeho
obsah sme sledovali v stibore 5 nahych odréd (Avenuda, Detvan, Izak, PS-90, Salomon) a 5 plevnatych (Edit,
Edmund, Expander, Petra, Zvolen). Z analyzy rozptylu vyplyva, Ze lokalita, meranie ani opakovanie
vyznamne neovplyvnili variabilitu f-D-glukanu. TG vyznamne (P<0,05) ovplyvnil rok a vyznamne (P<0,01)
genotyp (tabulka 1). V pripade nahych ovsov meranie a opakovanie vyznamne neovplyvnili obsah B-D-
glukanu. Vyznamne (P<0,01) obsah pB-D-glukédnu ovplyvnili rok, lokalita a genotyp. Pri plevnatom ovse
lokalita, meranie a opakovanie vyznamne neovplyvnili variabilitu obsahu sledovanej latky. Na druhej strane,
vyznamne (P<0,01) ju ovplyvnili rok a genotyp. Pritomnost’ plevy mala $tatisticky vyznamny (P<0,01) vplyv
na obsah a variabilitu obsahu B-D-glukanu. Priemerny obsah -D-glukdnu v nahych ovsoch stupal v poradi:
Detvan (3,95 %) < Salomon (4,17 %) < Izak (4,32 %) < PS-90 (4,36 %) < Avenuda (4,52 %). Plevnaté ovsy
obsahuji v zrelom zrne vo vSeobecnosti niz§i obsah B-D-glukanu. Detekovali sme nasledovné priemerné
hodnoty: 2,65 % (Edmund), 2,82 % (Edit), 2,85 % (Petra), 3,20 % (Zvolen) a 3,46 % (Expander), pricom
nase vysledky st v zhode s vysledkami inych autorov (napr. Sterba, 2002; Grausgruber a kol., 2004).
Swanston (1995) zistil, ze zvySeny obsah B-D-glukdnu je asociovany s pritomnostou nud génu pre
bezplevnaty typ zrna. Podobny trend popisali aj ini autori (Faustnaught a kol., 1996; Ehrenbergerova a kol.,
2003) v semenach jaémeia, pricom nahé odrody mali $tatisticky vyznamne vy$$i obsah B-D-glukanu aj
bielkovin v suvislosti s lokusom na chromozéme 2(2H).

Tabulka 1: Priemerné $tvorce z analyzy rozptylu vplyvu genotypu, roku a lokality na obsah B-D-glukénu v genotypoch nahého
a plevnatého ovsa

Variabilita daf Rok Lokalita Meranie Plevy Opakovanie Genotyp
skupin MS MS MS MS df MS df MS
Medzi 1 3,38* 1,02 0,05 96,04** 2 0,03 9 12,32%*
Vsetky Vnutri 238 0,52 0,53 0,53 0,13 237 0,53 230 0,07
Celkom 239 239 239
Medzi 1 1,10%* 1,08%* 0,02 2 0,09 4 1,13%*
Nahé Vntri 118 0,07 0,07 0,08 117 0,08 115 0,05
Celkom 119 119 119
Medzi 1 2,40%* 0,15 0,03 2 0,01 4 2,57**
Plevnaté Vnutri 118 0,15 0,17 0,17 117 0,17 115 0,08
Celkom 119 119 119

*P < 0,05; **P < 0,01

Zo vseobecného linearneho modelu (tabulka 2) vyplyva, Ze variabilitu obsahu B-D-glukdnu vyznamne
(P<0,01) ovplyvnili rok, lokalita i genotyp. Rovnako interakcie rok x genotyp, lokalita x genotyp a rok x
lokalita x genotyp vyznamne vplyvali na obsah sledovaného metabolitu. Obsah latky bol v oboch
hodnotenych rokoch a na oboch lokalitach rézny, s vynimkou nahého ovsa. Brindzova a kol. (2008) taktiez
pozorovali ovel'a niz§i variacny koeficient v obsahu B-D-glukanu v nahych ovsoch v porovnani s plevnatymi.

Tabulka 2: Priemerné $tvorce (MS) z analyzy rozptylu obsahu B-D-glukanu v hodnotenom stubore ovsa

Zdroj variability Vsetky Nahé Plevnaté

df MS df MS df MS
Model 40 82,15%* 20 109,43** 20 54,86%*
Rok 1 3,38** 1 1,10%* 1 2,40%*
Lokalita 1 1,02%* 1 1,08** 1 0,15%*
Genotyp 9 12,32%* 4 1,13*%* 4 2,57**
Rok * Lokalita 1 0,00 1 0,02 1 0,03
Rok * Genotyp 9 0,57** 4 0,14** 4 111%**
Lokalita * Genotyp 9 0,16%* 4 0,03 4 0,27%*
Rok * Lokalita * Genotyp 9 0,13%* 4 0,14** 4 0,14%*
Chyba 200 0,02 100 0,02 100 0,01
Celkom 240 120 120

**P< 0,01
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Priemerna hodnota obsahu B-D-glukénu bola v plevnatych aj nahych ovsoch vyssia v roku 2007 (obrazok
1). V nahych sa v roku 2006 hodnoty pohybovali v rozmedzi 4,1-4,23 % a v roku 2007 medzi hodnotami
4,28 az 4,44 %. V plevnatych ovsoch bol v roku 2006 obsah sledovaného metabolitu v rozmedzi 2,76 az 2,95
%, kym v nasledujucom roku 3,03-3,25 %. Rok 2007 sa vyznacoval vysSou priemernou teplotou pocas
vegetacie a niz§im objemom zrazok (vysledky neuvadzame), ¢o sa prejavilo vyss§im obsahom B-D-glukanu v
zrne ovsa. Podobne aj ini autori zistili, Ze teplejSie a suchSie podmienky pestovania vedu k vyss$im vytazkom
B-D-glukanu v ovsenom ja¢mennom zrne, ¢o suvisi so skuto¢nostou, Ze vplyvom sucha dochadza k
pretransportu latok v rastline smerom do zrna. Ak sa vSak tieto faktory vyskytni a prejavia v obdobi
nalievania zrna, nemaji vplyv na obsah p-D-glukanu (Lazaridou a kol., 2008). Co sa tyka vplyvu lokality,
priemerné hodnoty obsahu B-D-glukanu boli vyssie (4,36 % v nahych a 3,03 % v plevnatych ovsoch) v
lokalite Vigl'as-PstruSa (obrazok 2). V Borovciach sa hodnoty pohybovali v rozmedzi 4,1-4,24 % pre nahé a
2,85 az 3,08 % pre plevnaté ovsy. Na zaklade dosiahnutych vysledkov mozno konstatovat’, ze z hl'adiska
dosiahnutia vyssieho obsahu zdraviu prospesného B-D-glukédnu je na pestovanie ovsa Viglas-Pstrusa
vhodnejsia lokalita neZ lokalita Borovce, o je aj prirodzenejsie prostredie pre pestovanie ovsa siateho.

5 - 02006 OBorovce
2007 5 m Vigla§-Pstrusa
45 1
45
4 4
35 A 35
25 25
nahé plevnaté nahé plevnaté
Obrazok 1: Priemerné hodnoty -D-glukanu v nahych a Obrazok 2: Priemerné hodnoty -D-glukanu v subore nahych a
plevnatych ovsoch v zavislosti od roka. plevnatych ovsov v zavislosti od lokality

Z hladiska postudenia vplyvu hladiny B-D-glukanu na ochranu rastliny pre biotickym stresom (vplyvom
patogéna) sme sledovali jeho obsah v infikovanych a neinfikovanych (kontrolnych) vzorkach mladych listov
ovsa. Zistili sme vyznamny (P<0,01) vplyv linedrneho modelu (1"=0,97), genotypu, infekcie Puccinia
coronata, infikovaného a neinfikovaného listu a vSetkych interakcii na obsah B-D-glukanu (tabulka 3).
Vplyvom infekcie sme pozorovali Statisticky vyznamny pokles B-D-glukanu v prvom liste, ktory bol
infikovany, v liste druhom obsah B-D-glukanu oproti neinfikovanej kontrole naopak stiipol. Najvacsi rozdiel
v obsahu B-D-glukanu bol medzi prvym a druhym listom v neinfikovanom variante (obrazok 3).

Tabul'ka 3: Vplyv odrody, listu a infekcie Puccinia coronata

beta-D-glukan
na obsah B-D-glukanu v mladych listoch ovsa siateho. P
Zdroj df | Priemerné Stvorce
Model 100 0,440%* ]
Genotyp 9 0,020** 4 - -
Infekcia 4 0,022%* ’ &
List 1 0,923** 3 3
Genotyp * Infekcia 36 0,007** 3
Genotyp * List 9 0,029%* List
Infekcia * List 4 0,096** 2 2
Genotyp * Infekcia * Blprvy
List 36 0,009** 1 | | [Jdruhy
Chyba 290 0,004 23-1/06 35/05 Neinfikované
Celkom 390 23-2/06 36/04

#*p< 0,01 e . . o
Obrazok 3: Vyznamna interakcia vplyvu infekcie Puccinia

coronata na obsah B-D-glukanu v listoch ovsa.

Pre slachtitel'sku prax su znaky, ktoré si podmienené prevazne geneticky, velmi vyhodné. Mozu byt,
oproti tym, ktoré su silne ovplyvnené prostredim, relativne jednoducho manipulovatelné (Rhymes a kol.,
2005). Ked'Zze nahé genotypy ovsa maju vyssi obsah B-D-glukédnu a predpokladd sa, ze ten mdze byt
ovplyvneny pritomnost'ou nud génu, moznosti pre slachtenie s vysoko realne. V prospech nahych ovsov je
aj skutocnost’, ze v praxi su preferované prave také plodiny, ktoré nie su iba zdrojom vyzivnych latok, ale
maju aj geneticky podmieneny, pripadne kontrolovany, zvySeny alebo znizeny obsah nutricne vyznamnych
komponentov s dokézatelnymi zdraviu prospe$nymi u¢inkami na konzumenta (Kerckhoffs a kol., 2003).

Touto pracou sme taktiez ziskali prvotné udaje o vztahu medzi hladinou B-D-glukénu a infekciou hrdze
ovsenej - faktora biotickych stresov, ktoré mézu pomdct k rozsireniu urovne vedomosti v zatial malo
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preskimanej oblasti tykajicej sa protektivnych wc¢inkov B-D-glukdnu. Na zaklade vysledkov moézeme
predpokladat’, Ze vysSie hladiny B-D-glukdnu v nahych ovsoch mézu byt akymsi ochrannym prvkom
chraniacim rastlinu pred biotickymi i abiotickymi stresovymi faktormi, ked’ze zrno nie je chranené plevami.

Zaver

¢ Z hladiska obsahu B-D-glukanu st nahé ovsy (s priemernym obsahom 3,95-4,52 %) Statisticky vysoko
vyznamne jeho vhodnejsie prirodzené zdroje v porovnani s plevnatymi (2,65-3,46 %), o je pravdepodobne
v spojitosti s pritomnost'ou nud génu.

+ Na variabilite v obsahu B-D-glukanu sa vysoko vyznamne podiel’a rok, lokalita a genotyp a ich vzadjomné

interakcie.

Vyssie hodnoty daného metabolitu sme v nahych i plevnatych ovsoch pozorovali v such§om a teplejSom roku

2007.

Bol pozorovany vyznamny vplyv infekcie Puccinia coronata na variabilitu obsahu -D-glukanu.

Moznosti vyuzitia odrdd ovsa s vy$§im obsahom B-D-glukanu st nielen v potravinovom a farmaceutickom

priemysle, ale aj pri ochrane rastliny pred stresormi.

+¢+ Nase predbezné vysledky poukazujii na protektivny vyznam p-D-glukanu v bunkovych stenach ovsa siateho.

7
000
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%

X3
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DYNAMIKA OBSAHOV ASIMILACNYCH PIGMENTOV VO VYBRANYCH
GENOTYPOCH KAPUSTY REPKOVEJ PRAVEJ (BRASSICA NAPUS SUBSP.
NAPUS)

THE DYNAMICS OF ASSIMILATIVE PIGMENTS CONTENTS IN SELECTED
GENOTYPES OF OILSEED RAPE (BRASSICA NAPUS SUBSP. NAPUS)

Elena HUNKOVA — Marek ZIVCAK - Jana FERENCOVA — LCubica MALOVCOVA -
Marian BRESTIC

The assimilative pigments content in chosen genotypes of winter oilseed rape (Brassica napus subsp. napus) was done by
Department of Plant Physiology (Slovak University of Agriculture in Nitra). Genotypes were grown since autumn 2007
till summer 2008 year on experimental station in Borovce (SCAR — RICP Piestany, west Slovakia, maize grown region,
Luvi-Haplic Chernozem, 167 m above sea level). Next genotypes were chosen: 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. It was found statistical significant difference between genotype Rodeo toward genotypes
Oponent and Magali in total content of chlorophyll a+b together during vegetation (average from five sampling 24.4.,
29.4., 13.5., 27.5. and 3.6.2008). Similar trend was shown in parameters of chlorophyll a content and chlorophyll b
content, too. The carotenoids content and ratio of chlorophyll a / chlorophyll b were without statistical significant
differences between genotypes of oil seed rape. In a comparison of pigments content from silique walls with pigments
contents from leaves (3.6.2008), the correlation level was low for each of tested parameters (for content of chlorophyll b,
total content of chlorophyll a+b together, content of carotenoids, ratio of chlorophyll a / b, ratio of chlorophyll a+b /
carotenoids), with exception of chlorophyll a — middle level of correlation.

Key words: winter oilseed rape, genotypes, assimilative pigments, siliques

Uvod

Proces fotosyntézy sa zaCina pohltenim svetla rastlinnym pigmentovym systémom, pricom sa energia
kvant spotrebuje vo fotosyntetickom procese (Svihra a kol., 1989). Vietky fotosyntetické farbiva st
lokalizované v chloroplastoch, ato vyhradne v membranach. V tylakoidnych membranach sa nachadzaju
vsetky chlorofyly a prevazna Cast’ karotenoidov. Chlorofyl a je nevyhnutny pre vlastni premenu energie vo
fotosyntéze. Vsetky ostatné pigmenty maju len pomocnt funkciu, pretoze zachycuju dopadajice kvanta
ziarenia a energiu svojho excitovaného stavu odovzdavaji na chlorofyl a. Karotenoidy su doplnkové
pigmenty, ktoré vSak chrania fotosynteticky aparat pred nevratnou fotooxidaciou (Prochazka a kol., 1998).
Repka pocas svojej jarnej vegetacie vytvara za kratky ¢as velké mnozstvo biomasy, ¢o poukazuje na jej
znaény fotosynteticky potencial (Diepenbrock, 2000), zavisly na kvalitativnych a kvantitativnych
parametroch asimilacnych organov, medzi inymi aj na obsahu asimilacnych farbiv.

Material a metody

Na experimentalnej baze v Borovciach bol na jeseit 2007 zaloZeny pracovnikmi SCPV — VURV Pieitany
polny pokus s kapustou repkovou pravou, forma ozimna. Lokalita sa nachadzala na urodnych pddach
kukuri¢nej vyrobnej oblasti, v nadmorskej vySske 167 m. Charakter podnebia je kontinentalny 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). Pokus bol zaloZeny na ¢ernozemi hnedozemnej s 1,8 -2,0%-nym obsahom humusu, s pH 6,35 — 7,2
(Zak, Lehocka, Klimekova et al., 2006). Na parcelky orozmeroch 10 m* (1,25 x 8 m) v ityroch
opakovaniach boli na jeseii aplikované N-P-K hnojiva v ddvke 160 kg.ha'. Na jar vroku 2008 boli
prihnojované dusikom v davke 62 kg.ha™ (idaje z experimentalnej stanice Borovce). Z nich boli odoberané
rastliny pracovnikmi Katedry fyzioldgie rastlin SPU v Nitre pre ucely zistenia obsahu asimilacnych
pigmentov v terminoch 24.4., 29.4., 13.5., 27.5. a 3.6. 2008. Pestované genotypy kapusty repkovej pravej
boli rdznej proveniencie, z ktorych boli vybrané nasledovné: Asgard (Nemecko), Californium (Francuzsko),
Catalina (Franctizsko), Magali (Franctizsko), Manitoba (Francuzsko), Ontario (Taliansko), Oponent (Ceska
republika), Rodeo (Nemecko), Rohan (Nemecko), Talisman (Dansko). Na katedre fyziologie rastlin SPU
v Nitre boli izolované pigmenty (chlorofyl a, chlorofyl b a karotenoidy) z najmladsich plne vyvinutych listov
(a3.6. 2008 aj zchlopni $esuli) zacetonového extraktu vzmysle metodiky Sestak, Catsky (1966).
Absorbancia asimilacnych pigmentov bola zistovana spektrofotometricky (spektrofotometer JENWAY 6405
UV/Vis.) Zo zmeranych hodnot absorbancii bol vypo¢itany obsah pigmentov (mg.m™?) podl'a Lichtenthalera
(1987) a statisticky vyhodnoteny pomocou Studentovho t-testu.

Vysledky a diskusia
Ziskané priemerné hodnoty obsahu asimila¢nych farbiv sledovanych genotypov v priebehu vegetacie
(244., 29.4., 13.5., 27.5. a 3.6. 2008) boli porovnané vyuzitim neparového Studentovho t-testu. Obsah
celkovych chlorofylov (obr. 1) je vyjadreny sumarne ako stredné hodnoty za celé sledované obdobie, pricom
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usecky vyjadruju smerodajni odchylku od priemeru pocas vegetacie a Statistické vyhodnotenie je vyjadrené
zatriedenim genotypov do homogénnych skupin (a, ab, abc, bc, ¢ = homogénne skupiny). Statisticky
preukazny rozdiel prejavil genotyp Rodeo (nizsi celkovy obsah asimilaénych pigmentov chlorofylu a+b)
oproti genotypu Oponent a Magali (vys$i celkovy obsah asimilaénych pigmentov chlorofylu a+b). Zvys$né
odrody mozno ratat’ medzi genotypy s vys$Sou sezénnou premenlivostou obsahu chlorofylov a+b pocas
vegetacie. Podobny trend prejavil aj priemerny obsah chlorofylu a samostatne a priemerny obsah chlorofylu
b samostatne v listoch vybranych genotypov. Oproti tomu v pripade obsahu karotenoidov a v pomere obsahu
chlorofylu a ku chlorofylu » neboli zistené preukazné rozdiely medzi jednotlivymi genotypmi kapusty
repkovej pravej.

Statisticky preukazny rozdiel bol eite zaznamenany pri pomere celkovych chlorofylov (a+b) ku
karotenoidom (obr. 2), a to medzi genotypom Californium (niz§i pomer) a genotypmi Talisman, Asgard a
Magali (vyssi pomer). Ostatné odrody boli v tomto parametri viac indiferentné a rozdiely medzi nimi boli
Statisticky nepreukazné.

Obr. 1 Obsah celkovych chlorofylov (a+b) v listoch r6znych odroéd
kapusty repkovej pravej v priemere za vegetaciu
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Obr. 2 Pomer celkovych chlorofylov (a+b) ku karotenoidom v listoch
réznych odréd kapusty repkovej pravej v priemere poc€as vegetacie
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Dna 3.6.2008 bol navyse hodnoteny aj obsah asimilaénych pigmentov v chlopniach $esuli a porovnavany
s obsahom asimilaénych pigmentov v listoch testovanych genotypov kapusty repkovej pravej (obr. 3, obr. 4).
Obsah chlorofylu a+b ako aj obsah karotenoidov v listoch javili takmer identicky trend — v oboch
parametroch boli namerané najvyssie hodnoty u genotypu Oponent a Ontario. V pripade Sesul’ bol najvyssi
obsah tychto pigmentov zaznamenany u genotypu Rohan. Ako vSak mézeme vidiet’ z tab. 1, Groven korelacii
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bola prevazne nizka u testovanych parametrov, s vynimkou chlorofylu a, kde bola zistena stredna uroven

korelacie.
Obr. 3 Porovnanie obsahu chlorofylov a+b spolu v listoch a Sesuliach
réznych odréd kapusty repkovej pravej 3. 6. 2008
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Obr. 4 Porovnanie obsahu karotenoidov v listoch a Sesuliach ré6znych
odrod kapusty repkovej pravej 3. 6. 2008
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Tabul’ka 1: Hodnotenie korelacii
Parameter chlorofyl a chlorofyl b chl a+b karotenoidy chl a/b chl a+b/karot
r -0,30866 -0,25623 -0,29438 -0,28821 -0,26639 -0,05426
r 0,09527 0,06565 0,08666 0,08307 0,07096 0,00294
Urov?n. stredna nizka nizka nizka nizka nizka
korelacie

Dynamika obsahu pigmentov je vSak v pripade stresu silne ovplyvnend, najmé, ak ide o vodny stres
(Nilsen, Orcutt, 1996, Bresti¢, Olsovska, 2001). Stredne velky avelmi silny vodny deficit limituje
fotosyntézu chloroplastov pri nadmernom zvySovani sa koncentracie Mg®* v nich (Masarovicova, Rep¢ak a
kol., 2002), dokonca moze spdsobit’ az ich degradaciu (Matile, Hortensteiner, Thomas, 1999).

Zaver

Merania obsahu asimila¢nych pigmentov ukazali pomerne malé rozdiely medzi sucasnymi modernymi
pestovanymi genotypmi tak v celkovom obsahu, ako aj vo funkénych pomeroch medzi asimila¢nymi
farbivami v rastlinach. Napriek tomu, je mozné identifikovat’ genotypy s preukazne vy$$im obsahom
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chlorofylov na jednotku plochy listov, ¢o poukazuje na ich mozny vyssi fotosynteticky potencial. Obsah
pigmentov v $eSuliach nekoreloval s ich obsahom v listoch. Pritomnost’ chlorofylov v $esuliach poukazuje na
ich nie zanedbatel'ny podiel na celkovej fotosyntéze, predovsetkym v rozhodujucich obdobiach formovania
urody a kvalitativnych parametrov semien kapusty repkovej prave;j.

Pod’akovanie. Prispevok bol podporeny grantami VEGA 1/0803/08 a VEGA 1/0807/09

Literatira

Bresti¢, M. — Olsovska, K.: Vodny stres rastlin. Nitra : SPU v Nitre, 2001. 149 s. ISBN 80-7137-902-6.

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

Lichtenthaler, H.K.: Chlorophylls and carotenoids: pigments of photosynthetic biomembranes. In: Methods
of Enzymology, roc. 148, 1987, s. 350-382.

Masarovic¢ova, E. — Repcak, M. a kol.: Fyzioldgia rastlin. Bratislava : UK, 2002. 304 s. ISBN 80-223-1615-6.

Matile, P. — Hortensteiner, S., Thomas, H.: Chlorophyll degradation. In: Annual Reviews of Plant Physiology
and Plant Molecular Biology, ro¢. 50, 1999, s. 67-95.

Nilsen, E. T. — Orcutt, D. M.: The physiology of plants under stress : Abiotic factors. New York : John Wiley
and Sons, 1996. 689 s.

Prochézka, S. — Machéagkova, I. — Krekule, J. — Sebanek, J a kol.: Fyziologie rostlin. Praha : Academia, 1998.
488 s. ISBN 80-200-0586-2

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

74k, S. — Lehocka, Z. — Klimekovd, M. — Buso, R.: Bilancia pddnej organickej hmoty v konven¢nom
a bezorbovom obrabani pody. In: Zbornik vedeckych prac SCPV — Uae Michalovce, &. 22, 2006, s. 183-
192, ISBN 80-88872-60-X.

Adresa autorov: Ing. Elena Hunkova, PhD., Katedra fyziologie rastlin, SPU v Nitre, Ing. Marek Ziv?ék, PhD., Katedra fyziologie rastlin, SPU v Nitre,
75 Ing. Jana Ferencova, Katedra fyziologie rastlin, SPU v Nitre, RNDr. Cubica Malovcova, CVRV — VURV Piest’any, Prof. Ing. Marian Bresti¢, CSc.,
Katedra fyziologie rastlin, SPU v Nitre. E-mail: Elena.Hunkova@uniag.sk



Nové poznatky z genetiky a §l'achtenia pol'nohospodarskych rastlin Zbornik zo 16. vedeckej konferencie, Pieitany : VURV, 2009

VPLYV BIOLOGICKEHO MATERIALU A FOLIARNEJ VYZIVY NA URODU
A KVALITU REPY CUKROVEJ
INFLUENCE OF BIOLOGICAL MATERIAL AND FOLIAR NUTRITION ON
YIELD AND QUALITY OF SUGAR BEET

Beata ADAMCINOVA — Ivan CERNY — Vladimir PACUTA

The field polyfactorial experiment was established on experimental locality Dolna Malanta in 2005 — 2007. Four
varieties (Takt, Terano, Radek, Federica) and three variants of fertilization (V1 - NPK + FM control, V2 - NPK + FM +
Atonik, V3 - NPK + FM + Campofort Fortestim beta) were monitored. Influence of biological material and foliar
application of preparations on root yield, digestion and raffinate yield of sugar beet was evaluated. Applied preparations
had positive influence on all monitored parameters. Growth stimulator the best influenced root yield (61,84 t.ha™) and
the highest digestion value was achieved after leaf fertiliser application (16,57 ). Influence of both preparations on
raffinate yield was positive. The highest raffinate yield was achieved after application of leaf fertiliser (8,35 t.ha™). In
term of biological material, the highest root yield (statistically high significant) was achieved by variety Takt (63,48 t.ha
!),the highest digestion (statistically high significant) by variety Federica (16,96 ). We observed the most considerable
raffinate yield (statistically not significant) by variety Takt (8,51 t.ha™).

Key words: sugar beet, variety, root yield, digestion, raffinate yield

Uvod

Repa cukrova predstavuje v podmienkach mierneho pasma najvysSicho producenta energie zo vsetkych
kultrnych plodin aje jedinou, ktord sa vyuziva ako surovina na ziskavanie cukru. ZvySovanie Urody
a kvality repy cukrovej je komplikovany problém vyvolany vzidjomnym podsobenim viacerych faktorov
(Cooke et al., 1993). Je mozné ovplyvnit’ to geneticky (rezistencia proti chorobam, herbicidna rezistencia;
efektivne vyuzitie zivin pre produkciu biomasy arozvadzanie do zloziek pol'nohospodarskej produkcie)
a pol'nohospodarskymi opatreniami (vyber odrody, spracovanie pddy, kvalita osiva, vyZziva a hnojenie, sejba
a organizacia stanovista a zavlazovanie) (Pacuta et al., 2000; Pacuta et al. 2002).

Cukrova repa ma vysoké naroky na podu a ziviny, nakolko produkuje znaéné mnozstvo susiny. Aby sa
naplno vyuzil Grodovy potencial tejto pre polnohospodara ,hodnotnej plodiny* je nutné optimalne
zasobovanie zivinami (Kovacova, 2005).

Orsulova et al. (2003) konstatujt, ze aplikacia listovych hnojiv pri pestovani repy cukrovej ma pozitivny
agronomicky, ale aj ekonomicky efekt. Listové hnojiva mozu zvysit’ vyuzitenost’ prijmu zakladnych zivin
rastlinou repy, ¢o sa nasledne moze prejavit na trode a jej kvalite. Mozu tiez optimalizovat’ vyzivovy stav
rastlin, t.j. prostrednictvom nich mézeme dodat’ ziviny, ktoré rastlina prijala cez poddu v nedostatocnom
mnozstve oproti ostatnym.

V kontexte s mimokorefiovou aplikaciou hnojiv, za G¢elom zmiernenia doésledkov stresov vyvolanych
vonkajsimi podmienkami, niektori autori (Cerny et al., 2002; Kovadova 2002; Pulkrabek et al. 2007)
odporucaju pouzivat také pripravky, ktoré sa svojim zlozenim podiel’aju na regulécii rastovych a vyvojovych
procesov v rastline, ovplyviiuji dynamiku tvorby trod a podporuji zvySenie vyuzitia genetického potencialu
odrdd.

Regulatory rastu sa v poslednych rokoch stavaju vel'mi délezitym intenzifikaénym faktorom v rastlinnej
vyrobe. Uplatiujt sa totiz pri stimulacii produkcie, v §tadiu regulécie transportu latok v rastlinach, podporuju
zakorenovanie a prezimovanie rastlin. Rovnako urychl'uji postresovii regeneraciu rastlin, a tym ovplyviiuju
tvorbu vynosu a kvality rastlinnej produkcie (Pulkrabek et al. 2007)

Material a metody

Polny polyfaktorovy pokus bol zalozeny v rokoch 2005 — 2007 na experimentalnom stanovisti Dolna
Malanta. Uzemie sa nachadza v nadmorskej vyske 175 — 180 m.n.m, patri do kukuri¢nej vyrobnej oblasti, do
klimatického regionu teplého a mierne suchého.

Experiment bol zaloZzeny metdédou kolmo delenych dielcov (Ehrenbergerova, 1995), priCom stupne
faktorov boli umiestnené v nahodnom usporiadani. Pokusna plocha mala rozlohu 32,4 x 70 m a velkost’
pokusnej parcelky bola 5,4 x 6 m. Pokus bol realizovany v troch opakovaniach.

Do pokusu boli zaradené Styri odrody repy cukrovej: Takt (triploidna, normalneho typu, tolerantna k
rizomanii a cerkospore), Terano (triploidna, normalneho typu, tolerantnd k rizomanii a cerkospére), Radek
(triploidnd, normalno-cukornatého typu, tolerantnd k rizomanii a cerkospore), Federica (normalno-
cukornatého typu).

Listové hnojiva radu Campofort obsahuju zakladné makroprvky a mikroprvky, stimulaéné latky
umoznujiuce vysSie vyuzitie genetického potencidlu modernych odréd rastlin. Tieto hnojiva maju
biostimulaény a protistresovy G¢inok, zvySuju prirastky Grody a zlepSuju jej kvalitativne vlastnosti.
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Atonik je rastlinny stimulator, ktory obsahuje zmes troch aromatickych nitrozla¢enin na baze
nitrofenolatu sodného (2-nitrofenolat sodny, 4-nitrofenolat sodny a nitroguajakolat sodny). Priaznivo
ovplyviiuje Grodu buliev, vytaznost’, vynos rafinady a technologicku kvalitu repy cukrovej. Zvysuje odolnost’
rastliny voc¢i §kodlivym cinitel'om a pomaha jej prekonat’ stresové podmienky (napr. dlhotrvajuce sucho a
vysoké teploty).

ZaloZenie porastu repy cukrovej a priprava pody boli v stilade so zdsadami technologie pestovania repy
cukrovej s vysevom na kone¢nu vzdialenost. Repa cukrova sa pestovala v spone 0,16 x 0,45 m a jej
predplodinou bola pSenica letnd forma ozimna. Zakladné hnojenie sa vykonalo bilanénou metédou na
zéklade agrochemického rozboru pddy.

Do experimentu boli metodicky zaclenené tri variantmi folidrnej aplikécie pripravkov a hnojiv:

Vi kontlroln}'/ variant (NPK + MH, davka zivin vypocitana na zdklade podnych rozborov na tGrodu 50
t.ha™)
V2 NPK + MH + Atonik:
0,6 Lha™! vo faze 4. — 6. listov
0,6 1.ha! pred uzavretim porastu
V3 NPK + MH + Campofort fortestim beta:
7 Lha™ vo faze 4. -6. listov
10 Lha vo faze 9. - 10. listov
10 Lha™ dva tyzdne po zapojeni porastu
Cielom experimentu bolo zhodnotit’ vplyv biologického materidlu a folidrnej aplikacie pripravkov na
vysku trody buliev, digesciu a urodu rafinady repy cukrove;.
Vysledky experimentu boli vyhodnocované v Statistickom programe Statgraphics Plus pomocou
viacfaktorovej analyzy rozptylu. Poveternostné podmienky pestovatel'skych rokov st znazornené na obrazku
l.a2.

Vysledky a diskusia

Priemerna troda buliev dosiahnuta v ramci celého experimentu bola 61,09 t.ha™. Ako vyplyva z tabulky
1, priemerné hodnoty trody buliev sa po aplikacii pripravkov zvysili. Vys$sie zvysenie trody buliev bolo po
aplikacii rastlinného stimulatora Atonik (o 1,45 tha' oproti neosetrenej kontrole), ¢o sa zhoduje s
vysledkami pokusu Cerného, Pacutu a Villara (2001). Vplyv aplikovanych pripravkov na vysledni trodu
buliev bol §tatisticky nepreukazny (Tabul’ka 2).

V ramci jednotlivych odrdd, najvyssiu trodu buliev na kontrolnom variante sme zaznamenali pri odrode
Radek (63,69 t.ha™), anaopak najniz$iu pri odrode Federica (58,01 tha™). V savislosti s trodou buliev,
sledované odrody reagovali na aplikované pripravky nasledovne:

Takt — (Atonik +3,42 t.ha', Campofort +4,43 t.ha™)

Terano — (Atonik +3,39 t.ha™!, Campofort +2,75 t.ha™)

Radek — (Atonik -0,26 t.ha', Campofort -3,7 t.ha")

Federica — (Atonik -0,75 t.ha”', Campofort -0.84 t.ha™)

Vplyv odrody na trodu buliev bol statisticky vysoko preukazny.

Priemerna hodnota digescie v ramci celého experimentu bola 16,39 °S. Priemerné hodnoty digescie sa po
aplikacii pripravkov zvysili a zisteny vplyv bol Statisticky preukazny. Vyssie zvySenie digescie bolo po
aplikacii listového hnojiva (o 0,28 °S oproti neosetrenej kontrole), ¢o potvrdzuji aj vysledky rozsiahleho
vyskumu s repou cukrovou v rokoch 1962 — 2002, kde aplikécia listového hnojiva zvysila digesciu o 0,5 —
0,8% (Zahradnicek et al., 2004).

Vyznamné rozdiely sme zistili na urovni hodnotenia jednotlivych odrdd, ktorych vplyv na digesciu bol
Statisticky vysoko preukazny. Najvyssiu hodnotu digescie na kontrolnom variante dosiahla odroda Federica
(16,84 °S) a najnizsiu odroda Radek (15,80 °S). Odrody reagovali na folidrnu aplikaciu pripravkov rézne:

Takt — (Atonik -0,07 °S, Campofort +0,36 °S)

Terano — (Atonik +0,16 °S, Campofort +0,02 °S)

Radek — (Atonik +0,08 °S, Campofort +0,31 °S)

Federica — (Atonik -0,07 °S, Campofort +0,44 °S)

Priemerné tiroda rafinady celého pokusu bola 8,25 tha™. Aplikacia pripravkov zvysila priemernti trodu
rafinady. Najvyssie zvySenie trody rafinddy sme zaznamenali po aplikécii listového hnojiva (0 0,27 tha” v
porovnani s kontrolou), priom rastlinny stimulator zvysil trodu rafinady o024 tha' v porovnani
s kontrolou. Vplyv pripravkov na trodu rafinady sa Statisticky neprejavil.

Vplyv odrody na trodu rafinady bol Statisticky nepreukazny. Najvyssiu urodu rafinddy na kontrolnom
variante sme dosiahli pri odrode Federica (8,31 t.ha™') anajniZ§iu pri odrode Terano (7,84 tha™). Vplyv
aplikovanych pripravkov na jednotlivé odrody bol nasledovny:

Takt — (Atonik +0,65 t.ha™', Campofort +0,84 t.ha™)

Terano — (Atonik +0,5 t.ha”', Campofort +0,38 t.ha™)
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Radek — (Atonik +0,06 t.ha", Campofort -0,28 t.ha™)
Federica — (Atonik -0,28 t.ha”', Campofort -0,11 t.ha™).

Obrazok 1: Priemerné teploty vegetacného Obrazok 2: Priemerné zrazky vegetacného
obdobia rokov 2005-2007 obdobia 2005-2007
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Tabulka 1: Priemerné hodnoty urody buliev, digescie a urody rafinady jednotlivych odrdd repy cukrovej
v zé&vislosti od variantu hnojenia za roky 2005-2007

; Varianty hnojenia
Ukazovatel Odroda Vi ) V3 priemer
Takt 60,86 64,28 65,29 63,48
, . Terano 59,00 62,39 61,75 61,05
Umd&f’;_lfev v Radek 63,69 63,43 59,99 62,37
Federica 58,01 57,26 57,17 57,48
X 60,39 61,84 61,05
Takt 16,32 16,25 16,68 16,42
Terano 16,20 16,36 16,22 16,26
Digescia v °S Radek 15,80 15,88 16,11 15,93
Federica 16,84 16,77 17,28 16,96
X 16,29 16,32 16,57
Takt 8,01 8,66 8,85 8,51
, ) Terano 7,84 8,34 8,22 8,13
U“’diﬁf‘}ady v Radek 8,17 8.23 7,89 8,10
Federica 8,31 8,03 8,42 8,25
X 8,08 8,32 8,35

Tabul’ka 2 Analyza rozptylu (ANOVA) sledovanych parametrov repy cukrovej za roky
2005-2007

Sledovany parameter
Faktor Uroda buliev Digescia Uroda rafinady
p-hodnota
Odroda 0,0080%* 0,0000%* 0,2836
Preparat 0,6452 0,0467* 0,3690

o Statisticky vysoko preukazny vplyv faktora na sledovany parameter
* Statisticky preukazny vplyv faktora na sledovany parameter

Zaver
Vplyv aplikovanych pripravkov na sledované parametre bol pozitivny. Na tvorbe trody buliev sa
najvyznamnejie podielala aplikcia rastlinného stimulatora (61,84 t.ha™) a aplikécia listového hnojiva mala
najvyznamnejsi vplyv (Statisticky preukazny) na hodnotu digescie (16,57 °S). Vplyv oboch pripravkov na
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urodu rafinady bol pozitivny. Aplikécia rastlinného stimulatora zvysila priemernt urodu rafinady o 0,24 t.ha’
" a listové hnojivo spdsobilo zvysenie 0 0,27 t.ha” v porovnani s kontrolou.

Z hladiska biologického materialu sme dosiahli vy$Sie parametre (Statisticky vysoko preukazné) urody
buliev (63,48 t.ha™) pri odrode Takt (normalny typ). Najvyznamnejia hodnota digescie (3tatisticky vysoko
preukaznd) (16,96 °S) bola pri odrode Federica (normalno-cukornaty typ). Vplyv odrody na urodu rafinady
sa §t1atisticky neprejavil. Najvyssiu urodu rafinddy sme zaznamenali pri odrode Takt (normalny typ) (8,51
t.ha™).
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VPLYV VODNEHO DEFICITU NA VLASTNOSTI CICERA BARANIEHO
(CICER ARIETINUM L.)
THE IMPACT OF THE WATER DEFICIT ON CHARACTERISTICS OF
CHICKPEA (CICER ARIETINUM L)

Gabriela ANTALIKOVA - Pavol HAUPTVOGEL - Jan KRAIC - Eleonora
KRIVOSUDSKA — Magdaléna BIELIKOVA

This study is focused on characteristics of chickpea in condition of water stress. In 2007 and 2008 evaluations and
measurements were made in container by water deficit condition and without it. There were seven genotypes of chickpea
in four repeating in every option. Genotypes 88 194 (SYR), KNOOR 91 (TUR), CM-7-1/85 (SYR), Punjab 91 (SYR), PK
51 814 (SYR), Slovak (SVK) and Irenka (CZE) were used. The water stress induced by reduction in sealing in the end of
the phase of flowering caused significant decline in parameters of observed traits. The highest reduction (about 64.97%)
occurred in trait — weight of productive seeds per plant in compare with standard option. The highest weight of
productive seeds per plant had genotype 88 194 (SYR) in standard as well as in stress option. This type of kabuli
genotype had the lowest per cent reduction of weight in comparison with standard (about 53.26%). The mean proteins
content was higher in stress option (25.23%) than in standard option (18.39%). The highest content of proteins in stress
option had genotype kabuli type KNOOR 91 (TUR) — 28.78%, in standard variety genotype third type Slovak (SVK) —
19.74%.

Key words: Cicer arietinum L., chickpea, drought, traits, water deficit

Uvod

Vodny deficit a nasledne stres zo sucha patri k najzavaznejS$im abiotickym faktorom, ktory obmedzuje
rast a produktivitu rastlin na zemi (MASAROVICOVA et al, 2002). Globalne oteplovanie, ktoré spdsobi
posun klimatickych pasiem, ovplyvni aj pestovanie plodin na nagom tizemi. SPachtenie rastlin na zvysent
toleranciu voci suchu v nasich podmienkach je zlozité, pretoze medzi roénikmi je vyznamna variabilita
zrazok a rastliny mnohokrat reagujii opacne v pripade dostatku vlahy (ZOFAJOVA, UZIK, 1996). Prikladom
je cicer barani, ktory patri spomedzi vSetkych strukovin k najmene;j citlivym na sucho, ale aj pri tejto plodine
je tvorba trody zavisla od mnozstva vlahy. Cicer je zrnova strukovina, ktord je odpradavna spdjana
s pol'nohospodarstvom na Blizkom Vychode. S ro¢nou produkciou cca 8 miliénov ton sa zarad’'uje medzi
tretiu najpestovanejsiu strukovinu vo svete. Vyzivna hodnota cicera je dolezita pri udrziavani zdravia l'udi
v rozvojovych krajinach (ABBO et. al, 2005). Prednost’ou cicera je nielen vhodné zloZenie a obsah bielkovin,
ale aj vysoky obsah Skrobu a vlakniny, pricom desi typ ma vyssi percentualny podiel vlakniny v semene ako
typ kabuli (UPADHYAYA et al, 2008).

Ciel'om tejto prace bolo zistit’ vplyv vodného deficitu na vlastnosti cicera baranieho.

Material a metody

V rokoch 2007, 2008 bol zaloZeny vegetacny nadobovy pokus so 7 genotypmi cicera: 88 194 (SYR),
KNOOR 91 (TUR), CM-7-1/85 (SYR), Punjab 91 (SYR), PK 51 814 (SYR), Slovak (SVK) a Irenka (CZE).
Rastliny kazdého genotypu (po 9 rastlin) boli vysiate v nadobach v Styroch opakovaniach s ndhodnym
usporiadanim pokusnych ¢lenov a v dvoch variantoch: kontrolny variant (K'V) a variant so znizenou zavlahou
(SV). Zakladné hodnotenie pocas vegetacie bolo vykonavané podla DESCRIPTORS FOR CHICKPEA,
1993. Po dozreti cicera boli z kazdej nadoby vykonané rozbory rastlin a ziskané kvantitativne parametre
znakov boli prepocitané na 1 rastlinu. Obsah dusikatych latok bol stanoveny Dumasovou metddou. Obsah
bielkovin (N x 6,25) bol prepocitany na 100% susinu.

Pokusy sa nachadzali v prirodzenych klimatickych podmienkach s regulovanou zavlahou (SV-bez zrazok)
vareali VURV. Pie§tany sa nachadzaji v kukuriénej vyrobnej oblasti, subtyp kukuri¢no-p3eni¢ny.
Nadmorska vyska je 163 m, severna zemepisna irka 48°35” a vychodna zemepisna dlzka 17°50". Priemerna
ro¢na teplota je 9,2°C a tthrn zrazok za rok je 625 mm. Priemerna teplota a uhrn zrazok v mesiacoch april az
jul bola nasledovna:

Rok Priemer mesiacov DN*  Teplota [°C], DN Zrazky [mm]
2007 IV. - VIL 15,0 17,9 250,0 176,8
2008 IV. - VIL 15,0 16,9 250,0 240,0

* - dlhodoby normal [1951-1980] v Piest'anoch

Vysledky a diskusia
V nadobovych pokusoch s cicerom vodny stres indukovany znizenim zavlahy na konci kvitnutia sposobil
oproti kontrolnej variante vyznamné zniZenie parametrov sledovanych znakov az na obsah bielkovin.
Charakteristika vybranych znakov genotypov cicera je uvedena v tabulke. Z vysledkov vyplyva, Ze najvécsia
redukcia nastala v hmotnosti produktivnych semien z rastliny oproti kontrolnej variante (o 64,97%).
Adresa autorov: Ing. Gabricla Antalikova, Ing. Pavol Hauptvogel, PhD., doc. RNDr. Jan Kraic, PhD., Ing. Magdaléna Biclikova, Centrum vyskumu
8 0 rastlinnej vyroby, Vyskumny tstav rastlinnej vyroby, Bratislavska cesta 122, 921 68 Piestany. E-mail: antalikova@vurv.sk
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Tabul’ka: Vplyv vodného deficitu na znaky genotypov cicera baraniecho vo vegetacnych nadobovych
pokusoch v priemere rokov 2007 a 2008

Hodnotené znaky Kontrolny variant Stresovy variant Stupen redukcie [%]
Dizka vegetacnej doby [dni] 110,07 100,79 8,43

Vyska rastlin/lr [mm] 453,47 412,78 8,97

Pocet strukov z rastliny (1r) 8,14 3,67 5491

Pocet produktivnych strukov/1r 6,48 2,57 60,35

Pocet semien/1r 9,38 3,41 63,65

Pocet produktivnych semien/1r 7,91 2,83 64,09

Pocet semien/1struk 1,32 1,13 14,39
Hmotnost’ produktivnych semien/Ir [g] 2,04 0,71 64,97

Obsah bielkovin [%] 18,39 25,23 -

Pri porovnani kontrolnej a stresovej varianty v interakcii s genotypom, najvicsia redukcia bola v pocte
produktivnych strukov a semien z rastliny pri genotype Irenka, avSsak v KV mal tento genotyp maximalne
hodnoty tychto znakov. Najvyssiu hmotnost’ produktivnych semien z rastliny mal genotyp typu kabuli 88 194
(SYR) v oboch variantach, ktory zaroven patril medzi genotypy s najvy$Sou hmotnostou 1000 semien
v tomto subore (316 g). Tento genotyp mal najnizSie percento redukcie hmotnosti oproti kontrolnej variante
(0 53,26%).

Priemerny obsah bielkovin genotypov cicera bol vyssi vo variante s deficitom vlahy - 25,23% ako
v kontrolnej variante - 18,39%. Maximalny obsah bielkovin vo variante s vodnym deficitom mal genotyp
typu kabuli KNOOR 91 (TUR) - 28,78%, av zavlazovane]j variante Slovak (SVK) - 19,74% (treti typ,
podobny hrachu). Typ desi a kabuli mali v zavlazovanej variante obsah bielkovin na rovnakej urovni -
18,13% a 18,30%.

Okrem zavlahy mali na pestovanie genotypov cicera vplyv aj teplotné podmienky v jednotlivych
ro¢nikoch. Rok 2007 bol oproti roku 2008 v priemere mesiacov april, maj ajun teplej$i, o urychlilo
vzchadzanie, rast a vyvoj genotypov cicera. Na dopestovanie kvalitnej a dostato¢ne vysokej urody v suchych
podmienkach st vhodné adaptabilné genotypy, s efektivnym vyuzivanim vody na tvorbu susiny a s vysokym
tirodotvornym potencialom v réznych ekologickych podmienkach (BRESTIC, OLSOVSKA, 2001).

Zaver

Vodny deficit vo vegetatnych nadobovych pokusoch pocas rokov 2007 a 2008 vyznamne ovplyvnil
vlastnosti cicera baranieho. Vysoky stupen redukcie nastal vo variante s deficitom vlahy oproti kontrolnej
variante v znakoch: pocet produktivnych strukov - 0 60,35%, pocet produktivnych semien - o 64,09% a
hmotnost’ produktivnych semien z rastliny o - 64,97%.

Pod’akovanie: Prispevok bol vypracovany v ramci Glohy vyskumu a vyvoja ¢. 2005 UO 27/055 02
06/050 02 06.
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ADAPTABILITA GENOTYPOV JA’RNEHO JAéMENA Z ROZNYCH
GEOGRAFICKYCH OBLASTI
ADAPTABILITY OF SPRING BARLEY GENOTYPES FROM VARIOUS GEOGRAPHIC
REGIONS

Michaela BENKOVA

On experimental basis of RIPP in 2005-08 a set of 24 spring barley genetic resources from different geographic regions
on the part of yield was tested. The obtained data were analysed statistically using basic statistic characteristics. An
analysis of variance revealed strong influences of year and geographic regions and also of interaction year x geographic
regions on the yield of barley genotypes. During four different years (2005, 2006, 2007, 2008) and especially during the
dry year2007, genotypes from central Europe - Ebson [CZE], Express [SVK], Nitran [SVK], Messina [AUT] and from
north Europe - Meltan [SWE] and Margred [DEU] achieved maximal yield of grain. The genotypes from these two
geographic groups differed markedly of others geographic groups.

Key words: barley, geographic regions, yield

Uvod

Jaémen siaty (Hordeum vulgare L.) je druhou najroz$irenejSou plodinou po pSenici. V stcasnosti je na
Slovensku registrovanych 49 odrdd jaémena jarného a 26 odréd ja¢meiia ozimného (Listina registrovanych
odréd, 2009). Z tohto po¢tu je 18 slovenského povodu. Poziadavky na vlastnosti a znaky stéastnych odrod sa
podobné v celej Eurdpe, ale v porovnani so zapadnou Eurdpou st urody zrna jamena unas CastejSie
ohrozené suchom a vyssimi teplotami v obdobi klasenia do zrelosti. Prave voci tymto abiotickym faktorom
su nase najnovSie odrody tolerantnejSie, pretoze rastlina je pevne viazana na prostredie. Hodnotenim
zahrani¢ného a domaceho sortimentu jacmena ostava pravidlom, Ze casto vysoko produktivne zahrani¢né
genetické zdroje st menej prispdsobivé nasim podmienkam. Domace odrody odolavaji konkurencii vd’aka
ich stabilite pre nase pddne a poveternostné podmienky (HOLKOVA, 2003). Osobitné postavenie maju staré
krajové odrody, ktoré sa vyznauju vysokou nendro¢nostou, odolnostou voéi suchu a skorostou (LEKES,
1997), avsak ich sklon k poliehaniu znizuje kone¢nt urodu. Ukazalo sa, Ze vyuZivanie krajovych odrdd, ako
aj divorastucich odrdd ma vyznam pri Slachteni kultivarov jacmena pre oblasti s nizkymi zrdzkami
(GRANDO, 1988). Vyvoj novych odréd jacmena odolnych voci biotickym a abiotickym stresom je
v sucasnosti hlavnym cielom v S$lachteni (ELLIS, 2000). Cielom prace je zhodnotit’ genetické zdroje
zroznych geografickych oblasti z hladiska celkovej tGrody zrna azistit ich adaptabilitu v nasich
podmienkach v rozdielnych vegetacnych ro¢nikoch.

Material a metody

V rokoch 2005-2008 sme hodnotili 24 genotypov ja¢mena siateho f. jarnej z réznych geografickych
oblasti. Pokus sa vysieval strojom na parcelky so zberovou plochou 2,5 m’, v dvoch v opakovaniach. Do
hodnotenia boli zaradené odrody slovenského povodu Nitran a Expres, ¢eska odroda Ebson, d’alej povodné
krajové Ceskoslovenské odrody ako Diosecky 802, Diosecky Kneifl, Diosecky Sprinter, Terrasol Pivovarsky,
Dregerv Imperial, Dregertiv, Krajova St. Hrozenkov a krajova populacia z Pol'ska ,,Tatry 1995“. Okrem
toho v stbore boli zaradené zahrani¢né odrody Messina (AUT), Baronesse (ITA), Jelen (SRB), Pivrac
(HRYV), Braemar (GBR), Margret (DEU), Meltan (SWE), Hyproly (USA), Glacier (USA), Lacey (USA), CI
5 a CI 24 (MEX) a Tibet White 9 (CHN). V tomto pokuse sme hodnotili dizku vegeta¢nej doby (dni), vysku
rastliny (mm), z choréb odolnost’ vo¢i mucnatke travovovej (9-1bod), odolnost’ voci hrdzi jacmennej (9-
1bod), odolnost’ vogi poliehaniu (9-1b), poéet klasov/m?, hmotnost’ 1000 zfn - HTZ (g) a Grodu zrna v g/m’.
Subor bol vyhodnoteny zakladnymi Statistickymi charakteristikami pomocou $tatistického balika SPSS 8,1
pre Windows (SPSS, 1998).

Vysledky a diskusia

Vegetatné obdobia v sledovanych rokoch boli znaéne rozdielne, ¢o sa prejavilo aj na kone¢nej urode
zrna. NajproblematickejSie vegetacné obdobie pre ja¢men bolo v roku 2007, kedy zna¢né sucho v Case
odnozovania spdsobilo oslabenie rastlin, s mensim néarastom listovej plochy, ¢o sa v celkovom dosledku
prejavilo v neskorSich §tadiach na znizeni hmotnosti 1000 semien a zniZeni Grody zrna.

Z vysledkov analyzy rozptylu (tab. 1) vyplyva, Ze na variabilitu vysky Grody zrna $tatisticky vyznamne
(p<0,01) vplyvali roky, geografické skupiny, ale aj interakcia rok x geograficka skupina. Podobne to bolo aj
pri HTZ a poéte klasov na m®.
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Tabul’ka 1: Statisticka vyznamnost’ faktorov z analyzy rozptylu pre Girodu za roky 2005-2008

Zdroj premenlivosti SS Df MS F
Geog.skupina 846569.24 6 141094.87 14.723**
Rok 473270.86 3 157756.95 16.462**
Geog.skup.x rok 440034.75 18 24446.375 2.551%%*
Chyba 651665.96 68 9583.3230

Spolu 2854505.9 95

** yyznamnost’ P< 0,01 , * vyznamnost’ P<0,05

V priemere za §tyri roky bola celkova priemerna tiroda pokusu 374,92 g.m? s variaénym rozpitim od 187,33
do 559,44 g.m?. Pogas $tyroch rozdielnych rokoch (2005, 2006, 2007, 2008) mali najva&siu priemernt trodu
genotypy pochadzajuce zo strednej Eurépy (StE) — 508,99 g.m* a severnej Europy (SE) — 491,77 g.m?, d'alej
nasledovali genotypy z juznej Eurdpy (JE) — 367,51 g.m’, genotypy stredoeurépske historické (StEhis) -
310,11 g.m% potom genotypy zo strednej Ameriky (SA) — 305,19 g.m* a genotypy z americkej geografickej
skupiny — 279,48 g.m”. Genotypy pochadzajuce zo strednej a severnej Eurépy sa teda najviac prisposobili
nasim podmienkam (tab. 3) a dosahovali najvyssie Grody aj pocas suchého ro¢nika v roku 2007. Zo skupiny
stredoeurépskych genotypov najvacsiu priemernt urodu dosiahli genotypy Ebson (CZE) - 559,44 g,
Expres (SVK) - 548,89 g.m” aNitran — 545,13 g.m’ &im sa potvrdila dlhoroéna skuisenost’, ze doméce odrody
odolavaju konkurencii vd’aka ich stabilite pre nase podne a poveternostné podmienky (HOLKOVA, 2003).
Stabilnti tGrodu v réznych roénikoch vykazoval aj genotyp Messina (AUT) - 522,44 g.m’ azo skupiny
severoeurdpskych genotypov: Meltan (SWE) — 518,58 g.m” a Margred (DEU) — 500,05 g.m’. Je zaujimavé e
krajové odrody zaradené do stredoeurdpskej skupiny historickych ja¢menov (SThist), ktoré pochadzaju
z obdobia vzniku rokov 1900-1946 a su znevyhodnené svojou nachylnostou na polichanie a nasledne aj
slabou odolnostou voci chorobam sa zaradili svojou urodou zrna na 4 miesto. Tymto sa potvrdzuje tvrdenie
mnohych autorov (GRANDO, 1988, LEKES 1998) o ich nenaro¢nosti na prostredie a odolnosti vo¢i suchu,
ktoré moze byt vyuzité v §l'achteni.

Tabul’ka 2: Konfidenéné intervaly v jednotlivych geografickych skupinach pre tGrodu (g/m?) za roky 2005-
2008

N Uroda (9) 95 % konfidenény interval Poradie
Cely stbor 96 374,92 345,49 404,35
Geograf. skupina
StE 20 508,989 44224 575,74 1
StEhist 28 310,111 253,70 366,53 4
JE 12 367,511 281,34 423,68 3
SE 12 491,767 405,60 577,94 2
Amerika 12 279,481 193,30 365,66 6
SA 8 305,194 199,65 410,73 5
VA 4 255,780 106,52 405,04 7
Rok Homogénne skupiny
2005 24 451,08 392,22 509,94 X
2006 24 294,63 235,77 353,48 X
2007 24 263,15 204,29 322,01 X
2008 24 490,83 431,98 549,69 X
StE — stredna Eurdpa, SE — severnd Eurdpa, StE hist — Strednd Eur6pa, historické GZ, SA — strednd Amerika, JE —
juzna Eurdpa, VA — vychodna Azia

Mnohonasobnym porovnavanim priemerov trod genetickych zdrojov ja¢mena siateho f. jarnej Scheffeho
testom sme ziskali 2 homogénne skupiny (tab. 2), vytvorené reakciou genotypov na priebeh pocasia v rokoch
2005 a 2008 ako aj v rokoch 2006 a 2007, pricom musime konstatovat, Ze vegetacné obdobie v roku 2007
bolo najmenej vhodné pre pestovanie jacmena.

Dal3im porovnavanim priemerov urod v ramci geogragickzchych skupin sme zistili (tab. 3), Ze genotypy
zo stredoeurdpskej (StE) a severoeurdpskej (SE) geografickej skupiny sa dosahovanymi Grodami vyrazne
odliSovali od genotypov ostatnych geografickych skupin. Pocas Styroch rokov dosahovali genotypy zo
stredoeurdpskej a severoeuropskej geografickej skupiny najvyssie Grody, a to aj v suchom roku 2007.
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Tabulka 3: Homogénne skupiny arody (g/m®) genotypov na zéklade Sheffeho testu

Geograf. skupina N homogénna skupina
VA 4 X

Amerika 12 X

SA 8 X

StEhist JE 28 X

JE 12 X

SE 12 X

StE 12 X

Zaver

V rokoch 2005 - 2008 bolo hodnotenych na zaklade vybranych znakov, ale hlavne z hl'adiska urody zrna
24 genotypov jaCmena siateho f. jarnej réznej proveniencie, rozdelenych do geografickych skupin na
pozemkoch VURYV v Pieitanoch. Z vysledkov analyzy rozptylu genotypov jaémeda siateho f. jarnej vyplyva,
7e na variabilitu vysky urody Statisticky vyznamne vplyvali roky, geografické oblasti, ale aj interakcia rok x
geograficka skupina. Podobne to bolo aj pri HTZ a poéte klasov na m’. Pocas $tyroch rozdielnych rokoch
(2005, 2006, 2007, 2008) mali najvacsiu priemerna Grodu, aj pocas suchého roku 2007, a boli najviac
prispésobené nasim podmienkam genotypy jaémena pochadzajuce zo strednej Europy - Ebson [CZE], Expres
[SVK], Nitran [SVK], Messina [AUT] a severnej Europy - Meltan [SWE] a Margred [DEU]. Genotypy
z tychto geografickych skupin sa vyrazne odliSovali svojimi hospodarskymi znakmi a vlastnostami od
genotypov ostatnych geografickych skupin.

Pod’akovanie. Tato praca bola podporovana Agenturou na podporu vedy a techniky na zaklade Zmluvy
¢.APVT-27-028704 a projektom 2005 UO 27/050 0206/050 0206, ziskanym z MP SR.
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ODOLNOST OVSA VOCI VYBRANYM HUBOVYM PATOGENOM
OAT RESISTANCE AGAINST SELECTED FUNGAL PATHOGENS

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

Resistance of 26 breeding lines and varieties of oats to selected pathogens was examined in 2009. Attack of pathogens
caused oat powdery mildew, crown rust and leaf blotches complex was evaluated on two Slovakian localities Borovce
and Pstrusa. The AUDPC values indicate the measures of area under disease progress curve. Visible symptoms of oat
powdery mildew were detect only at locality Pstrusa and even thought by minimal disease measure. Avenuda, PS-
163, PS-153 and Valentin were most resistant to oat powdery mildew in laboratory conditions. PS-162, Avenuda, Zvolen
a Izak had the least crown rust ADUPC values. Caleche, PS-157 and PS-166 have had the least leaf blotches complex
ADUPC values. Varieties Izak and Zlatak have had satisfying level of resistance to all evaluated pathogens in field
conditions.

Key words: oats, Avena, powdery mildew, crown rust, leaf blotches complex, resistance

Uvod

V dnesnej dobe ma ovos siaty okrem kfmnej tlohy v ZivoCiSnej vyrobe aj vyznamné postavenie
v racionalnej vyzive l'udi. V ndrokoch na prostredie je ovos pomerne plasticky, av§ak vysoké a stale urody
mozno dosahovat’ len pestovanim vo vhodnych podmienkach a vo vhodnej odrodovej skladbe. Pestovanie
odrdéd odolnych voéi patogénom je dobrym predpokladom ich uplatnenia v ramci integrovaného
pol'nohospodarstva. V pokusoch boli sledované nekrotrofné a obligatne patogény. Nekrotrofné parazity
hneda Skvrnitost’ ovsa (Drechslera avenae (Eidam) Scharif, teleomorfa Pyrenophora avenae Ito & Krib.)
a septoria ovsend (Septoria avenae (A.B. Frank) Bisset) spdsobuji znacné straty najmi v chladnejSich
regiénoch (Harder, Haber, 1992) a to az 50 % v ro¢nikoch priaznivych pre rozvoj patogéna. Z obligatnych
parazitov boli hodnotené hrdza ovsena (Puccinia coronata Cda. f. sp. avenae Erikson) a mucnatka travova na
ovse (Blumeria graminis D.C. f. sp. avenae Em. Marchal).

Material a metody

V roku 2009 bola hodnotena odolnost’ 26 registrovanych odrod a novoslachtenych kmenov (dalej len
kmene) ovsa siateho (Avena sativa L.) a ovsa nahého (Avena nuda L.) pochadzajucich z VSS Viglag —
Pstrusa voci listovym patogénom ovsa v polnych a laboratdornych podmienkach. Genotypy boli hodnotené na
dvoch lokalitdich, Borovce a Vigla§ — Pstrusa, v dvoch opakovaniach. V polnych podmienkach bolo
napadnutie patogénmi hodnotené podla Babajanca (1988) v troch terminoch. Z percentualnych hodndt
plochy napadnutia boli vypocitané hodnoty AUDPC podla Shaner & Finney (1977). V laboratornych
podmienkach bola odolnost hodnotena na zéklade plochy napadnutia listovych segmentov po infekcii 5
izolatmi patogéna Blumeria graminis f. sp. avenae. Listové segmenty boli infikované a kultivované podla
metody Hsama & Zellera (1997). Analyzou variancie boli analyzované AUDPC hodnoty a transformované
hodnoty percentualneho napadnutia listovych segmentov genotypov ovsa.

Vysledky a diskusia

Mucnatka travova. Napadnutie mucnatkou travovou bolo hodnotené len na lokalite Pstrusa v jednom
termine, nakol’ko sa toto ochorenie vyskytlo len na tejto lokalite v $tadiu mlie¢nej zrelosti a rozsah ochorenia
sa d’alej nezvéac¢Soval. Hodnoty sa pohybovali v rozsahu od 8,5 do 5 bodov. Najvyssie bodové hodnoty
dosiahli kmene PS-162, PS-165, PS167 a odroda Vendelin. V laboratérnych podmienkach boli analyzou
variancie zistené vyznamné rozdiely (P<0,01) v hodnotach plochy napadnutia listovych segmentov medzi
genotypmi. Plocha napadnutia sa pohybovala v rozsahu od 58 % do 94 %. Najmensiu plochu napadnutia
mala odroda Avenuda 58 % a preukazne $tatisticky zhodnu plochu napadnutia mali kmene PS-163 a PS-153
a odroda Valentin.

Hrdza ovsend. Analyzou variancie bol zisteny vyznamny vplyv lokality (P<0,01) na hodnoty AUDPC
hrdze ovesenej. Vplyv odrody bol nevyznamny. Z analyzy vsSeobecného linearneho modelu vyplyva
vyznamny vplyv modelu (P<0,01), vplyv lokality (P<0,01), vplyv genotypu (P<0,01) a vplyv interakcie
lokalita x genotyp (P<0,05) na hodnoty AUDPC hrdze ovsenej. Vyznamne najnizsie hodnoty AUDPC hrdze
ovsenej (P<0,05) mali genotypy PS-162, Avenuda, Zvolen a Izak. Vyznamne najvysSie hodnoty AUDPC
(P<0,05) mali genotypy PS-157 a PS-158.

Listové Skvrnitosti. Takisto ako pri analyze hodnét AUDPC hrdzi travovej, tak ipri listovych
Skvrnitostiach bol analyzou variancie zisteny vyznamny vplyv lokality (P<0,01) na hodnoty AUDPC
listovych Skvrnitosti a nevyznamny vplyv odrody. Z analyzy vSeobecného linearneho modelu vyplyva
vyznamny vplyv modelu (P<0,01), vplyv lokality (P<0,01), vplyv genotypu (P<0,01) a vplyv interakcie
lokalita x genotyp (P<0,01) na hodnoty AUDPC listovych Skvrnitosti. Bez napadnutia (AUDPC = 0) bola
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166 (tabul’ka 1). Vyznamne najvyssie hodnoty AUDPC listovych Skvrnitosti mali kmene PS-168 a PS-162.
Na lokalite Borovce sa neprejavili priznaky mucnatky travovej, hodnoty AUDPC listovych skvrnitosti boli
vyznamne nizs§ie (P<0,01) ako na lokalite Pstrusa. Na tejto lokalite boli najvyssie hodnoty AUDPC hrdze
travovej. Na lokalite Pstrusa boli vyznamne vyssie (P<0,01) hodnoty AUDPC listovych skvrnitosti.

Na zaklade bodového hodnotenia boli odrody a kmene ovsa v pol'nych podmienkach vysoko odolné az slabo
nachylné (Babajanca, 1988) voc¢i mucnatke travovej na ovse. V polnych podmienkach kmen PS-162
s najvyssou uroviou odolnosti vo¢i mucnatke travovej prejavil vyssSiu uroven odolnosti aj v laboratérnych
podmienkach. Rovnako aj odrody Kanton a Fligminstern prejavili uspokojivii tiroveni odolnosti voci
mucnatke travovej v polnych aj laboratérnych podmienkach. Kmeii PS-162 bol zaroven aj najodolnejsi voci
hrdzi, avSak, sucasne bol najnachylnejsi na listové Skvrnitosti. Dobra Groveii odolnosti vo¢i muc¢natke a hrdze
mal eSte kmen PS-167. Ako rezistentna voci listovym Skvrnitostiam sa prejavila odroda Caleche, vysoku
aroven odolnosti voci listovym Skvrnitostiam prejavili eSte kmene PS-157 a PS-166. Odrody Izak a Zlatak
mali uspokojivu uroven odolnosti v pol'nych podmienkach voci vetkym sledovanym patogénom.

Tak isto ako tvorba a hodnotenie novych genotypov je potrebné sledovanie a hodnotenie odrdod z hl'adiska
zmien v populaciach rastlin na Grovni nespecifickej odolnosti. Zatial' ¢o k zmenam virulencie v populécii
patogénov dochadza uz v kratSom ¢asovom obdobi 3 — 5 rokov (Sunics et al., 2000; Sebesta et al., 2003;
Rattu et al., 2009), k pozitivnym zmenam na trovni nesSpecifickej odolnosti dochadza az po dlh§om casovom
obdobi pestovania rastlin v konkrétnom konstantnom prostredi (Paillard e al., 2002). Preto je v procese
tvorby novych odréd nevyhnutné tvorit’, hodnotit’ a testovat’ novy material v naSich podmienkach. Podobne
Jorgensen et al. (2000) povazuje skrining a testovanie novych materidlov a komerénych odrod za dolezity
vstup pre tvorbu eurdpskych rezistentnych odrod.

Zaver

Medzi sledovanymi genotypmi ovsa siateho boli nijdené kmene aj odrody odolné voci samostatnym
patogénom, ale boli najdené aj genotypy s dostatoénou odolnostou voci vSetkym sledovanym patogénom
sucasne. Genotypy s vyhovujucou odolnostou vo¢i obom sledovanym znakom su vhodné do kontinualneho
procesu tvorby novych odrod dobre adaptovanych pre pestovatel'ské podmienky Slovenska.

Pod’akovanie. Téato praca bola podporovand Ministerstvom pddohospodarstva Slovenskej republiky
projektom Vyskumu a vyvoja ¢. 2006 UO 27/091 05 01/091 05.
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Tabulka 1: Hodnoty napadnutia genotypov ovsa siateho listovymi Skvrnitostami, hrdzou ovsenou
a mucnatkou travovou v roku 2009.

Listové Skvrnitosti na ovse

Hrdza ovsena

Miucnatka trdvova na ovse

Pol'né podmienky Laboratdrne podmienky
Plocha

Genotyp AUDPC Genotyp AUDPC Genotyp B0dové. Genotyp na}padn'utia

hodnotenie listovych

segmentov %
Caleche 0 ** PS-162 50 PS-162 8,5 Avenuda 59 ¢
PS-157 14 ® Avenuda 55 @ PS-167 8,5 |PS-163 68 *
PS-166 17 ® Zvolen 58 PS-165 8,5 Valentin 70 *©
Izak 21 *¢ Izak 64 Vendelin 8,0 PS-153 74 4
Zlatak 21 *° | PS-169 70 *® | Kanton 7,5 | Detvan 80 °°
PS-153 21 * | PS-167 75 *® | Fligminstern 75 | PS-162 84 °f
PS-158 21 *° Detvan 78 ® | Zlatak 7,5 | Kanton g4 Of
Fligminstern | 22 *° | Zlafak 79 ® | Atego 7,5 | Fligminstern 84 °f
PS-164 28 4 | Ardo 79 *® | Auron 7,5 | Vendelin 86 °¢
Atego 29 *¢ | Kanton 82 *° | Ardo 7,5 | Izak g7 ¢
Euro 29 d Valentin 82 *° | Zvolen 7,5 Euro g7 ¢h
Valentin 29 *4 | Auron 83 ** | Avenuda 7,0 | PS-164 g7 h
PS-165 30 *¢ | PS-165 93 *° | PS-163 7,0 | Zlatak gg ¢h
PS-160 32 *¢ | Fligminstern | 97 *° | Valentin 7,0 | PS-169 gg n
PS-161 32 *¢ | PS-168 103 *° | Detvan 70 | Atego 9]
Detvan 37 *¢ PS-163 105 *° | Izak 7,0 Auron 92 i
Zvolen 37 *° | PS-160 108 *° | Euro 7,0 | PS-158 92 i
PS-169 38 *° | PS-164 108 *° | PS-164 70 | PS-167 92 i
Ardo 40 ¢ PS-153 108 *° | PS-169 7,0 | PS-161 94 M
Auron 43 > | Atego 109 *° | PS-166 7,0 | PS-157 94 H
PS-163 44 ** | Vendelin 114 *° | PS-161 6,5 |PS-165 94 H
Kanton 51 " | PS-166 115 *° | PS-168 6,5 | Ardo 96 &
PS-167 57 “° | Caleche 116 *° | PS-160 6,5 | Zvolen 96 ¢l
Vendelin 62 * PS-161 126 *° | PS-153 6,0 |PS-168 97 M
Avenuda 66 * Euro 150 *° | PS-158 6,0 |PS-166 97 M
PS-168 71 ° PS-157 170 > | PS-157 50 | PS-160 98 |
PS-162 75 ¢ PS-158 186 °© - - - -

a* AUDPC hodnoty a hodnoty plochy napadnutia listovych segmentov v percentach su Statisticky vyznamne odlisné
podl'a Tukey (P < 0.05)
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ODOLNOST NOVOSCACHTENYCH KMENOV PSENICE LETNEJ VOCI
VYBRANYM OBLIGATNYM PATOGENOM
RESISTANCE OF WHEAT BREEDING LINES TO SELECTED OBLIGATE
PATHOGENS

Katarina BOJNANSKA — Stefan MASAR

Resistance of 87 wheat breeding lines to powdery mildew and to leaf rust was observed in 2009. The evaluation was done
at the field conditions. Just in all cases of wheat breeding line the ranges of the attack of two selected obligate pathogens,
powdery mildew and wheat leaf rust were evaluated by means of AUDPC values. The AUDPC values were statistically
treated. Significantly differences were found among the AUDPC values of breeding lines. Breeding lines with
significantly lower AUDPC values when compared only to one control variety Torysa were found. The breeding lines V2
—9,V2-24, V2 - 25 from Research and Breed Station Viglas — Pstrusa;, MS 1756, K 1988-106, K 1953-9 from Research
and Breed Station Maly Saris, and SK4, SK8, SK9, SK10 from HORDEUM Ltd have had lower powdery mildew and leaf
rust AUDPC values then control varieties. According, the breeding lines listed above had higher level of resistance then
the control varieties.

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

Uvod

V tvorbe novych odrdd psenice ma §lachtenie na odolnost’ voci patogénom nezastupitelné postavenie.
Nespecificka odolnost’ sa najcastejS§ie vyhodnocuje v polnych podmienkach, kde jej pritomnost
v testovanych genotypoch signalizujii hodnoty nameranych epidemiologickych parametrov (Broers et al.,
1996). V polnych podmienkach bola sledovand odolnost novoslachtenych kmeniov voéi obligatnym
patogénom Blumeria graminis (DC) Speer f. sp. tritici Marchal (pdvodca micnatky travovej na pSenici) a
Puccinia recondita Rob. ex Desm. f. sp. tritici (Ericks., & E. Henn) (povodca hrdze pSenicovej).

Material a metody

V polnych podmienkach CVRV - VURV v Pieitanoch bolo vroku 2009 hodnotenych 87
novoslachtenych kmenov (d’alej len kmene) pSenice letnej formy ozimnej (Triticum aestivum L.)
pochadzajucich z VSS Vigla§ - Pstrusa, zVSS Maly Sari§ a zo spoloénosti HORDEUM s.r.o. zo
Sladkovi¢ova. Odolnost’ kmenov bola porovnavana voci kontrolnym odrodam. V prirodzenych polnych
podmienkach bolo hodnotené napadnutie podl'a Babajanca (1988) v dvoch opakovaniach v pravidelnych
¢asovych intervaloch. Hodnoty plochy napadnutia v percentach boli pouzité na stanovenie AUDPC (plochy
napadnutia pod krivkou vyvoja choroby) podl’a Shanera a Finneya (1977). Hodnoty AUDPC pre mucnatku
travovi a hrdzu pSenicovi boli pouzité na analyzu variancie a v naslednom testovani boli porovnavané
k hodnotam AUDPC kontrolnych odrod: Ilias, Ilona, Torysa a Venistar. Na Statistické spracovanie bol
pouzity $tatisticky program SPSS® (13.0).

Vysledky a diskusia

Vo wvnutri vSetkych troch suborov boli zistené rozdiely medzi hodnotami AUDPC mucnatky
bola najdena medzi hodnotami AUDPC mugénatky travovej kmetiov z VSS Viglas - Pstrusa.

Hodnoty napadnutia AUDPC mucnatky travovej 42 kmeiiov z VSS Vigla§ — Pstrusa sa pohybovali v
rozmedzi od 70 (V2 - 30) do 1002 (V2 - 6). Kmene V2 — 30 a V2 — 36 mali vyznamne (P < 0,05) najnizsie
hodnoty AUDPC len v porovnani s kontrolnou odrodou Torysa. Hodnoty AUDPC ostatnych kmenov sa
Statisticky vyznamne v porovnani s kontrolnymi odrodami neodliSovali, okrem kmena V2 — 6, ktory mal
vyznamne najvyssie hodnoty AUDPC. Nizsie hodnoty AUDPC ako kontrolné odrody mali este kmene V2 —
22,V2-35,V2-40,V2-27,39,V2-8,V2-28,V2-24,V2-29,V2-9,V2-1,V2-16,V2-42,V2
—18,V2-37,V2-15,V2-19 a V2 — 10. Hodnoty napadnutia AUDPC hrdze pSenicovej sa pohybovali od
4 (V2 - 11) do 236 (V2 - 2). VSetky kmene mali vyznamne (P < 0,05) nizsie hodnoty AUDPC v porovnani
len s kontrolnou odrodou Torysa. Niz§ie hodnoty AUDPC ako kontrolné odrody mali kmene V2 - 11, V2 -
24,V2-25aV2-09.

Hodnoty napadnutia AUDPC mtiénatky travovej 31 kmefiov z VSS Maly Saris sa pohybovali v rozmedzi
od 239 (K1988-106) do 968 (K 1732-131-51-16). V hodnoteni napadnutia vyznamne (P < 0,05) nizsie
hodnoty AUDPC mucnatky travovej mali kmene K 1988-106 a K 2054-253 v porovnani len s kontrolnou
odrodou Torysa. Hodnoty AUDPC sa v porovnani s ostatnymi kontrolnymi odrodami neodliSovali. Nizsie
hodnoty AUDPC, av§ak nie vyznamne, ako kontrolné odrody mali kmene K 1953-9, MS 1756, K 1997-74, K
1953-207, K 1993-45, K 2123-193 a K 1986-189. Hodnoty napadnutia AUDPC hrdze pSenicovej sa
pohybovali od 5 (K 1953-9) do 210 (K 2009-315). Vsetky kmene mali vyznamne (P < 0,05) nizSie hodnoty
AUDPC v porovnani len s kontrolnou odrodou Torysa. Nizsie hodnoty AUDPC ako kontrolné odrody mali
kmene K 1953-9, K 1988-106, MS 1804 a MS 1756.
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Hodnoty napadnutia AUDPC mucnatky travovej 14 kmenov zo spolo¢nosti HORDEUM s.r.o.
Sladkovi¢ovo sa pohybovali v rozmedzi od 267 (SK9) do 765 (SK7). Vsetky kmene mali vyznamne niz§ie
(P <0,05) hodnoty AUDPC ako kontrolna odroda Torysa. Kmen SK9 mal vyznamne nizsiu hodnotu AUDPC
eSte v porovnani s kontrolnou odrodou Ilias. Vyznamne vys$sie hodnoty AUDPC ako kontrolné odrody Ilona
a Venistar mali kmene SK1 a SK7. Nizsie hodnoty AUDPC, avsak nie vyznamne, ako kontrolné odrody mali
kmene SK10, SK11, SK2, SK8, SK14, SK12 a SK4.

Novoslachtené kmene V2 — 9, V2 — 24, V2 — 25 z VSS Viglas — Pstrusa; MS 1756, K 1988-106, K 1953-
9 z VSS Maly Sari§; a SK4, SK8, SK9, SK10 zo spolo¢nosti HORDEUM s.r.0. mali bud’ vyznamne alebo
nevyznamne nizSie hodnoty AUDPC pre obe ochorenia v porovnani so vSetkymi kontrolnymi odrodami.
Nizke hodnoty AUDPC mii¢natky travovej a hrdze pSenicovej su prejavom vysokej trovne odolnosti voci
uvedenym chorobam v pol'nych podmienkach.

Na zaklade vyskumu Paillarda et al. (2000) je potrebné tvorit’ odrody v podmienkach, pre ktoré buda
novovzniknuté odrody urcené, nakolko prostredie v dlhSom casovom obdobi ovplyviiuje vyvin populécii
rastlin. Ako méze dojst’ k prekonaniu Specifickej rezistencie rastlin, tak dochadza k zmenam aj v prejave
nespecifickej rezistencie. Paillard et al. (2000) zistil, ze rovnaké vychodiskové populacie pSenice pestované
na roznych miestach v podmienkach rozlicného infekéného tlaku patogéna pocas desiatich rokov sa
v konecnom désledku lisili v Grovni nespecifickej rezistencie. Za podmienok vyssieho infekéného tlaku mala
aj neSpecificka rezistencia vyssiu uroven. Preto v procese tvorby novych odrdéd je nevyhnutné hodnotit
a testovat’ novy materidl v naSich podmienkach. Podobne Jargensen et al. (2000) povazuju skrining
a testovanie novych materidlov a komerénych odrdéd za délezity vstup pre tvorbu eurdpskych rezistentnych
odrdd.

Zaver

Medzi sledovanymi novoslachtenymi kmenimi pSenice letnej boli vo vetkych suboroch najdené genotypy
odolné voéi samostatnym patogénom, ale boli najdené aj genotypy s dostato¢nou odolnostou voéi obom
sledovanym patogénom stcéasne. Genotypy s vyhovujiucou odolnostou vo¢i obom sledovanym znakom su
vhodné do kontinualneho procesu tvorby novych odrdd dobre adaptovanych pre pestovatel'ské podmienky
Slovenska.

Pod’akovanie. Praca bola financovana financnymi prostriedkami Statnej tlohy vyskumu a vyvoja 2006
UO 27/091 05 01/091 05 11 "Biologické faktory podmieniujuce efektivnu a konkurencieschopnu rastlinna
vyrobu" a Zmluvy ¢. APVT-27-028704.

Literatara

BABAJANC, 1. 1988. Metody selekcii i ocenki ustojcivosti pSenici i jacmenja k boleznjam v stranach -
¢lenach, SEV. Praha, s. 321.

BROERS, L.H.M. - SUBIAS, C.X. - ATILANO, L.R.M. 1996. Field assessment of gantitative resistance to
yellow rust in ten spring bread whet cultivars. In: Euphytica Vol. 90, N. 1, 1996, pp. 9-16.

JORGENSEN, J.H. - BECH, C. - JENSEN 1J. 2000. Reaction of European spring barley varieties to a
population of the net blotch fungus. In: Plant Breeding, Vol. 119, N. 1, 2000, pp. 43-46.

PAILLARD, S. - GOLDRINGER, I. — ENJALBERT, J. - DOUSSILNAULT, G. - DE VALLAVIEILLE-
POPE, C. - BRABANT, P. 2002. Evolution of resistance against powdery mildew in winter wheat
populations conducted under dynamic management. II. Adult plant resistance. TAG, Vol.101, N.3, 2002,
pp. 457-462.

SHANER, G. — FINNEY, R.E. 1977. The effect of nitrogen fertilization on the expression of slow-mildewing
resistance in Knox wheat. In: Phytophatology, Vol. 67, N. 8, 1977, pp. 1051-1056.

89 Adresa autorov: Ing. Katarina Bojnanska; Ing. Stefan Masar, CSc.; CVRV — Vyskumny tstav rastlinnej vjroby, Oddelenie aplikovanej genetiky,
Bratislavska cesta 122, 921 68 Piestany, e-mail: bojnanska@vurv.sk, masar@vurv.sk; gubis@vurv.sk



Nové poznatky z genetiky a §l'achtenia pol'nohospodarskych rastlin Zbornik zo 16. vedeckej konferencie, Pieitany : VURV, 2009

VPLYV BIOLOGICKEHO MATERIALU A FOLIARNEJ APLIKACIE ATONIKU
NA URODU A OLEJNATOST NAZIEK SLNECNICE ROCNEJ
INFLUENCE OF BIOLOGICAL MATERIAL AND ATONIC FOLIAR
APPLICATION ON YIELD AND OILY OF SUNFLOWER ACHENES

Ivan CERNY — Zuzana BACSOVA — Monika TOROKOVA

Field polyfaktorial experiment was carried out in PD Nitra Blatnica in2007-2008. The field trials were monitored four
hybrids of Sunflower (Brio NK, NK Armonia, Country NK, NK Ferté), for their growing conditions PD - Nitra Blatnica.
Studied the impact of the year and growth promoter Atonik of the biological materials. The results suggest that the effect
of year was not statistically proved the formation of the production parameters of Sunflower. Application of growth
promoter Atonik demonstrated statistical impact on the production of sunflower hybrids achenes.

Key words: Sunflower, Atonik, oiliness, crops achenes

Uvod

Olejniny su jednou z perspektivnych komodit ato nielen na trhoch domacich, ale predovsetkym
svetovych. Svoje prvenstvo v poradi =zastdva kapusta repkova prava ana druhom mieste v pestovani je
slne¢nica ro¢na, ktora je v nasich pestovatel'skych podmienkach zaujimavou trznou plodinou.

Na trhu je dopyt po olejovych typoch hybridoch, s obsahom kyseliny olejovej nad 82 %. Uspesnost
pestovania slne¢nice ro¢nej je zavisla od viacerych ukazovatelov. Jednym z najdolezitejSich faktorov
pestovania slnecnice ro¢nej (Beard a Geng 1982) je vyber a optimélna rajonizacia hybridu. Podl'a Ferrerasa
a Costu akol. (2000) hybridy ovplyviiuju nielen trodu a olejnatost, ale aj parametre jednotlivych
urodotvornych prvkov.

Rastové stimulatory st latky, ktoré maju vplyv na vyvojové a rastové procesy prebiehajuce v rastline. Ich
vyuzitelnost’, v maximalnej miere, stipa s reSpektovanim jednotlivych agrotechnickych vyzivarskych,
ochranarskych a pestovatel'skych opatreni (Zahradni¢ek, 2007). Casto o miere regulatorov rastu na
produkéné ukazovatele rozhoduje priebeh poveternostnych podmienok ro¢nika.

Mytinova et. al., (2005) uvadza, ze sGCasna ekonomickd situdcia vyzaduje rastlinni vyrobu
s najefektivnej$imi vstupmi. Pocas rastu plodiny prechadzaju roznymi zatazovymi procesmi, obmedzujiicimi
ich rast atym urodu akvalitu produkcie. Pri vyvine rastlin dochadza k roznej intenzite spotreby zivin,
vratane stopovych prvkov. Postupne dochadza k zmenam potreby a pomerov endogénnych fytohormoénov,
podielajicich sa na latkovej vymene (U€innost’ enzymov, tvorbu aminokyselin a bielkovin, z ktorych mnohé
ovplyviiuju odolnost’ rastlin vo¢i nepriaznivym vplyvom stanovista a suchu).

Regulatory rastu sa v poslednych rokoch stavaju velmi dolezitym intenzifikacnym faktorom v celej
rastlinnej vyrobe. Uplatiluju sa pri stimulacii produkcie, v $tadiu regulacie transportu latok v rastlinach,
podporuji zakorefiovanie a prezimovanie rastlin. Rovnako urychl'ujii postresovi regeneréciu rastlin a tym
ovplyviiuji tvorbu vynosu a kvality rastlinnej produkcie (Pulkrabek, 2007).

Material a metody

V rokoch 2007-2008 bol na pozemkoch PD Nitrianska Blatnica, v kukuri¢nej vyrobnej oblasti
charakterizovanej ako tepld a mierne suchd, zalozeny pol'ny polyfaktorovy pokus s registrovanymi hybridmi
slnecnice ro¢nej. Pokus bol zaloZeny v Styroch opakovaniach metodou delenych dielcov.

Priprava pody a spdsob zalozenia porastu boli realizované v stilade zo zadsadami technologie pestovania
slne¢nice ro¢nej. Predplodinou bola psSenica letna forma ozimna. Zakladné hnojenie bolo vykonané bilanénou
metodou na zéklade agrochemického rozboru pddy na predpokladant trodu 3 t.ha™.

Vysledky experimentu boli vyhodnocované v Statistickom programe Statgraphics Plus pomocou
viacfaktorovej analyzy rozptylu.

Sledované faktory experimentu
Hybridy

Do experimentu bol zaradeny biologicky material: NK Brio (stredne neskory), NK Armoni (stredne
neskory), NK Countri (stredne neskory), NK Ferti (stredne skory).

Rocnik
V experimentoch boli sledované poveternostné podmienky experimentalnych rokov 2007 — 2008:
e teplota (°C)
e  1hrn zrazok (mm).
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Obrazok 1: Priemerné hodnoty zrazok Obrazok 2: Priemerné hodnoty teplot
za roky 2007-2008 (mm) za roky 2007-2008 (°C)
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Osetrenie Atonikom

Atonik je rastlinny stimulator, ktorého G¢innymi latkami s aromatické nitrozli¢eniny ortho-nitrofenolat
sodny (2 g.l"), para — nitrofenolat sodny (3 g.l') a5 — nitroguajakolat sodny (1 g.I™), v prirodzenych
podmienkach nachadzajice sa v kazdej rastline.

Urove oSetrenia Atonikom: - kontrolny variant (neosetreny Atonikom)

- osetreny Atonikom (1.termin: BBCH 18; 2.termin: BBCH 53)

Cielom experimentu bolo porovnat’ urodovi vykonnost a olejnatost’ sledovanych hybridov slnecnice
ro¢nej aich reakciu na roznu Uroven oSetrenia rastovym stimulatorom Atonik. Sledovat’ uroven
poveternostnych podmienok (priemernd denna teplota, thrn zrazok), ich priebeh a vplyv na turodu a kvalitu
slnecnice rocne;j.

Vysledky a diskusia

Banicova (2003) uvadza vyznamny vplyv poveternostnych podmienok ro¢nika na tvorbe urody slneénice
ro¢nej. Nami dosiahnuté vysledky experimentov nepotvrdili Statisticky vysokt zavislost vplyvu
poveternostnych podmienok ro¢nika na formovani produkénych parametrov slnecnice rocnej. V tirode naziek
boli, vramci ro¢nikov, zaznamenané minimalne rozdiely ato v prospech experimentdlneho roka 2007
(+ 0,06 t.ha™). Pri analyticky stanovenom obsahu tukov bola tendencia opa¢na, t. j. rok 2008 (+ 0,9 %).
V roku 2007 boli poveternostné podmienky primeranejSie ako v roku 2008, ¢o sa odzrkadlilo na zvysenej
urode, aj ked’ len v nepatrnom mnozstve.

Z pohladu pouzitych hybridov konStatujeme, Ze najvysSie parametre urody naziek boli zistené pri
hybride Brio 3,8 t.ha”. Uvedena tendencia je zhodna i s troviiou maximalneho obsahu tukov v nazkach (Brio
40,85 %).

Rastovy stimulator Atonik ukazovatele hodnotenia pokusu ovplyvnil §tatisticky nepreukazne. V rozsahu
kontrolného variantu bol zisteny prirastok nielen na trode naziek (+ 0,11 tha™), ale aj pri obsahu oleja
v nazkach (+0,74 %). Pri pouzitom biologickom materialy nebol vplyvom Atoniku zaznamenany prirastok
urody naziek ani na jednom skuSanom hybride.

Celkové hodnoty obsahu oleja boli priaznivejSie na kontrolnom variante, bez oSetrenia Atonikom.
Vynimku tvori hybrid Brio, pri ktorom na variante oSetrenom Atonikom bolo zaznamenané zvysenie obsahu
oleja 0 0,05% v porovnani s kontrolnym variantom.
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Obrazok 3: Uroda hybridov Obrazok 4: Olejnatost’ hybridov
slne¢nice roénej (t.ha™) slnecnice ro¢nej (%)
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Tabulka 1: Vplyv ro¢nika na produkéné parametre slnecnice rocnej (2007 - 2008)

Hybrid . 2007 . 2008 _

% t.ha % t.ha
NK Brio 40,46 3,94 41,25 3,81
NK Armoni 36,3 3,87 36,23 3,81
NK Ferti 36,3 3,87 35,5 3,79
NK Countri 36,3 3,87 39,98 3,76

Zaver

V pol'nych polyfaktorovych pokusoch realizovanych v rokoch 2007 — 2008, v teplej kukuri¢nej vyrobne;j
oblasti charakterizovanej ako tepla a mierne sucha, bol sledovany vplyv poveternostnych podmienok roc¢nika,
aplikacie rastového stimulatora Atonik na vysku urody a olejnatosti hybridov NK Brio, NK Armoni, NK
Ferti, NK Countri.

Pri formovani produkénych parametrov slne¢nice ro¢nej bol, vsledovanych ro¢nikoch, vplyv
poveternostnych podmienok nevyrazny, pricom najvyznamnejSie hodnoty sledovanych parametrov boli pri
hybride Brio.

Z vysledkov pokusu vyplyva ze foliarna aplikacia rastového stimulatora Atonik, v rastovych fazach

18 — 53 BBCH, nemala v konkrétnych podmienkach prostredia vplyv na urodu naziek a olejnatost’ slne¢nice
ro¢nej v danych ro¢nikoch. Na rastovy stimulator Atonik najlepSie reagoval hybrid Brio, kde na variante

s Atonikom sa zvys$ila olejnatost’ oproti kontrolnému variantu.
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HODNOTENIE VARIABILITY MORFOLOGICKYCH ZNAKOV
LASKAVCA (AMARANTHUS L.)
EVALUATION VARIABILITY OF MORPHOLOGICAL TRAITS OF
AMARANTH (AMARANTHUS L.)

Iveta CICOVA

According to the Descriptor for amaranth genetic resources, there were studied also genetic resources in Piestany.
Several morphological traits of amaranth were evaluated: plant height, growth habit, leaf number and colour, leaf length
and width, leaf shape and margin, petiole pigmentation, stem colour and pubescence, root type, inflorescence length stalk
and laterals, inflorescence shape and colour, inflorescence density index, seed colour and shape, branch number, 1000-
seed — weight. We have evaluated species of amaranth and found out its large variability in plant height (1131 — 1874
mmy), leaf width (62,3 - 101,53 mm), inflorescence length (368,73 — 701,33 mm).

Key words: amaranth, morphological traits, genetic resources

Uvod

Laskavec (Amaranthus L.) je stara kultirna plodina amerického kontinentu. V historii stredoamerickych
kmenov Aztékov a Mayov bol do Spanielskej okupacie v 16. storoci tretou najrozsirenejSou plodinou. Pred
objavenim Ameriky predstavovala jeho ro¢néd produkcia semien 15 — 20 tisic ton. Aztékovia, Inkovia a
Mayovia pouzivali laskavec ako zékladnu potravinu spolu s kukuricou a fazul'ou. Laskavec bol pestovany na
tazko pristupnych miestach hornatych oblasti Strednej a Juznej Ameriky. V Indii, Cine a d’al§ich nevl’adnych
oblastiach Himalaji sa tato rastlina stala dolezitou obilninou a zeleninou.

Material a metody

PolI'ny pokus bol zalozeny v rokoch 2007 — 2008, blokovou metdédou (R. A. FISCHER, 1953). Do pokusu
bolo zaradenych devét odrdd laskavca. Predplodinou laskavca bola pSenica letnd - forma ozimna. Priprava
pddy a sposob zaloZenia porastu bol v stlade so zasadami technologie pestovania laskavca vypracovanej
autorskym kolektivom (Jaro$ova a kol., 1997). Seje sa do hibky 10 — 15 mm, na vzdialenost’ medzi riadkami
0,30 m, optimalna hustota porastu je 10 — 16 vzidenych rastlin na bezny meter (30 — 40 rastlin na m%). Po
vzideni a vytvoreni paru pravych listov bol porast pleckovany. Morfologické hodnotenie odrod bolo robené
podra klasifikatora: G. J. H. GRUBBEN: Genetic Resources of Amaranths (IBPGR 1981).

Vysledky a diskusia

U vsetkych odrdd dochadza k Ciastocnému vypadavaniu semien. Rastliny laskavca su zelené, s vysokym
obsahom vody i po dozreti semien a vegetaciu koncia az s prichodom mrazov. M6zu mat’ vysoké percento
vody v stonkach, listoch (az 70%) a v semenach (18-27 %). Obsah vody v laskavci je limitujucim faktorom
pre priamy zber kombajnom

Tabul’kal: Hodnotenie morfologickych znakov laskavca v rokoch 2007 a 2008

Odroda ?;Ztéll;r?y ?;Ztéll;r?y Dizka listu Dizka listu Sirka listu Sirka listu ]s:)llllfl\j:tia glfl\f:tia
(o) 2007 | (o) 2008 | (M) 2007 | (mm) 2008 | (mm) 2007 | (mm) 2008 | |G e

Koniz 1191,00 1314,67 139,03 128,97 65,90 62,33 567,00 566,00
1008 1352,33 1538,67 162,70 139,33 101,23 89,30 486,67 427,50
Olpir 1490,33 1687,00 160,43 129,37 9427 79,23 505,67 438,00
Golden Giant 1695,33 1733,00 179,40 129,90 101,53 72,73 571,33 436,00
Annapurna 1819,33 1874,33 133,57 115,70 79,27 67,73 682,00 590,67
Burgundy 1520,00 1702,67 153,87 121,27 84,93 68,67 564,67 442,67
%;ZZ;EZS' 1131,00 1428,33 134,83 130,73 82,40 82,50 368,67 379,00
K-283 1182,67 1513,33 155,93 124,97 87,60 75,93 462,67 450,00
Plainsman 1684,00 1846,00 126,73 114,30 72,27 69,03 701,33 547,00
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Tabul'ka2: Hodnotenie morfologickych znakov laskavca v rokoch 2007 a 2008

ochlpenie | pigmentacia | pigmentacia . pigmentacia | tvar pritomnost hustota farba
Odroda . tvar listu . . pazusnych , - ] .
stonky stonky listu stopky sukvetia . ; sukvetia sukvetia
sukveti
Koniz nizke zelena zelend/ , elipsovity zelena 3 ano prostredny ruzova
purpurova
1008 nizke zelena zelena vajcovity zelena 2 ano husty zIta
Olpir nizke zelena zelena elipsovity zelena 2 ano prostredny ruzova
g?algfn nizke hneda zelena elipsovity zelena 2 ano prostredny hneda
Burgundy nizke purpurova purpurova elipsovity zelena 2 nie prostredny | purpurova
Love-lies . . . S . . . iic
bleeding nizke zelena zelena vajcovity zelena 2 nie husty zIta
K-283 nizke zelena zelena elipsovity zelena 2 ano prostredny zIta
Plainsman nizke purpurova zelena vajcovity zelena 2 nie prostredny | purpurova
Zaver

Vsetky pozorované odrody majii vzpriameny habitus rastliny, bez bo¢nych vetiev, bez tifiov a ihlic
v pazuchéach listov. Rozdielne je ochlpenie stonky, ktoré je zretelné u Golden Giant, Annapurna, Burgundy,
pigmentéacia stonky je zelena, iba pri odrode Burgundy ma purpurovi farbu a odroda Golden Giant ma hnedu
farbu. Listy st neochlpené, elipsovité az vajcovité, s celistvym okrajom, s napadnymi cievami, zelené, iba
Burgundy ma purpurové sfarbenie listov. Tvar stkvetia je vzpriamena metlina s kratkymi alebo dlhymi
vetvami, vacsinou husta, farba sukveti je zelend, zIta, hnedd a bordova. Semena st svetlé a okruhle. Ako
vidiet’ z tabul’kyl najvy$Sou odrodou v roku 2007 aj 2008 bola Annapurna, ktora pochadza z Himalaji. Pocas
celého vegetacného obdobia bola vyrazne vysSia v porovnani s ostatnymi odrodami. Je to vysokd a mohutna
odroda s najhrubSou stonkou, preto by bola vhodna na vyrobu bioplynu, alebo na krmovinarske ucely.
Najvicsiu dizku a $irku listov dosiahol Golden Giant (dizka 179,4 mm a §irka 101,53 mm) a druhou odrodou
s velkymi listami bola 1008, ktora je povolenou odrodou aj na krmovinarske ucely. Najdlhsie stkvetie
v tomto sledovanom obdobi mala americka odroda Plainsman (701,33 mm), ktord je povolenou
potravinarskou odrodou. Hodnotenim genetickych zdrojov sa zaoberal Varalakshmi (2004), ktory hodnotil
zeleninové druhy laskavca a zistil jeho velku variabilitu vo vyske rastlin (31-81,5 cm), dizke vetiev (5-58,3
cm), sirke listov (3-12 cm), dizke sukvetia (5-50 cm) a dizke kvitnutia (29-69 dni). Podl'a klasifikatora pre
genetické zdroje laskavca boli skimané i genetické zdroje v Cine a z hodnotenia boli doporu¢ené pre prax
vhodné genotypy pre tito klimaticki oblast (Wu akol., 2000). Zrnové typy, ktoré boli v Amerike
domestikované poskytujii vysoku urodu semien a st vhodné pre l'udski vyzivu. Zeleninové typy poskytuju
vysoku urodu biomasy a hmotu pre alternativne vyuzitie napriklad pre krmovinarske, alebo pre energetické
ucely (Mapes a kol., 1996).

Pod’akovanie. Tato praca bola podporovand Agentirou na podporu vyskumu a vyvoja na zéklade zmluvy
¢. VMSP - P - 0143 -09
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MIKROSATELITNI ANALYZA VARIABILITY POPULACI JITROCELE KOPINATEHO
(PLANTAGO LANCEOLATA L.) A JITROCELE VETSiHO (P. MAJOR L.)
MICROSATELLITE VARIABILITY ANALYSIS OF RIBWORT PLANTAIN (PLANTAGO
LANCEOLATA L.) AND COMMON PLANTAIN (P. MAJOR L.) POPULATIONS

Daniela CILOVA — Pavel VEJL — Martina MELOUNOVA — Jakub VASEK — Petr
SEDLAK — Sarka VASICKOVA

Two populations (each containing 30 genotypes) of Plantago major and Plantago lanceolata coming from the locality
Vinaricka Hora were assessed. Loci Pll 1, Pll 8 and PIl 11 were analysed at P. lanceolata population by SSR markers,
loci Pm3, Pm5 and Pm 11 at P. major, respectively. The presence of further alleles was observed at P. major population
in comparison to published data. Lower values of H, to H, was found at loci Pl 8, Pm3, and Pm5 which might be caused
by a space isolation and ongoing inbreeding. PIC and null allele frequency were estimated, too.

Key words: Plantago lanceolata, Plantago media, SSR, biodiversity

Uvod

Biodiverzita patii mezi zékladni rysy pfirozenych populaci. Biodiverzitu 1ze charakterizovat na zaklade¢
rozdilnych fenotypovych znakt, dle evoluce druhu, fylogenetického nebo kladistického ptistupu. Techniky
zaméfené na studium polymorfismt nukleovych kyselin piedstavuji vyznamny nastroj urceny pro studium
biodiverzity. Biodiverzita ma nesmirny vyznam nejen z pohledu adaptability biologického druhu, ale jeji Siie
hraje kli¢ovou roli procesu domestikace a nasledného §lechténi rostlin. Celed’ Plantaginaceae predstavuje
starobylou Celed’ fadu Plantaginales. Primitivnéj§i taxon, ze které¢ho se tato ¢eled’ vyvinula, neni znamy.
Jitrocel kopinaty (Plantago lanceolata L.) a jitrocel vétsi (Plantago major L.) predstavuji dva nejrozsifené;si
zastupce této Celedi. Jedna se o typické vétrosnubné druhy s hermafroditnimi kvéty, které se vyznacuji
protogynii. Prasniky jitrocele kopinatého jsou na rozdil od nenapadnych prasniku jitrocele vétsiho zbarveny
vyrazné zluté a slouzi jako atraktant pro opylovace — pestienky rodu Erystalis (Stelleman a Meeuse, 1976).
Jitrocel kopinaty 1 jitrocel vEtsi jsou vytrvald trsnaté byliny pochazejici z Evropy a Asie. V duasledku lidské
¢innosti patii dnes mezi kosmopolitni rostliny. Oba druhy jsou velmi proménlivé témét ve vSech znacich.
Variabilita se nejnapadnéji projevuje ve vzristu, odéni, velikosti a tvaru listd a velikosti klasd. Jitrocel
kopinaty 1 vétsi predstavuji druhy vyuzivané farmaceutickym primyslem i v lidovém 1écitelstvi. Mezi jejich
vyznamné ucinné latky patii slizy, glykosidy aukubin a katalpol, tfisloviny, kyselina citronova a
polyfenolické latky (Jurisi¢-Grubesic et al., 2005).

Mikrosatelitni DNA markery pfedstavuji v soucasnosti jednu z nejcastéji vyuzivanych metod populaéné
genetickych studii. Hale a Wolff (2003) identifikovali u P. lanceolata pét mikrosatelitnich lokust
vykazujicich polymorfismus u dvou populaci pochdzejicich z Velké Britanie a USA. Britska populace
vykazovala ve srovnani s americkou populaci vyssi stupen variability. Hale a Wolff (2003) neptedpokladaji
vyskyt nulovych alel ani u jednoho z hodnocenych lokust. Squirrell a Wolf (2001) nalezli u druhu P. major
rovnéz pét polymorfnich a kodominantnich mikrosatelitnich lokust. Pro své experimenty pouzili
sympatrickou populaci jitrocele vétsiho pochazejici z Italie.

Material a metody

Ekologicka charakteristika stanovisté hodnocenych populaci

Pro experimenty byly vybrany piirozené populace P. lanceolata a P. major rostouci na shodné lokalite
vykazujici ur€ity zptsob prostorové izolace od okolnich populaci. Jednalo se o nejspodnéjsi ¢ast opusténého
jamového etazového lomu narodni pamatky Vinaticka hora u Kladna ve stfednich Cechach. Vinaficka hora je
typickym stratovulkdnem. Plocha o pfiblizné velikosti 400 m” je pokryta vrstvou nezpevnéného tufitu a
¢edicové suté. Od okolnich porostt je oddélena kolmou 25 metr vysokou skalni bariérou. Bylinny porost je
minimalné seslapavan. P. lanceolata a P. major predstavuji pfevazujici druhy bylinného patra. Porost neni
spasan ani kosen. Vzdalenost mezi 30 nahodné vybranymi analyzovanymi rostlinami byla pfiblizn€ 1 m.

Mikrosatelitni analyzy

DNA byla izolovana pomoci DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen). U P. lanceolata byly hodnoceny lokusy
PIl1, PII8 a PlI11 pii pouziti primert podle Hale a Wolff (2003). U P. major byly hodnoceny lokusy Pm3,
PmS5 a Pml1 pfi pouziti primerd podle Squirrell a Wolf (2001). Reakéni smés o objemu 12,5 pl obsahovala
50 ng templatové DNA, 0,7 U Taq polymerazy (Fermentas) a 5 ug BSA. Koncentrace ostatnich komponent
PCR reakce byla nasledujici: 10 mM Tris-HCI (pH 8,8), 50 mM KCl, 0,08%, Nonidet P40, 1,5 mM MgSO,,
0,2 uM dNTP, 0,24 uM primer F, 0,24 uM primer R a 4 mM tetramethyl amonium oxalat (Top Bio).
Amplifikace probihala podle nasledujiciho schématu: 1x (95°C, 3 minuty), 35x (94°C 30 sekund, annela¢ni
teplota dle lokusu 40 sekund, 72°C 40 sekund), 1x (72°C 10 minut). Pro lokusy P11, PII§, Pl111 a Pm11 byla
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pouzita annelacni teplota 59°C, pro lokus Pm3 60°C a pro lokus Pm5 52°C. Polymorfismus markerd byl
detekovan s vyuzitim sekvencni elektroforézy Sequi-Gene II (Bio-Rad) modifikovanym postupem podle
Benbouza et al. (2006). Populaéni statistické parametry Hg, Hy a PIC vyhodnoceny programem Cervus 3.0
(Kalinowski, 2007).

Vysledky a diskuse

V tabulce 1 je uveden piehled zakladnich populacné genetickych parametrti pro ob€ hodnocené populace.
Z této tabulky vyplyva, Ze pocet alel je zavisly na analyzovaném lokusu. U P. lanceolata ziskané vysledky
odpovidaji experimentim Hale a Wolff (2003), kde u lokusu P11 bylo nalezeno 8 alel, u lokusu PII§ 13 alel a
u lokusu PII11 22 alel. Nami hodnocena populace P. major vykazovala vys$si spektrum alel oproti populacim,
které hodnotili Squirrell a Wolf (2001). Citovani autofi u lokusu Pm3 nalezli pouze 1 alelu a lokusii Pm5 a a
heterozygotnost populace P. major byla tudiz vyssi ve srovnani s udaji, které uvadeji Squirrell a Wolf (2001).
U populace P. lanceolata se heterozygotnost v lokusu PIl11 blizila Gdajim stanovenym pro tento lokus Hale
a Wolff (2003). V lokusech PII1 a PII8 vykazovala populace Vinatické hory vyrazné nizsi heterozygotnost ve
srovnani s americkou a britskou populaci, které hodnotili Hale a Wolff (2003). V tabulce 1 jsou uvedeny
rovnéz hodnoty pravdépodobnosti vyskytu nulové alely, které vychéazeji z frekvence nalezenych
homozygotti. Vzhledem k prostorové izolaci populaci obou druhii 1ze tyto interpretovat rovnéz jako dusledek
inbreedingu, ke kterému s velkou pravdépodobnosti po fadu generaci dochazi.

Tabulka 1: Populacné genetické parametry

Botanicky Pocet Zjisténd Otekdvand Pravdépodobnost
druh Lokus | detekovanych PIC heterozygotnost | heterozygotnost oskvt lové alel
ru vyskytu nulové alely
alel Ho Hg
Plantago Pll1 4 0,361 0,200 0,395 0,356
lanceolata PII8 13 0,794 0,433 0,822 0,305
30 rostlin Pll11 20 0,924 0,833 0,944 0,054
Plantago Pm3 8 0,713 0,433 0,763 0,261
major Pm5 6 0,646 0,233 0,698 0,508
30 rostlin | Pmll 9 0,666 0,633 0,707 0,042

Zavér

V ptispévku jsou prezentovany vysledky pilotnich studii polymorfismi mikrosatelitnich markert u
populaci P. lanceolata a P. major v Ceské republice. U kazdého druhu byla optimalizovéna detekce alel u 3
mikrosatelitnich lokusd. Zvoleny postup umoznil charakterizovat zakladni populacné genetické parametry.
Nizsi stupen zjisténé heterozygotnost u obou druhti je v souladu s hypotézou o prostorové izolaci populaci.

Podéekovdni. Prezentované vysledky byly ziskany za podpory grantového projektu MSM 6046070901.
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VPLYV PH PODY NA PRIEMERNU UTILIZACIU C-ZDROJOV A
METABOLICKU DIVERZITU AEROBNYCH BAKTERII V RIZOSFERE
GENETICKY MODIFIKOVANYCH RASTLIN LUCERNY SIATEJ
EFFECT OF SOIL PH ON AVERAGE METABOLIC RESPONSE AND
COMMUNITY METABOLIC DIVERSITY OF AEROBIC BACTERIA IN THE
RHIZOSPHERE OF TRANSGENIC ALFALFA

Natélia FARAGOVA — Juraj FARAGO

In laboratory conditions we evaluated the average C-source utilization patterns and metabolic diversity levels of
microbial communities in rhizospheres of transgenic alfalfa lines GTL4/404-1, GTL4/402-2 and A5-3-3 containing the
gene AMVcp-s coding for Alfalfa Mosaic Virus coat protein, and the non-transgenic counterpart SE/22-GT2. The plants
were grown in two types of soils, i.e. neutral (pH = 7.0) and acidic (pH = 4.0), and the biochemical analyses (average
metabolic response, AMR, and community metabolic diversity, CMD) were performed using the Biolog™ microtiter
plates for Gram-positive and Gram-negative bacteria, respectively. Statistically significant differences between non-
transgenic control plants and transgenic lines containing the AMVcp-s were detected for the line GTL/404-1 in metabolic
diversities of microorganisms (CMD) and average C-source utilization patterns (AMR) in neutral soil, for GTL/402-2 in
CMD and AMR in neutral soil and in AMR in acid soil, and for A5-3-3 in AMR in neutral soil. The functional densities of
bacteria and the levels of C-source utilization of the rhizosphere communities increased proportionally with time in all
the lines of alfalfa grown in both types of soil, respectively.

Key words: aerobic bacteria, ,average metabolic response ,community metabolic diversity, genetically modified alfalfa

Uvod

Predpoklada sa, ze vbudicnosti budi geneticky modifikované plodiny hrat’ doélezitd ulohu
v pol'nohospodarskej produkcii. Mnohé ztychto geneticky modifikovanych rastlin m6ézu mat odlisné
korenové exudaty, ktoré nasledne mézu ovplyvnit' mikrobialne spolocenstva rizosféry. Zmena v zloZeni
korenovych exudatov méze pozmenit’ aj poddnu biocendézu (O'CONNELL a kol., 1996). Preto sa v sucasnosti
venuje vel'ké usilie vyvoju metéd na posudenie potencialnych u€inkov geneticky modifikovanych rastlin na
biotické a abiotické environmentalne charakteristiky (CUSTERS, 2001; CONNER a kol., 2003; DAVIES,
2003; CORPILLO akol., 2004). Jednou zuloh pre naplnenie tychto poziadaviek je aj determindcia ¢i
geneticky modifikované a izogénne nemodifikované rastliny maju jedinecné bakteridlne populécie rizosféry
spojené s nimi a zistit’ potencial G¢inku genotypu transgénnych rastlin na homeostazu podneho ekosystému
(O'CALLAGHAN a GLARE, 2001; GERMIDA, 2004).

Material a metédy

Rastlinny material:

1.) geneticky modifikované klony lucerny siatej (Medicago sativa L.), pochadzajice z vysokoregenerujiceho
genotypu Rg 9/1-14-22, izolovaného z odrody Lucia (FARAGO akol., 1997) s vnesenym génom AMVcp-s
pre plastova bielkovinu virusu mozaiky lucerny (KUDELA a kol., 1995): GTL4/404-1, GTL4/402-2 a A5-3-
3

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

Biochemické analyzy vyuzitim systému Biolog™ (USA):

1.) priemerna respirac¢na aktivita C-zdrojov mikroorganizmov (AMR)

2.) metabolicka diverzita mikrobialnych spolocenstiev (CMD).

Vysledky a diskusia

Pri hodnoteni metabolickej diverzity mikrobidlnych spolocenstiev (CMD) a priemernej utilizacie C-
zdrojov mikrobidlnou komunitou (AMR) v rizosfére geneticky modifikovanych klonov lucerny s vnesenym
AMVcp-s génom a ich parentalnych nemodifikovanych linii, pestovanych v neutralnej (pH = 7) i kyslej (pH =
4) pode, boli potvrdené Statisticky vyznamné rozdiely medzi pouzitymi variantami pddy (sterilny
a nesterilny), typom platni¢ky (pre grampozitivne a gramnegativne baktérie), meraniami (v 24-hodinovych
intervaloch) a jednotlivymi genotypmi (ANOVA, p< 0,01, p< 0,001).

V neutralnej pode bola metabolicka diverzita mikroorganizmov vyssia o 19 % a priemerna utilizacia C-
zdrojov az 054 % v porovnani s kyslou pddou. V oboch pddnych substratoch bola zaznamenana vyssia
metabolicka diverzita aj utilizacia zdrojov C v substrate oSetrenom pred vysadbou sterilizaciou. V neutralnej
pdde sa najvys$im poctom substratov utilizovanych mikrobialnymi spoloCenstvami a taktiez aj priemernou
respirdciou C-zdrojov  vyznacovali nemodifikované klony SE/22-GT2 av kyslej pode zasa genotyp
s vnesenym AMVcp-s génom GTL4/404-1. Statisticky vysoko preukazné rozdiely v priemernej respiracii C-
zdrojov a metabolickou diverzitou boli detekované medzi gramnegativnymi a grampozitivnymi baktériami
(ANOVA, p< 0,001). Gramnegativne baktérie sa vyznacovali o 54 az 143 % vyS$Sou metabolickou diverzitou
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mikrobialnych spolocenstiev rizosféry ako grampozitivne bakterialne spolocenstva v rizosfére bez ohl'adu na
podny substrat. V kyslej pdde sa zvysila priemernd utilizacia C-zdrojov gramnegativnymi baktériami o 166
% v porovnani s grampozitivnymi baktériami. Funkéna hustota mikrobialnych spolocenstiev a utilizacia C-
zdrojov sa zvySovala priamoUmerne s c¢asom bez ohladu na podny substrat v rizosférach vsetkych
sledovanych transgénnych a netransgénnych klonov lucerny.

Metabolicka diverzita mikroorganizmov v rizosfére transgénneho klonu GTL4/404-1 bola v porovnani
s netransgénnou kontrolnou liniou nizsia o 7 % v neutralnej pdde a vysSia o 1 % v kyslej pode. Podobne aj
priemerna respiracia v rizosfére tohto klonu bola v neutralnej pdde znizend o 22 % a v kyslej pode o 3 %
vys§ia oproti geneticky nemodifikovanému klonu. Statisticky preukazné rozdiely v oboch sledovanych
charakteristikdch medzi transgénnym klonom GTL4/404-1 a netransgénnou izogénnou kontrolou boli
detekované len v neutralnej pode (ANOVA, p< 0,05).

V rizosfére geneticky modifikovaného klonu GTL4/402-2 bola metabolicka diverzita mikroorganizmov
v porovnani s nemodifikovanym klonom SE/22-GT2 znizend o 14 % v neutralnej ao3 % v kyslej pode.
Rizosféra klonu GTL4/402-2 sa vyznacovala nizSou utilizadciou C-zdrojov o0 19 % v neutradlnej ao 8 %
v kyslej pdde oproti rizosférnej aktivite geneticky nemodifikovaného klonu. V neutralnej pdde boli Statisticky
preukazné rozdiely medzi rizosférami tychto dvoch klonov pozorované aj pri funkénej hustote mikrobialnych
spoloCenstiev, aj pri priemernej utilizacii C-zdrojov (ANOVA, p< 0,001). V kyslom poédnom substrate sa pri
porovnani rizosfér tychto klonov potvrdili Statisticky vyznamné rozdiely iba pri utilizacii C- zdrojov
(ANOVA, p< 0,05).

Hoci bola sledovana nizsia funkéna hustota mikroorganizmov v rizosfére klonu A5-3-3 oproti rizosfére
netransgénnej kontroly v neutralnej (o 7 %) aj kyslej pode (o0 0,1 %), Statisticky neboli tieto rozdiely
potvrdené. Priemerna utilizacia C-zdrojov v rizosfére klonu A5-3-3 bola v neutralnej pdde nizsia 09 %
av kyslej pode vyssia 00,1 % v porovnani s rizosférou netransgénnej kontroly. Variabilita utilizacie C-
zdrojov medzi transgénnym klonom A5-3-3 a netransgénnym klonom SE/22-GT2 bola Statisticky vyznamne
potvrdena len v neutralnej pode (ANOVA, p< 0,05).

V mnohych pracach boli zistené rozdiely v mikrobiologickych charakteristikdich pod medzi pédami
s vysiatymi transgénnymi alebo kontrolnymi rastlinami, hoci velky pocet Studii nenaSlo ziadne vplyvy.
V niektorych stadiach boli zistené vplyvy porovnavané s tymi, ktoré boli sposobené environmentalnymi
faktormi alebo inymi druhmi plodin a ¢asto bolo konstatované, zZe tieto faktory maju vacsi vplyv na
mikrobiologické charakteristiky pdd, nez geneticky modifikovana vlastnost. Vplyvy st ¢asto obmedzené na
rizosféru transgénnych rastlin alebo k ¢asovému useku, ked” boli tieto rastliny pritomné, a navySe mnoho
tychto opisanych vplyvov bolo zaloZzenych na analyzach symbiotickych mikroorganizmov, ktoré ziju
v blizkej asociacii s rastlinami, ako napr. mykorizne huby alebo endofytické baktérie. Vplyv na tieto
mikroorganizmy asociované s rastlinami moéze byt nevyhodny pre plodinu samotni a moéze preto
reprezentovat’ potencidlne ekonomické obmedzenie pre vyuzivanie tejto plodiny, skér nez nebezpecenstvo
pre ekosystém. NavySe vel'a z ndjdenych vplyvov bolo ¢asovo aj priestorovo obmedzenych, a preto mozu
potencialne ovplyviiovat’ samotnu transgénnu plodinu. Tieto zavery vSak predstavuju hypotézy, zalozené na
dostupnych udajoch a vyzaduju vedecké vyhodnotenie v budicich experimentoch a pri monitoringu poli
vysadenych geneticky modifikovanymi plodinami. Vysledky mnohych §ttdii naznacuju, ze nastroje pre
citlivi detekciu zmien v mikrobiadlnych charakteristikach pdd su dostupné, ukazuju vsak tiez, ze v stcasnosti
je velmi tazké az nemozné stanovit, ktoré zmeny v tychto charakteristikich moézu predstavovat
neakceptovatelné poskodenie pre podne systémy. Definicia a identifikacia indikatorov, ktoré kvantitativne
reprezentuju kvalitu pédy alebo poSkodenie pddy bude jednou z velkych vedeckych vyziev pre podnu
ekologiu v blizkej budicnosti. Analyzy mikrobialnych spoloéenstiev pddy sich rozmanitymi funkciami,
mdze prispiet’ k identifikécii takychto indikatorov, ktoré potom mézu byt pouzité pre Specificku diagnostiku
a hodnotenie poskodeni podnych systémov (WIDMER, 2007).

Zaver

Statisticky vyznamé rozdiely medzi netransgénnymi parentilnymi liniami a transgénnymi klonmi
obsahujicimi AMVcp-s gén boli zachytené pri GTL4/404-1 (v metabolickej diverzite mikroorganizmov
apriemernej utilizacii C- zdrojov len v neutralnej pdde), GTL4/402-2 (v metabolickej diverzite
mikroorganizmov a priemernej utilizacii C- zdrojov v neutralnej pdde a pri utilizacii C-zdrojov v kyslej
pode) a pri A5-3-34 (v priemernej utilizacii C- zdrojov len v neutralnej pode). Funkéna hustota rizosférnych
baktérii aich utilizacia C-zdrojov sa zvySovala priamoumerne s ¢asom pri vSetkych sledovanych klonoch
lucerny, pestovanych v oboch pestovatel'skych substratoch.
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VPLYV PH PODY NA POCETNOST AEROBNYCH MIKROORGANIZMOV
V RIZOSFERE GENETICKY MODIFIKOVANYCH RASTLIN LUCERNY
SIATEJ
EFFECT OF SOIL PH ON ABUNDANCE OF AEROBIC MICROORGANISMS IN
THE RHIZOSPHERE OF TRANSGENIC ALFALFA PLANTS

Natélia FARAGOVA — Juraj FARAGO

In this study, we evaluated the abundance of microbial communities in the rhizosphere of transgenic alfalfa plants
containing the AMVcp-s gene coding for Alfalfa Mosaic Virus coat protein. Transgenic plants of three lines, GTL4/404-1,
GTL4/402-2 and A5-3-3, as well as of the non-transgenic control line SE/22-GT2, were grown in two types of soils,
neutral (pH = 7.0) and acidic (pH = 4.0), respectively, in a climatic room. Selective culture media were used for
microbiological analyses. Statistically significant differences between transgenic lines of alfalfa containing the AMVcp-s
gene, and the isogenic control line SE/22-GT2 were detected in abundances of actinomycetes (for line GTL4/404-1),
cellulolytic bacteria (A5-3-3), rhizobia (GTL4/402-2) and number of bacterial spores (GTL4/402-2) in neutral soil, and
of actinomycetes (for line GTL4/404-1), cellulolytic bacteria (GTL4/404-1 and A5-3-3), nitrifying bacteria (GTL4/404-1),
denitrifying bacteria (A5-3-3) and total number of colony-forming units of microorganisms (GTL4/402-2) in acid soil,
respectively.

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

Uvod

Vicsina studii, tykajucich sa potencidlnych rizik pestovania geneticky modifikovanych rastlin, bola
zamerana hlavne na ,nadzemné* vplyvy, hoci vplyv transgénnych plodin na mikrobialne spolocenstva
a procesy v pdde st dolezitym kIi¢om fungovania ekosystému. Podl'a LYNCH a kol. (2004) to méze byt
spdsobené tym, ze vplyvy na podnu biotu st len tazSie analyzovate'né. Mikroorganizmy st dominantnymi
p6dnymi organizmami, zodpovednymi za funkcie ako cyklus Zivin a ich dekompozicia, priame a nepriame
interakcie srastlinami avplyv na vegetatni dynamiku (BRUINSMA akol., 2003). Zakladnou
mikrobiologickou metdédou zameranou na kvantitativnu charakteristiku mikroorganizmov je kultivacna
metoda alebo metodda najpravdepodobnejSieho poctu. Metdda sa spol’ahlivo vyuZziva na detekciu Specifickych
podnych mikroorganizmov ako symbiotické N,-fixujuce baktérie, mikroorganizmy rozkladajuce rozne
organické substraty, nitrifikacné baktérie apod. aposkytuje jednoduchy a uzitocny prostriedok na
identifikaciu a charakterizaciu zmien Specifickych skupin mikroorganizmov v rizosfére rastlin (BRUINSMA
a kol., 2003; DONEGAN a kol., 1995; SAXENA a STOTSKY, 2001; WU a kol., 2004).

Material a metody

Rastlinny materiél:

1.) geneticky modifikované klony lucerny siatej (Medicago sativa L.), pochadzajice z vysokoregenerujiceho
genotypu Rg 9/1-14-22, izolovaného z odrody Lucia (FARAGO a kol., 1997) s vnesenym génom AMVcp-s
pre plastova bielkovinu virusu mozaiky lucerny (KUDELA a kol., 1995): GTL4/404-1, GTL4/402-2 a A5-3-
3

2.) vychodiskovy nemodifikovany klon: SE/22-GT?2.

Mikrobiologické analyzy:

1.) pritomnost’ Azotobactera v pode na Ashbyho agare agregatovou metdédou vyjadrenim fertilnych zrnieGok
z celkového poctu v %

2.) celkovy pocet aerébnych mikroorganizmov tvoriacich koléonie na Thortonovom agare vyjadrenim poctu
koloénietvoriacich jednotiek (KTJ) v prepocte na 1 g susiny pody

3.) pocetnost’ celulolytickych baktérii vyuzitim filtracného papiera ako zdroja uhlika v Zivhom médiu
vyjadrenu v KTJ/ 1 g susiny pody

4.) pocetnost’ amoniza¢nych baktérii kultivovanych na MPA (mésovopeptéonovy agar) v KTJ/ 1 g suSiny
pody

pocetnost’ nativnych rizobii na selekénom zivnom médiu (Biomark Laboratories) v KTJ/ 1 g suSiny pody

5.) pocetnost’ nitrifikaénych a denitrifikacnych baktérii v KTJ/ 1 g suSiny pody

6.) mnozstvo bakterialnych spor po pasterizacii vzorky v KTJ/ 1 g susiny

7.) pocetnost’ aktinomycét na selekénom zivnom médiu (Biomark Laboratories) v KTJ/ 1 g suSiny pody

8.) pocetnost’ mikromycét kultivovanych na Czapek-Doxovom agare v KTJ/ 1 g suSiny pdody.

Vysledky a diskusia

Variabilita pocetnosti vybranych skupin mikroorganizmov bola Statisticky vyznamne podmienena
pouzitym substratom pri amonizaénych baktériach, celkovom pocte koldnietvoriacich mikroorganizmov,
celulolytickych baktériach, rizobiach, aktinomycétach a mikromycétach v rizosfére pochadzajucej
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z neutralnej pody apri amonizaénych baktériach acelkovom pocte mikroorganizmov v kyslej pode
(ANOVA, p< 0,001, p< 0,05).

Kultivaciou rastlin lucerny v neutralnej pode sa zvysila pocetnost’ amonizaénych a rizobialnych baktérii,
mnozstvo bakterialnych spor, aktinomycét a mikromycét v porovnani s predkultivaénym rozborom. V kyslej
pode bolo v rizosfére klonov lucerny zaznamenané zvySenie pocetnosti rovnakych kultivaénych skupin
s vynimkou celulolytickych baktérii a aktinomycét.

Pritomnost” Azotobacter spp. bola zistena len v rizosfére rastlin, bez ohl'adu na geneticki modifikaciu,
pestovanych v nesterilnej pdde, pricom najviac fertilnych zrniecok (43 %) zcelkového poctu bolo
pozorovanych pri nemodifikovanych klonoch SE/22-GT-2 v neutrdlnej pode a pri transgénnych klonoch
s AMVcep-s génom GTL4/402-2 (15 %) v kyslej pode.

Rizosféra geneticky nemodifikovanych linii pestovanych v neutrdlnej pode sa vyznacovala vysSSou
pocetnostou amonizaénych baktérii a kolonietvoriacich mikroorganizmov v porovnani s rizosférou
transgénnych klonov. Pocetnost amonizacénych baktérii pozorovand v kyslej pode v rizosfére linie
GTL4/404-1 presiahla celkovy priemer o 21 %.

Rizosféra selektované¢ho klonu AS5-3-3 sa vyznaCovala zvySenymi pocetnostami rizobii, mikromycét
a celkového poctu kolodnietvoriacich mikroorganizmov v kyslom pddnom substrate a celulolytickymi
a denitrifikacnymi baktériami v neutralnej pdde v porovnani s ostatnymi sledovanymi klonmi.

V kyslej pode sa najvyssou pocetnost'ou rizobialnych baktérii vyznacovala rizosféra selektovaného klonu
A5-3-3 (0 15 % viac v porovnani s celkovym priemerom). V neutralnej pdde sa najviac rizobii izolovalo
z rizosféry klonu GTL4/402-2, ato o130 % viac oproti celkovému priemeru. Z neutralnej pddy sa
vyizolovalo niekol’konasobne viac rizobii a aktinomycét ako z kyslej pody, avSak kyslad pdda obsahovala
0 442,14 KTJ.10™ na gram suchej pddy viac mikromycét.

Ak porovname rizosféru geneticky modifikovaného klonu lucerny GTL4/404-1 s izogénnou
nemodifikovanou liniou SE/22-GT2 zistime, Zze vyssie pocetnosti dosahovala v mnozstve bakterialnych spor,
nitrifikaénych a rizobialnych baktériach, aktinomycétach a mikromycétach v neutralnej pdde a v celkovom
pocte kolonietvoriacich mikroorganizmov, amonizacnych, celulolytickych a denitrifikacnych baktériach
v kyslej pode. Avsak Statisticky vyznamné rozdiely medzi transgénnymi a netransgénnymi klonmi (ANOVA,
p< 0,001, p< 0,01, p< 0,05) boli pozorované len pri aktinomycétach v neutralnej pdde a aktinomycétami,
celulolytickymi a nitrifikaénymi baktériami v kyslej pode.

Pocetnosti mikroorganizmov v rizosfére geneticky modifikovaného klonu GTL4/402-2 prevysili pocet
KTJ v porovnani s nemodifikovanou liniou SE/22-GT2 az na amonizacné, celulolytické a denitrifikacné
baktérie acelkovy pocet kolonietvoriacich mikroorganizmov v neutralnej pdde aamonizacnych,
celulolytickych, denitrifikaénych baktérii, rizobii a mikromycét v kyslej pode. Statisticky vyznamna
variabilita medzi tymito klonmi (ANOVA, p< 0,001, p< 0,05) bola potvrdena v mnozstve bakterialnych spor
arizobii v neutralnej pode amnozstve bakteridlnych spér acelkovom pocéte kolonietvoriacich
mikroorganizmov v kyslej pode .

V rizosfére geneticky modifikované¢ho klonu A5-3-3, pestovaného v neutrdlnej pode, bola v porovnani
s kontrolnou nemodifikovanou liniou vys$sia pocetnost celulolytickych, denitrifikaénych, nitrifikacnych
baktérii a aktinomycét, Statisticky preukazné rozdiely sa prejavili len pri celulolytickych baktériach
(ANOVA, p< 0,05). V kyslej pdde v rizosfére transgénneho klonu AS5-3-3 bola v porovnani s rizosférou
netransgénneho klonu zvySena pocetnost’ vsetkych kultivanych skupin mikroorganizmov, okrem
aktinomycét, nitrifikacnych a denitrifikaénych baktérii, pricom S$tatisticky vyznamné rozdiely boli
zaznamenané pri celulolytickych a denitrifikacnych baktériach (ANOVA, p< 0,01, p< 0,05).

V sucastnosti sa daji rozoznat tieto dva druhy scendrov, v ktorych transgénne plodiny mézu mat’ vplyv
na mikrobialne spolo¢enstva v rizosfére a okoloitej pode:

1. ked’ struktarne a funkéné zlozenie podnych mikrobidlnych spolocenstiev v blizkosti korenov sa meni
ako vysledok odlisnej exudacie korenov alebo transgénneho produktu s antifungalnymi, antibakterialnymi
alebo inymi aktivitami,

2. ked’ bakterialne populacie rizosféry mézu byt schopné prijat’ a stabilne zabudovat transgénnu rastlinni
DNA, zvlast’ gény pre rezistenciu k antibiotikdm, pouzivané ako markery v transgénnych plodinach.
Srachtenie klasickymi metodami, ako aj transgénna modifikacia, mozu vplyvat' na $truktirnu a funként
diverzitu mikrobialnych spolocenstiev rizosféry prostrednictvom napr. odliSnej morfologie a fyziologie
korenov a exudaciou rastliny, a tak mézu vplyvat na vyvazenost’ mikroorganizmov uzitocnych a skodlivych
pre rastlinu (LYNCH a kol., 2004).

Zaver

Statisticky vyznamné rozdiely medzi geneticky modifikovanymi klonmi lucerny siatej s vnesenym
AMVcp-s génom a izogénnymi nemodifikovanymi liniami SE/22-GT2 v pocetnostiach kultivacnych skupin
boli sledované medzi aktinomycétami (GTL4/404-1), celulolytickymi baktériami (A5-3-3), rizobiami
(GTL4/402-2) av mnozstve bakteridlnych spor (GTL4/402-2) v neutrdlnej pdde a aktinomycétami
(GTL4/404-1), celulolytickymi baktériami (GTL4/404-1a A5-3-3), nitrifikacnymi baktériami (GTL4/404-1),
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denitrifikaénymi baktériami (A5-3-3) a v celkovom pocte kolonietvoriacich mikroorganizmov (GTL4/402-2)
v kyslej pode.
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TECHNOLOGICKA KVALITA VYBRANYCH EUROPSKYCH ODROD
PSENICE LETNEJ
TECHNOLOGICAL QUALITY OF CHOSEN EUROPEAN VARIETIES
OF BREAD WHEAT

Sotia GAVURNIKOVA — Pavol HAUPTVOGEL — Cubomir MENDEL — Katarina
ZIRKELBACHOVA — Magdaléna BIELIKOVA

In this study, we analysed 96 genotypes of wheat, especially from European origin. We determined protein content, wet
gluten content, sedimentation index (Zeleny), falling number and rheological properties of dough by farinograph. Wheat
origin from Russia, Ukraine, Austria, Hungary and Italy show the highest values of wheat technological quality.

Key words: wheat, genetic resources, technological quality

Uvod

Technologicka kvalita je vSeobecny faktor, ktory zvysSuje Uzitkovl hodnotu zrna obilnin a urcuje jeho
dalsie vyuzitie, pricom je v zavislosti na jeho chemickom zlozeni (Hauptvogel a kol., 2003). Eurdpske
odrody psenice, ktoré vznikli kombinaciou prirodnej selekcie a selekcie vykonanej pestovatelmi, maja
niektoré vzacne vlastnosti, ktoré mézu vyznamne prispiet’ k zlepSeniu novych chlebovych odrdd a rozsireniu
ich diverzity. Eurdpske krajové a staré odrody reprezentuji vel'mi hodnotnu ¢ast’ genetickej zasoby, pretoze
pokryvaji najvacsiu Cast’ vnltrodruhovej genetickej diverzity plodin (Dotlacil, Hermuth, Stehno, 2003).

DoterajSie poznatky ukazuju, ze vysledky stadia genofondu moézeme spolahlivo vyuzit' pri znakoch s
nizkou interakciou s prostredim. Pri ¢asti biologickych znakov, z ktorych niektoré spolu urcuju hospodarsky
charakter a vyznam odrody, je potrebné vyuzivat vysledky hodnotenia z domadcich ekologickych
podmienok, najlepSie z oblasti, kde sa zdroje §lachtitel'sky vyuzivajl, alebo sa predpoklada ich vyuzitie pre
praktické pestovanie. Potrebné je zdoraznit, ze mame niekol’ko skupin ceredlnych vyrobkov, ktoré si
vyzaduju Specifické vlastnosti. Kvalitné pekarske, cukrarske, pecivarenské a cestovinarske vyrobky ziskame
najmi z kvalitného biologického materidlu vytvoreného v §l'achtitel'skom procese.

Cielom prace bolo hodnotit’ technologickli kvalitu genotypov pSenice a zistit' vplyv krajiny povodu
tychto genotypov na jednotlivé hodnotené technologické parametre.

Material a metédy

Hodnotili sme stbor 96 genotypov pSenice letnej f. ozimnej (Triticum aestivum L.) z hladiska
technologickych vlastnosti. Sledované genotypy boli pestované v Borovciach vo vegetatnom obdobi
2007/2008. Subor genetickych zdrojov pozostaval prevazne z eurdpskych odrdd pSenice, 5 genotypov
pochadzalo z USA. Vybrané genotypy sme zaélenili do 7 skupin podla krajiny povodu. Clenenie skupin bolo
nasledovné: 1. skupina — Belgicko, Nemecko, Holandsko (14 genotypov), 2. skupina — Dansko, Velka
Britania (11 genotypov), 3. skupina — Cesko, Pol'sko, Slovensko ( 13 genotypov), 4. skupina — Spojené 3taty
americké (5 genotypov), 5. skupina — Rusko, Ukrajina ( 7 genotypov), 6. skupina — Rakusko, Mad’arsko,
Taliansko (22 genotypov), 7. skupina — Franctizsko (24 genotypov).

Kvalitativne parametre sme stanovovali podl'a nasledovnych metdd: obsah bielkovin, obsah mokrého
lepku a sedimenta¢ny index boli stanovené infracervenou spektroskopiou na pristroji NIRS system 6500,
¢islo poklesu podl'a STN ISO 3093, farinografické ukazovatele (vdznost vody, vyvin cesta, stabilita cesta,
méknutie cesta, farinografické ¢islo kvality) podl'a ICC—Standard Nr. 115/1.

Statisticky sme stubor vyhodnotili analyzou rozptylu a LSD testom programom Statistika (Stat Soft) .

Vysledky a diskusia

Medzi vel'mi vyznamné parametre technologickej kvality pSenice patri obsah bielkovin, nakol’ko podl'a
ich obsahu sa posudzuje kvalita zrna. Obsah bielkovin z pohl'adu mnozstva je kvantitativny polygénny znak,
pricom jeho syntézu je podmienena agroekologickymi podmienky prostredia. Obsah bielkovin je uzkom v
kladnom vztahu k objemu peciva. Lepok ma viskoelastické vlastnosti, ktoré v procese kysnutia umoziuju
zadrzovat' oxid uhlic¢ity a tym zvySovat objem peciva. Lepok podmienuje reologické vlastnosti cesta a
charakterizuje silu muky.

Z analyzy rozptylu vyplynul vysoko preukazny vplyv jednotlivych skupin genotypov na reologické
vlastnosti cesta (vdznost' vody, stabilita cesta, méknutie cesta, ¢islo kvality) a preukazny vplyv skupin
genotypov na obsah bielkovin a na hodnoty ¢isla poklesu (tabulka 1).

Tabulka 2 udava priemerné, maximalne a minimalne hodnoty sledovanych parametrov v prislusnych
skupinach genotypov a vyhodnotenie LSD testu. Zo sledovanych skupin, skupiny €. 5 a 6, ¢o boli genotypy ,
ruského (Delta, Echo, Juna, Knyzhna, Lira a Moldavska L 1052), ukrajinského (Mirleben), rakiskeho
(Adam, Augustus, Bonitusm, Danubius, Dominus, Edison a Exquisit), mad’arského (GK Kalaka, KO-IN, MV
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Kodmon a MV Suveges) a talianskeho (Ariete, Conte Marzotto, Dorico, Genio, Glutinoso, Golia, Lampo,
Libellula, Mieti, Pippo a Villanova) pdvodu, vykazovali najvysSie hodnoty zo vsetkych sledovanych
parametrov.

Vel'mi vysoké hodnoty farinografického ¢isla kvality mali odrody Exquisit (191), Delta (163),
Passarinho (148), Lira (138), Bardotka (133) Knyzhna (125) a Astella (120). Velmi nizku hodnotu
farinografického cisla kvality mali odrody Witington (29) a Vercors (22).

Zaver

V zavere mozeme konstatovat’, Ze na technologickt kvalitu pSenice maju vplyv genotypy aj na zaklade
ich krajiny povodu. Najviac krajina povodu psenic ovplyviiovala reologické vlastnosti cesta, hodnoty obsahu
bielkovin a ¢isla poklesu. PSenice pochadzajuce z Rakuska, Mad’arska, Talianska, ale aj Ruska a Ukrajiny,
vykazuji najvyssie hodnoty technologickych parametrov.
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Tabulka 1: Analyza rozptylu sledovanych parametrov genetickych zdrojov pSenice

Parameter Zdroj variability d.f. F P
Obsah bielkovin skupina 6 2,34 +
Mokry lepok skupina 6 0,581 -
Sedimentacny index skupina 6 0,901 -
Cislo poklesu skupina 6 2,687 +
Viznost’ vody skupina 6 4,21 ++
Vyvin cesta skupina 6 2,1473 -
Stabilita cesta skupina 6 4,6461 ++
Maknutie cesta skupina 6 4,3418 ++
Farinografické Cislo kvality skupina 6 4,7992 ++

d.f. — stupne volnosti, F — vypocitana F- hodnota, P — vplyv faktora preukazny na hladine o = 0,05 alebo o =
0,01

Tabulka 2: Priemerné, miniméalne a maximalne hodnoty sledovanych kvalitativnych parametrov,
vyhodnotenie LSD testu, o= 0,05

Skupina N Opsah bielkoyin (%) Mokry lepgk (%) S'edimentaény index (ml)
priemer | min | max | priemer | min | max | priemer min max

1.BEL-DEU-NLD | 14| 140b [122]155| 282 21 |353 51 35 66
2. DNK-GBR 11| 13,5ab [ 12,3 ]151 | 26,5 |229]30,5 48 33 66

3.CZE-POL-SVK |13] 132a 12 | 14,2 27 19,6 | 35,9 54 43 71
4. USA 5] 138ab | 122|152 | 27,6 |20,8]348 46 28 62
5. RUS-UKR 7 132a | 12,1] 14 28,9 | 26,1337 50 36 69
6. AUT-HUN-ITA [22| 14,0b 13 1166 | 283 223386 55 33 78
7. FRA 24| 13,6ab | 123]154| 26,8 19,3369 52 37 66
Cislo poklesu (s) Viznost vody (%) Farinografické ¢islo kvality

1.BEL-DEU-NLD | 14| 377 abc | 323 | 415 |57,2ab | 53,3 | 60,3 48 ¢ 29 71
2. DNK-GBR 11| 379 abed | 263 | 437 |57,7ab | 48,8 | 62,5 51 ac 33 108
3.CZE-POL-SVK |13] 370ab | 319 | 419 |56,2a 532 61 72 ab 32 120
4. USA 5 337 a 235 | 418 |56,5ab | 53,6 | 60,1 68 abc 33 117
5. RUS-UKR 7 420d | 363 | 461 [59,1bc | 53 | 62 112d 53 163
6. AUT-HUN-ITA |22 | 393 bed | 248 | 503 | 60,6 c 54,8 70 81b 39 191
7. FRA 24| 402cd | 358 | 461 |58,2ab | 52,7624 71 ab 22 148

n — pocet genotypov
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IN VITRO REGENERACIA LASKAVCA (AMARANTHUS SP.)
IN VITRO REGENERATION OF AMARANTH (AMARANTHUS SP.)

Andrea HRICOVA — Gabriela LIBIAKOVA — Pavol MUDRY — Alena GAJDOSOVA

Research in amaranth cultivation and breeding has been reinitiated as part of the recent renewed interest in nutritional
and economic potential of underutilized crops. The goal of the research was to improve in vitro regeneration system of
specific amaranth genotypes in order to benefit the conventional and /or molecular plant breeding work. The genotypes
selected for the work were Amaranthus cruentus genotype ‘Ficha’ and hybrid K-433. To improve the in vitro
regeneration and multiplication system different explants and plant hormone combinations were tested. The great
capacity of amaranth explants to form callus and low shoot multiplication response suggest that most probably high
endogenous auxin level occurs in the tissue and therefore either higher cytokinin : auxin rate or stronger cytokinin type,
i.e. TDZ, in a higher concentration is required for multiple shoot formation.

Key words:amaranth, in vitro regeneration, plant hormone

Introduction

Neglected and under-utilised species, among them amaranth belongs, have either not been, or have only
marginally been, the subject of research. As a consequence, they cannot compete with improved cultivars of
the major crops upon which global food production is essentially based. However, these species have
potential for contributing to food security for a growing human population, income generation and poverty
alleviation. They can markedly contribute to the protection of agricultural sustainability, biodiversity and to
renewable energy sources. They are often low-input crops with tolerances to drought, salinity, high
temperature, adapted to marginal lands with low-quality soils.

To improve the quality and quantity of production in neglected species, it is necessary to apply and adapt
existing technology, already developed for major crops. The use of emerging biotechnology techniques, such
as in vitro culture and gene transfer techniques, will facilitate evaluation and exploitation of the genetic
reservoir of neglected and under-utilised species, the introduction of novel characters and unique genes of
agronomic interest and will also help to unravel the genetic determinism of several stress resistance
responses.

Materials and Methods
The putative mutant lines of Amaranthus cruentus genotype ‘Ficha’ and hybrid K-433 with increased
seed size obtained after y radiation were selected for the study.

In vitro cultivation

For establishment of in vitro cultures the different explants of 10 day-old seedlings were used.

Seed were sterilized by treatment with 30 % SAVO (commercial bleach) with 3 drops of Tween 20 for 5
min, followed by washing with sterile distilled water for 3 x 15 min.

Seeds germinated under sterile conditions in Erlenmayer flasks containing the Murashige and Skoog
(1962) basal medium with MS vitamins (Duchefa) supplemented with 20 g 1" sucrose and solidified with
0.8% Phyto agar.

In the first experiment the initial explants - epicotyls with cotyledons, hypocotyl and root segments 10
mm in length from 10 day-old seedlings were cut and cultivated horizontally on MS medium containing 30 g
1" sucrose and 8 g I'' Phyto agar at pH 5.7-5.8. The following combinations of plant growth regulators were
added to this medium with the aim to study their influence on shoot induction: BAP, zeatin and TDZ in
concentrations 1, 3 and 5 mg I"' plus NAA 0.01 mg.I"' (or without).

In the second experiment the leaves of in vitro-derived plants excised 2 weeks after subculture were used
to initiate adventitious shoot regeneration. The leaf laminas were several times cut by scalpel and placed by
adaxial side on MS medium containing 30 g.I"' sucrose and 8 g.I"' Phyto agar at pH 5.7-5.8. The cultures were
maintained in the growth chamber at 23 + 2°C under 16/8 light and dark photoperiod and light intensity 50
pmol.m™s™ provided by white fluorescent lamps. The following combinations of plant growth regulators
were added to this medium for adventitious shoot induction: BAP, zeatin and TDZ in concentrations 3 and 5
mg 1" plus NAA 0.01 mg I,

Results and discussion
In vitro regeneration

Epicotyls on media with BAP, TDZ and zeatin (1, 3 and 5 mg I'*) + NAA (0.01 mg I*Y)

Intensive growth of the shoot was observed from the epicotyls characterized by intensive elongation
growth. This shoot was regenerated from the apical meristem already present in the original explant. No
shoot multiplication was found in epicotyl explants on any of the tested media after 4 weeks in culture
indicating the presence of strong apical dominancy, like it was mentioned in the paper of Jofre-Garfias et al.
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(2001). Inflorescence formation was observed on the top of these shoots in 30% of tested explants. In all
cases, the flowering occurred without any special light treatment. Precocious flowering in vitro is mentioned
also by Arya et al. (1993) and Bui van Le et al. (1998). Dense roots were developed and massive callus was
formed on the base of the shoots. When the shoot segments with the leaves were transferred to the same
medium after 4 weeks again the massive callus developed on the base of the shoots and weak shoot
multiplication occurs on media with TDZ with average number of 2-3 shoots/explant.

Epicotyls on medium with TDZ 1mg It without auxin

The dense clumps of buds and shoots with short internodes initiated from epicotyls in A. cruentus due to
the suppression of apical dominance. In order to stimulate internode elongation the clumps were transferred
onto media containing 1 mg 1" BAP. Numerous vital shoots (7-13) with good elongation growth were
developed from the clump. A subsequent supply of 2 mg I'' IBA promoted extensive root induction.

Hypocotyl and root segments on media with BAP, TDZ and zeatin (1, 3 and 5 mg I™Y) + NAA (0.01 mg I

The intensive callus formation was visible also on hypocotyl segments, while root segments showed
lower callus formation after 4 weeks of cultivation. No differences were observed between genotypes and
cytokinins used. The high frequency of callus formation in amaranth was mentioned also in the paper of
Bennici et al. (1997).

Adventitious shoot formation on the leaves of in vitro-derived plants on media with BAP, TDZ and zeatin (3
and 5 mg I'") + NAA (0.01 mg I'")

After 4 weeks of cultivation the explants became thick and after 8 weeks of cultivation callus with green
globular structures was observed in A. cruentus L. and red globular structures in K-433 on the media with 3
and 5 mg 1" TDZ and BAP with 0.01mg I"' NAA. The structures later underwent elongation and grew further,
but neither shoots nor somatic embryos were finally formed from them. Similar response of leaf explants in
A. cruentus observed Flores et al. (1982) on medium with auxin 2,4-D at concentration 0.1-1.0 mg I, The
explants underwent strong curling and formed numerous cell colonies on the adaxial surfaces which did not
develop further. In our experiment limited adventitious shoot formation (on 5% of explants) was observed on
the leaf explants of A. cruentus on medium supplemented with 3 mg I'' TDZ plus 0.01 mg I'' NAA. After
several weeks of cultivation the calli derived from A. cruentus explants were still green and growing,
however without shoot regeneration, while the calli of hybrid K-433 necrotized.

Conclusion

The great capacity of amaranth explants to form callus and low shoot multiplication response suggest that
most probably high endogenous auxin level occurs in the tissue and therefore either higher cytokinin : auxin
rate or stronger cytokinin type, i.e. TDZ, in a higher concentration is required for multiple shoot formation.

Acknowledgement. This work was supported by grant agency VEGA project no. 2/0109/09.
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DETEKCIA PATOGENA DRECHSLERA TRITICI REPENTIS A ANALYZA JEHO
GENETICKEJ DIVERZITY POUZITIM DNA MARKEROV
DETECTION OF DRECHSLERA TRITICI REPENTIS AND ANALYSIS OF ITS
GENETIC DIVERSITY BY USE OF DNA MARKERS.

Martina HUDCOVICOVA — Jozef GUBIS — Marcela GUBISOVA

PCR metddy boli uz uspesne pouzité na detekciu mnohych rastlinnych patogénov, vratane patogénov psenice. V nasej
praci sme vyvinuli Specifické PCR primery na detekciu patogéna Drechslera tritici-repentis v listovych a semennych
vzorkdch pSenice..Navrhli sme tiez 8 SSR primerovych parov na hodnotenie genetickej diverzity v skupine 24 slovenskych
a finskych izoldatov tohto patogéna. Len 5 z pouzitych mikrosatelitnych primerov bolo polymorfickych, priemerny pocet
bandov na primer bol 4.2 a priemerny index diversity na primer bol 0.45. Dendrogram neukdzal suvislost medzi
genetickou diverzitou izoldtov a lokalitou, z ktorej izolaty pochddzali..

Key words: Drechslera tritici-repentis, PCR marker, SSR polymorphism

Introduction

The fungus Drechslera tritici-repentis (Died) Shoem. (Shoemaker 1962) (telemorph Pyrenophora tritici-
repentis (Died.) Drech.) is one of the main wheat pathogenes which causes tan spot of wheat and can cause
yield losses from 3% to 53%. Besides this pathogen reduces quantity and quality of wheat grain (total yield,
kernel weight, number of grains per head, total biomass, red-smudge symptoms), it also produces 4 known
host specific toxins (Ptr Tox A, B, C, D), which can be important from the point of healthy food production.
According to high morphological and physiological variability of this pathogen, as well as to its difficult
differentiation from another important wheat pathogen - Stagonospora nodorum — based on visual symptoms,
correct, fast and precise diagnostic test for Drechslera tritici-repentis in various plant life stages is needed.
Such diagnostic tests for pathogenes are based on detection of pathogen DNA in plant material by DNA
markers using PCR (Taylor, 1993 and others). In case of Drechslera tritici-repentis, DNA markers (RAPD,
AFLP, ISSRs) were used for detection of intraspecific genetic diversity among isolates of this pathogen
(Santos et al., 2002 and others). The main objective of this work was the development of specific primers for
PCR detection of Drechslera tritici-repentis in wheat leaf and seed samples. The aim of this study was also
to develop microsatellite (SSR) primers and use them for study of genetic diversity in group of Slovak and
Finish isolates.

Material and methods

In years 2005-2008 we isolated 14 isolates of Drechslera tritici-repentis from primary wheat leaves
collected in different regions of Slovakia, one isolate from Czech Republic and Dr. M. Jalli MTT Agrifood
Research, Finland) has provided 10 isolates of Drechslera tritici-repentis from Finland. Total genomic DNA
was extracted using the Adgen DNA Extraction System (Adgen Ltd.) and Wizard DNA Clean-Up system
(Promega).

For specific PCR detection of Drechslera tritici-repentis we designed PCR primer pair DTR1-F (5°-
ACCAATATGAAGCCGGACTG-3’) and DTRI-R (5’-CTCGGGAGAGAGACAAGACG -3°) to amplify
382 bp long amplicon, of the target nucleotide sequence from ITS 1-ITS 2 regions of ribosomal RNA gene of
this pathogen (GenBank accession number AF163060). The nucleotide sequence of pathogen was derived
from the GenBank nucleic acid database for sequences (www.ncbi.nlm.nih.gov). We designed these primers
using online programme Primer3 (Rozen and Skaletsky, 2000) and specificity of primers was tested using
BLAST. We used this database and programme also to design 8 SSR primer pairs. Electrophoretic detection
of PCR products after amplifications with DTR1 primer pair was performed in 1.4% agarose gels stained by
ethidium bromide. Electrophoretic detection of PCR products after amplifications with SSR primer pairs was
performed in 6% denatured polyacrylamide gels. SSRs were stained by silver staining method (Bassam et al.,
1991). Polymorphic DNA segments amplified with each SSR primer were considered as different bands,
assigned a size and each band was scored as present (1) or absent (0). Based on the frequencies of bands
index of diversity (DI), the probability of identity (PI), and polymorphic information context (PIC) were
calculated. The UPGMA was used for grouping of genotypes and dendrograms were constructed based on
Jaccard’s similarity coefficient by the statistic software package SPSS 8.0 (SPSS Inc., USA).

Results and discussion

PCR methods were successfully used for detection of many pathogenes of various plants, including wheat
pathogenes such as Blumeria graminis, Fusarium spp., Gaeumannomyces graminis, Microdochium nivale
spp., Puccinia spp., Rhizoctonia cerealis, Septoria tritici, Septoria nodoum (Stagonospora nodorum),
Tapesia spp., Tilletia tritici (Mc Cartney et al., 2003). In our work we have developed PCR primers for
detection of Drechslera tritici-repentis in leaf and seed samples of wheat. After optimalization of PCR
reaction, primer pair DTR1-F and DTR1-R was proven to be specific with a PCR product of 382 bp
amplified for all Drechslera tritici-repentis isolates tested. To test its specificity we screened DNA samples
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from other fungal pathogenes and healthy wheat leaves for amplification with this primer pair. Primer pair
DTRI1-F and DTR1-R didn’t cross - react with DNA of other pathogens or heatlhy wheat used in this study
(Fig. 1.). Figure 2. shows PCR detection of this pathogen by DTRI1-F and DTR1-R in wheat cultivars eleven
days after artificial infection of juvenile leaves with Drechslera tritici-repentis and also its detection in
naturally infected wheat seed from field conditions. The specific primer pair correctly amplified diagnostic
band from both - infected leaves and also seed.

Fig. 1 and Fig. 2: Amplification with primer pair DTRI. In Fig. 1: Line 1. ladder 50 bp, 2. Drechslera tritici
repentis (SK), 3. Drechslera tritici repentis (SK), 4. negative control, 5. Drechslera tritici repentis (Finland),
6. healthy wheat leaves, 7. Pyrenophora graminea, 8.-10. Pyrenophora teres, 11.-12. Septoria tritici, 13.-15.
Stagonospora nodorum (SK + Finland), 16.-18. Rhynchosporium secalis, 19. Fusarium graminearum, 20.
Fusarium poe, 21. Fusarium avenaceum, 22. Fusarium culmorum. In Fig. 2: Line 1. Drechslera tritici
repentis (SK), 2. ladder 25 bp, 3. negative control., 4.- 7. wheat leaves infected with Drechslera tritici
repentis, 8.-11. wheat seeds naturaly infected

34567 891011

The study of genetic diversity in pathogen populations is important for evaluation of pathogen capability to
rapidly response to changing environments and to overcome host resistance and fungicides (Peltonen et al.,
1996). The success of local breeding programs for resistance to the disease depends to a large extent
especially on the genetic variation within the pathogen population (Moreno et al., 2008). In our study, we
designed 8 SSR primer pairs for assessment of genetic diversity in group of 24 mainly Slovak and Finish
isolates of Drechslera tritici-repentis. Only 5 out of 8 used SSR primers showed polymorphism and
alltogether 21 bands were detected with these 5 primers. The number of bands per primer varied from 8
(primer DTR7 with gene diversity 0.545) to 2 (primers DTR9 and DTR101 with gene diversity 0.079 and
0.485), with an average of 4.2 bands and average gene diversity 0.454 per primer. 7 isolates (2 Slovak and 5
Finish) were not differentiated each from others and they differed from two other non-differentiated Finish
isolates only by one band. Since these loci displayed not so high polymorphism, more SSR primers may be
required to discriminate between all genotypes. To our knowledge, until now genetic diversity of Drechslera
tritici-repentis isolates was studied with the use of various DNA markers, but not SSR markers. High levels
of genetic polymorphism were found with the use of RAPD, AFLP and ISSRs markers, but often without
correlation with geographic origin, toxin production, pathogenicity or race classification of the isolates
(Santos et al., 2002; Friesen et al., 2005; Singh and Hughes, 2006; Iram and Ahmad, 2007; LeiSova et al.,
2008; Moreno et al., 2008). Also in our work, by cluster analysis of SSR data, we did not detect association
between genetic diversity of the isolates and the area from which the isolates were collected.
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VYUZITIE VYBRANYCH ODROD REPKY OLEJNEJ NA
BIOENERGETICKE UCELY
EXPLOITATION OF SOME RAPESEED VARIETIES FOR BIOENERGY
PURPOSES

Miroslav JANCICH

During last two decades we have seen an increase in rapeseed croping. This increase was caused by growth of fatty acid
metyl ester (FAME or biodiesel) production. Farmers have a wide option in rapeseed varieties seeds supply. In order to
achieve higher benefits in cropping farmers have to choose more environmental-stress tolerant varietes of rapeseed.
However, these have to answer quality and yield (seed and total biomass) requirements like total fat content in rapeseed
oil. Except rapeseed oil use for biodiesel production we are able to use whole plant (exluding roots). Nowadays are
available facilities capable burn a rapeseed straw. This is joined with high energy profit. Another way how to use whole
plant including rapeseed cake and straw is biogas production. Rapeseed straw burning and biogas production from
rapeseed is not extented in Slovak republic. So if we choose capable varietes properly we can use them with high level of
benefits.

Key words: rapeseed quality, rapeseed straw burning, biogas production,energy content

Uvod

Od 1. januara 2009 musi byt podiel biologickej zlozky v palivach v SR na tirovni 3,4% - tzv. indikativny
ciel. Tked vtomto roku SR spliiia tento ciel, v roku 2010 nedosiahne stanovena troven 5,75% a podla
najnovsich predpokladov najvyssi mozny dosiahnuty podiel bude u nas na trovni 4 % (MIKULEC, 2009).
Napriek odhadovanému poklesu v odbere repkového oleja je mozné do budicnosti predpokladat’ narast jeho
vyuzitia na vyrobu biokomponentu do nafty. Zo stanovenych indikativnych cielov vyplyva, ze produkciu
MERO bude perspektivne mozné pokryt’ z vlastnej produkcie (MASAROVICOVA et al., 2008).

Vzhl'adom k tomu, Ze do dnesného dna sa neuskuto¢nil komplexny fyziologicky vyskum trodotvorného
potencialu repky olejnej na vyrobu MERO v podmienkach Slovenska (BRESTIC et al., 2008) zostava ilohou
vyskumu i praxe vyhodnotenie a nasledny vyber odrod tolerantnych na stresy, ktoré svojimi kvalitativnymi
i kvantitativnymi parametrami zodpovedaju poziadavkam na kvalitu a vy$ku urod semien inadzemne;j
biomasy. Ked’ze produkcia MERO nie je jedinou moznostou ako vyuzit' repku olejnu v energetike, zostava
v SR otvorenou otazkou bioenergetické vyuzitie rastlinnych zvyskov po zbere a spracovani repky.

Material a metody

V roku 2007 bol Katedrou fyzioldgie rastlin SPU v Nitre (d’alej len KFR) zaloZeny maloparcelovy pokus
s repkou olejnou (kapusta repkova prava, Brassica napus subsp. napus), na experimentalnej baze SCPV -
VURYV v Borovciach (167m n.m.) pri Pietanoch. Podnebie je kontinentélneho charakteru. Priebeh pocasia
pocas vegetacného obdobia vysiateho porastu charakterizuje spad zrazok na urovni 358mm s priemernou
teplotou 15,5°C. Poda je ¢ernozem hnedozemna s 1,8-2,0% obsahom humusu, pH 6,35 - 7.2 (ZAK et al.,
2006). Na desiatich odrodach boli pracovnikmi KFR urobené analyzy rastovo - produkénych parametrov
podla metodiky SESTAK — CATSKY (1966). Z tychto odrod sme za uéelom vyhodnotenia bioenergetického
potencialu vybrali tri: Manitoba (Francuzsko), Californium (Francuzsko) a Oponent (Ceska republika). Pre
potreby analyzy oleja vybranych odréd boli odobraté vzorky a podrobené fyzikalno-chemickej analyze
(MASAROVICOVA, 2008).

Délezitym parametrom kvality repkového oleja na vyrobu MERO je jodové ¢islo (JC), &islo
zmydelnenia (CZ), obsah fosforu a obsah polynenasytenych mastnych kyselin. JC nesmie prekro¢it’ hodnotu
120g 1,.100g™" nenasytenej mastnej kyseliny a mnoZstvo kyseliny linolénovej nesmie prekro¢it’ 12hm.%
(STN EN 14214). Energeticky obsah repkovej slamy bol merany kalorimetricky (IKA System C 200,
Germany) a bol vyjadreny vo forme spalného tepla.

Vysledky a diskusia

Z tab. 1 vyplyva, ze medzi jednotlivymi odrodami st vyznamné rozdiely v kvalitativnych parametroch
obsahu oleja v semene (rozdiel medzi odrodami Californium a Oponent bol 5,7%). Podl'a Srojtovej (2003)
pre produkciu MERO je dolezité, aby semena obsahovali olej v intervale 43 — 47 hm. %, ¢o znaci, Ze odroda
Manitoba by mala byt na zéklade tohto parametra povazovana za menej vhodn pre tento ucel.
Repka olejna zanechava po zbere vyznamné mnozstvo slamy, ktorej vyuzitie ma nezanedbatel'ny energeticky
potencial. Priamym spal’ovanim repkovej slamy v $pecialnych kotloch skonstruovanych pre tento ucel by sa
mohol tento v energetickom sektore doteraz nevyuzity potencial vyuzit'. Na zaklade kalorimetrickych merani
uskuto¢nenych na KFR bolo zistené, Ze medziodrodové rozdiely v obsahu energie na hmotnostni jednotku
zo slamy nie st vyznamné. Priemerna hodnota spalného tepla repkovej slamy je 15,14 MJ.kg" (ENGLER,
nepublikované). Vyznamné st rozdiely medzi odrodami v celkovom mnozstve vyprodukovanej nadzemnej
biomasy, ktoré vkonetnom dosledku urcia energeticky zisk dany celkovou hmotou rastliny. Podla

1 09 Autor: Ing. Miroslav Jan¢ich. Slovenska pol'nohospodarska univerzita v Nitre, Fakulta agrobiologie a potravinovych zdrojov, Katedra fyziologie rastlin,
Tr. A. Hlinku 2 , 949 76 Nitra
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BARAKOVEJ (2006) je maximum vyuzitelnosti energie slamy olejnin 40% z celkovej produkcie slamy (tab.

2).
Tabulka 1: Odrodové rozdiely vybranych parametrov semien a oleja repky olejnej (podfa MASAROVICOVA et al.,
2008)
Uroda Obsah Produkcia Ccz * Kys. Kys. Kys.
Odroda semena tuku oleja (mgKOH. Fosfo_rl © olejova linolova linolénova
(Lha) ) (Lha) kgh) | (eke) o) | ) )
Californium 4,54+ 0,84 42,2 1,916 217,00 6,30 114 64,04 18,64 9,22
Manitoba 5,00+ 0,72 47,9 2,395 206,00 7,03 116 64,60 18,88 8,33
Oponent 5,48 £ 0,85 44,3 2,428 209,00 6,23 116 62,12 20,08 9,31

Tabulka 2: Hmotnost' susiny repkovej slamy, hmotnost” suSiny Sesul’ pri zbere (HUNKOVA et al, 2008, 2009) a ich
energetickd hodnota na m? prepogitana podla BARAKOVEJ (2006)

. Susina Sesul’ pri Susina slamy Max. energ. zisk zo v b .
Celk. susina 1 . : . Vyuzitena energia
Odroda rastliny pri zbere (g) Zere pri zbere slamy pri 50r.m slamy (MJ.m?)
© © *(MJ.m”) '
Californium 90,57 56,91 33,66 25,48 10,19
Manitoba 81,72 50,70 31,02 23,48 9,39
Oponent 60,20 38,81 21,39 16,19 6,48

Dal$ou z moznosti ako vyuzit’ repku olejnt po zbere a spracovani je vyroba bioplynu. V drvivej vi¢sine
existujicich bioplynovych stanic nedochadza k vyvijaniu bioplynu z jedného substratu, ale dochadza k
mieSaniu substratov viacerych plodin so zivociSnymi exkrementami alebo s Cistiarenskym kalom. Repkové
vylisky (cca 15%) a repkova slama (% sa neuvadza) tvoria v sti€asnosti minoritntl zlozku pri vyrobe bioplynu
(HUTNAN a BODIK, 2009).

Zaver

Moznosti priemyselného vyuzitia repky olejnej v SR su Siroké. V zaujme vysSieho energetického
i finanéného vynosu z repky olejnej bude potrebné sa zamerat’ na moznosti priameho spalovania repkove;j
slamy a tieZ na vyvoj bioplynu zo zmesi rdéznych plodin s repkovou slamou a repkovymi vyliskami a ich
zmesi so zivociSnymi exkrementmi a Cistiarenskym kalom. V tomto smere je v SR oproti susednym
krajinam viditel'né vyrazné zaostavanie. NajvyznamnejSou moznostou je stale rastiica potreba vyroby MERO
ako biokomponentu do nafty. Na tento Gcel by mali byt’ vyberané odrody vyznacujuce sa tolerantnostou voci
environmentalnym stresom. Odolnost’ odrod voci stresom by mala byt’ v pozitivnej korelécii s kvalitativnymi
a kvantitativnymi parametrami, aby boli pestované odrody konkurencieschopné na trhu.
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COEXISTENCE OF GENETICALLY MODIFIED AND CONVENTIONAL
MAIZE: PRACTICAL EXPERIENCE ON-FARM IN SLOVAKIA
KOEXISTENCIA GENETICKY MODIFIKOVANEJ A KONVENCNEJ
KUKURICE: PRAKTICKE SKUSENOSTI Z PESTOVANIA NA SLOVENSKU

Jan KRAIC — Peter MIHALCIK — Martin SINGER — Anna PLACKOVA

Prislusna legislative v Slovenskej republike vyzaduje od pestovatela geneticky modifikovanej kukurice dodrzanie
izolacnej vzdialenosti 200 metrov od najblizSej konvencnej kukurice, ktoré mozu byt nahradené obsevom konvencnej
kukurice na zdklade principu, Ze 1 riadok konvencnej kukurice méze nahradit 2 metre izolacnej vzdialenosti. GM-
kukurica MON 810 bola vysiata v roku 2006 v troch lokalitach Slovenska. Pocas zberu boli pozberané vzorky zo
susediacich parciel konvencnej kukurice a pomocou RT-PCR bola v nich stanovena pritomnost MON 810. Ziskané udaje
potvrdzuju, Ze koexistencia konvencnej a GM kukurice je naozaj mozna. Izolacna vzdialenost' 200 metrov, resp. 100
riadkov obsevu konvencnej kukurice je 3-4 nasobkom potrebnej efektivnej izolacnej vzdialenosti, ktora ma zabranit
prenosu GM materidl do Ziadanej urovne 0,9 %.

Klucove slova: koexistencia, izolacné vzdialenosti, prenos pelu

Introduction

The year 2006 was the first year of Bt-maize cultivation in the Slovakia. National coexistence law on
growing of GM-plants in agriculture was enforced also in that year. Relevant regulation decree was issued in
the spring 2007. An outcrossing in GM-maize is also considered in this law - isolation distances between
conventional and GM-maize were established to 200 m, between organic and GM-maize to 300 m. Farmers
can also replace isolation distance by border rows of conventional maize (1 row replaces 2 m of isolation
distance). The objective of our study was to study efficiency of isolation distances for GM-maize in relation
to requirement of current legislation. The results should provide more rational view on coexistence
regulations used in agricultural practice.

Material and Methods

The maize hybrid DKC4442YG containing the event MON 810 (Bt-maize) was drilled in 3 locations —
Baj¢, Lipové, and Nacina Ves. Bt-maize in Lipové was surrounded by 36 rows of non-GM near-isogenic
maize (DK440), in Nacind Ves by 36 rows from 3 sides and by 6 rows from the fourth side, and in Baj¢ only
from the downwind side with 126 rows. Grain samples for DNA analyses were taken from conventional
maize in strips during harvest. At Lipové and Nacind Ves samples were sampled from strips of rows: 1-6
(distance 0.7-4.2 m from the GM-plot), 7-12 (4.9-8.4 m), 13-18 (9.1-12.6 m), 19-24 (13.3-16.8 m), 25-30
(17.5-21.0 m) and 31-36 (21.7-25.2 m). Higher number of downwind samples was taken at Baj¢ (up to rows
121-126, i.e. 84.7-88.2 m from the GM-field). The influence of wind direction was taken into account by
sampling all four sides at two locations (Lipové, Nacina Ves). DNA analyses were performed by Real-Time
PCR. Results of adventitious presence were expressed as seed percentage.

Results and Discussion

Adventitious presence of MON 810 event, irrespective of wind direction, did not exceed 0.25 % of DNA
at distance greater than 19-24 rows, i.e. 13.3-16.8 m from the MON 810 plot. Wind direction impact was
most pronounced in location Lipové. The calculated and measured results carried out on the bulk grain
samples collected from the entire 36 rows (25.2 m) of the conventional field sections neighbouring the
central plot of MON 810 fulfilled the legal food and feed labelling threshold of 0.9 % of DNA for grain in all
cases. We also observed that required and regulated isolation with 100 border rows of conventional maize
(instead of 200 m of isolation distance) exceed the actual need for at least 3-4 times. Moreover adventitious
presence of extraneous DNA in harvested conventional grain in practice is further decreased due to simple
dilution effects.

Conclusions

Relevant legislation in Slovakia requires farmers to comply with an isolation distance of 200 m, which
can be replaced by border rows of non-GM maize according to the principle that 1 border row replaces 2 m
of isolation distance. GM-maize containing the MON 810 event, was drilled at 3 different locations over the
Slovakia in the 2006 and during harvest, samples were collected from neighbouring the conventional maize.
Real-Time PCR was used to detect potential levels of MON 810 in samples. Data obtained indicate that
coexistence of GM and conventional maize planted under defined conditions is possible. An isolation
distance of 200 m, respectively 100 border rows of conventional maize represents 3-4 times the effective
isolation distance actually needed.
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Much lower number of conventional maize rows is necessary for effective isolation between GM and
other maize fields than is required by current regulation. This confirms results of Gustafson et al. (2006),
Devos et al. (2007), and Sandivo et al. (2007) that maize pollen flow and pollen mediated gene flow decline
rapidly by distance. Moreover higher isolation distances between GM and conventional maize are not
convenient in smaller fields. Reduction of these distances could allow to access benefit of coexistence in
agricultural practice for more such farmers in Slovakia.
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UCINOK POSTUPNEJ DEHYDRATACIE NA FYZIOLOGICKE PARAMETRE
VYBRANYCH GENOTYPOV CICERA BARANIEHO (CICER ARIETINUM L.)
THE EFFECT OF GRADUAL DEHYDRATION ON PHYSIOLOGICAL
PARAMETERS OF SELECTED GENOTYPES OF CHICKPEA
(CICER ARIETINUM L.)

Eleondra KRIVOSUDSKA — Elena HUNKOVA — Jana FERENCOVA — Gabriela
ANTALIKOVA

In this work, free proline concentration and relative water content (RWC) were evaluated in plants of three chickpea
(Cicer arietinum L.) genotypes ( PK 51814- Syria, type , desi*, CM-7-1/85- Syria, type ,,desi*, Knoor 91- Turkey, type
kabuli), which were submitted to controlled dehydration at the beginning of flowering stage. Among tested genotypes,
genotype Knoor 91 Turkey (type , kabuli®), showed the highest free proline content and RWC values after 20 days
without watering.

Key words: Chickpea, drought, water stress

Uvod

Medzi najstarSie pestované plodiny patria strukoviny. A cicer je po fazuli ahrachu tretou
najvyznamnejSou strukovinou na svete. Genetické centrum jeho vzniku lezi pravdepodobne
v juhovychodnom Turecku a prilahlych oblastiach Syrie.

Existuju dva hlavné typy cicera baranieho — ,,desi“ a ,.kabuli®. VySe 80 % svetovej produkcie cicera tvori
typ ,,desi®. Vyc¢lenit' mozno este treti typ cicera s gulatymi semenami podobnymi hrachu, ktory je najmenej
roz$ireny a vyskytuje sa hlavne v strednej Eurdpe. Sem patria aj vSetky slovenské genotypy cicera (Gaborcik,
Pastucha, 1996).

Na uzemi Slovenska je tato prastara strukovina malo pestovanou plodinou. Patri medzi plodiny
»malovyroby* — jej pestovanie vo vel’kom je zriedkavé (Pospisil, Dancak, 2007).

Vyznamnym agronomickym znakom cicera je suchovzdornost’ a celkova nenarocnost’ na vodu (Belusky,
2004). Za najvyznamnejsie vlastnosti cicera sa povazuju velké naroky na teplo a znacna suchovzdornost
(Pastucha, 1992). Ide o komplexni adaptacnu vlastnost’ rastlin, vd’aka ktorej odolavaju vodnému stresu
vyvolanému deficitom vody (Ol3ovska, Bresti¢, Zivéak, Kmet', 2008).

Cielom experimentu preto bolo posudenie suchovzdornosti cicera (Cicer arietinum L.) s tym, Ze sme
sledovali zmeny fyziologickych parametrov pocas deficitu vody.

Material a metody

Pocas trvania experimentu v roku 2006 boli sledované rozne genetické zdroje cicera : PK 51814 a CM-7-
1/85 (Syria, typ ,,desi®), Knoor 91 (Turecko, typ odrody ,kabuli“). Vysev semien cicera sa uskuto¢nil
v druhej dekade aprila do nadob s objemom 10 I po 9 ks semien na nadobu. Osivo zabezpecila Génova banka
Vyskumného ustavu rastlinnej vyroby v Piestanoch. Rastliny boli pestované v prirodzenych klimatickych
podmienkach s pH pody 6,47.

V ontogenéze rastlin sa vyskytuju obdobia, kedy st rastliny mimoriadne citlivé na nedostatok vody.
Pretoze pre strukoviny je takym kritickym obdobim v poziadavkach na vodu obdobie kvitnutia, v tejto
fenofaze bol u 50% rastlin indukovany vodny stres pozastavenim zalievky. Zvysné rastliny (50 %) sluzili ako
kontrola a boli zalievané pocas celého obdobia trvania experimentu.

Na stresovanych aj kontrolnych rastlinach (v najmladsich plne vyvinutych dospelych listoch) boli
sledované nasledovné parametre: relativny obsah vody v listoch (RWC), obsah vol'ného prolinu v listoch,
osmoticky potencial (Ws). Relativny obsah vody v % bol stanoveny gravimetricky a obsah vol'ného prolinu
v listoch refraktometricky podla Bates et al. (1973) spektrofotometricky ninhydrinovou metodou.
Osmoticky potencial bol stanoveny psychrometricky (Wescor, Logan, Utah, USA). V pravidelnych ¢asovych
intervaloch sa merala aj diftizna vodivost’ (g.) individudlnych (vrchnych) listov porometrom Delta-T-Devices
(Cambridge, England) — tzv. konduktancia prieduchov, ktorej hodnoty koreluju s otvorenost'ou prieduchov.

Vysledky a diskusia

Vodny stres je typom stresu, nasledkom ktorého dochadza k poklesu mnohych fyziologickych procesov
v rastlinach. Této inhibicia fyziologickych funkcii nie je vSak okamzitd a priamociara. Rastliny maju
vyvinuté adaptacné mechanizmy, udrziavaju v ¢innosti tie zakladné procesy, ktoré st nevyhnutné pre prezitie
a reprodukciu. Vodny stres, indukujuci pocetné biochemické a fyziologické reakcie rastlin, vedie k postupne;j
strate vody a k zniZeniu turgoru (Bresti¢, Olsovska, 2001).

Pre podrobnejsie $tudium ucinku vodného stresu sme realizovali nadobové pokusy v prirodzenych
klimatickych podmienkach. V zavislosti od vykyvov pocasia sa nasledne menili aj podmienky dehydratacie.

Adresa autorov: Ing. Eleonora Krivosudska, PhD., Ing. Elena Hunkova, PhD., Ing. Jana Ferencova, Katedra fyziologie rastlin, Fakulta Agrobiologie
11 3 a potravinovych zdrojov, Slovenska pol'nohospodarska univerzita, Tr. A. Hlinku 2, 949 76 Nitra, Slovenska republika, e- mail:

Eleonora.Krivosudska@uniag.sk

Ing. Gabriela Antalikova, CVRV Piestany — Vyskumny dstav rastlinnej vyroby Piest’any, Bratislavska cesta 122, 921 68 Piestany



Nové poznatky z genetiky a §l'achtenia pol'nohospodarskych rastlin Zbornik zo 16. vedeckej konferencie, Pieitany : VURV, 2009

Na 20. denn dehydratacie vyraznejsie poklesol obsah vody v listoch (RWC) pri genotype PK 51814. V
porovnani s nim si najvyssi obsah vody v listoch udrzal genotyp Knoor 91 (67,96 %).

Prolin (Pro) je dominantna organicka molekula akumulovana v mnohych organizmoch, vratane vyssich
rastlin, eubaktérii, morskych rias, ako odpoved’ na environmentalne stresy ako sucho, zasolenost’, vysoké
teploty, mraz, UV ziarenie a tazké kovy. Mnoho §tadii poukazovalo na ulohu Pro ako obranny mechanizmus
pocas osmotického stresu. Osmoticky stres je najlimitujucejSim faktorom. Poc¢as osmotického stresu slizi Pro
ako mediator osmoticke]j adjustacie, ako stabilizér subcelularnych Struktar, zbera¢ volnych radikalov, ako
sink energie a ako signal o strese. Mnoho vyskumov poukazalo na pozitivnu koreldciu medzi akumulaciou
Pro a osmotoleranciou rastlin a iné, Ze stapajuca hladina Pro je vysledkom stresu (Tokihiko et al., 1999).

V naSich experimentoch bola zaznamenana najvyraznejSia akumulacia vol'ného prolinu pri genotype
Knoor 91 (47,0 umol.g”'CH v prepoéte na 100 % RWC).

Zaver

V pokusnom obdobi 2006 bol sledovany vplyv postupnej dehydratacie (fenofaza kvitnutia) na relativny
obsah vody (RWC) a obsah vol'ného prolinu roéznych genotypov cicera : PK 51814 a CM-7-1/85 (Syria, typ
»desi*), Knoor 91 (Turecko, typ odrody ,.kabuli*). Z vysledkov nameranych pri jednotlivych genotypoch sme
zistili, Ze najvyssi obsah vody v listoch si v obdobi na konci dehydratacie (20. deii) udrzal genotyp Knoor
91. Akumulacia volné¢ho prolinu bola tiez najvyraznejSia pri danom genotype, €o naznacuje vysSiu
schopnost’ osmotickej adjustacie.

Pod’akovanie. Tato praca bola podporend Agentirou na podporu vedy atechniky prostrednictvom
finan¢nej podpory ¢. APVT — 27 — 028704.

Literatura
BATES, L. S. - WALDREN, R. P. - TEARE, J. D.1973. Rapid determination of proline for water stress
studies. In: Plant and Soil, ro¢. 39, 1973, s. 205 — 207.
BELUSKY, J. 2004. Pestovanie malotonaznych strukovin. In Nase pole, ro¢. 8, 2004, ¢. 3, s. 44. ISSN 1335-
2466
BRESTIC, M. — OLSOVSKA, K. 2001. Vodny stres rastlin: pri¢iny, dosledky, perspektivy. Nitra : SPU
v Nitre, 2001. 149 s. ISBN 80-7137-902-6
GABORCIK, N. - PASTUCHA, L. 1996. Hodnotenie svetového sortimentu cicera baranicho na Slovensku.
In: Cicer barani na Slovensku — stav a perspektivy. Banska Bystrica: Vyskumny Ustav travnych porastov
a horského pol'nohospodarstva, 1996, s. 42 — 44.
OLSOVSKA, K. — BRESTIC, M. — ZIVCAK, M. — KMET, J. 2008. Fyziologia a ekofyziologia rastlin
(Systematicky vykladovy slovnik). Nitra: SPU v NITRE, 2008. 160 s. ISBN 978- 80- 552- 0089- 7
PASTUCHA, L. 1992. Menej zname strukoviny cicer barani a hrachor siaty. In Suicasné trendy v pestovani
strukovin. Nitra: Dom techniky, 1992, s. 46 — 51. ISBN 80-236-0036-2
POSPISIL, R. - DANCAK, I. 2007. Pestovanie suchovzdornych a teplomilnych rastlin. Nitra: UVTIP - NOI,
2007. 63 s. ISBN 978- 80- 89088- 54- 6
TOKIHIKO, N. - MASATOMO, K. - YOSHU, J. — YUKIKA, S. 1999. Biological functions of proline in
morphogenesis and osmotolerance revealed in antisence transgenic Arabidopsis thaliana L. In The Plant
Journal, Vol. 18,1999, s. 185 — 193 ISSN 0960-7412

Adresa autorov: Ing. Eleonora Krivosudska, PhD., Ing. Elena Hunkova, PhD., Ing. Jana Ferencova, Katedra fyzioldgie rastlin, Fakulta Agrobiologie
114 a potravinovych zdrojov, Slovenska pol'nohospodarska univerzita, Tr. A. Hlinku 2, 949 76 Nitra, Slovenska republika, e- mail:

Eleonora.Krivosudska@uniag.sk

Ing. Gabriela Antalikova, CVRV Piestany — Vyskumny ustav rastlinnej vyroby Piestany, Bratislavska cesta 122, 921 68 Piest'any



Nové poznatky z genetiky a $'achtenia po'nohospodarskych rastlin Zbornik zo 16. vedeckej konferencie, Piestany : VURV, 2009

STABILITA URODY ZRNA GENOTYPOV JACMENA SIATEHO F. JARNA
STABILITY OF GRAIN YIELD OF SPRING BARLEY GENOTYPES

Klara KRIZANOVA — Alzbeta ZOFAJOVA — Cudovit SLEZIAK — Jozef GUBIS

In 2009, 20 spring barley genotypes were evaluated in field experiments established in 5 localities on the territory of
Slovakia. Cultivar response on environments in grain yield was evaluated by simple regression model. Different genotype
responses on environments were found from positive to adapt ones. For evaluation of cultivar response on environments
besides regression coefficient, standard deviation and coefficient of variation appeared as suitable.

Key words: spring barley, cultivar, response, environment

Od novej odrody sa vyzaduje nielen vysoka produktivita, ale aj schopnost’ poskytovat’ relativne stabilna
urodu pri meniacich sa podmienkach prostredia, ¢o je dolezitym ciel'om $lachtitel'skych programov.

Uroda je silne ovplyvnena podmienkami prostredia, ktoré vieobecne vedii k velkej variabilite jednak
medzi rokmi v ramci lokality a medzi lokalitami v roku a dokonca medzi lokalitami a rokmi. Pricom nie su
nezvyc€ajnymi situdcie, ze selekcia zalozena na stabilite urody spdsobi znizenie priemernych urod (Finley,
Wilkinson 1963) anaopak selekcia na vySSi priemer spdsobi niz§iu stabilitu (Simmonds 1991). Avsak
Holland et al. (2002) uviedli, ze selekcia na Siroka adaptaciu k réznym prostrediam pri ovse sposobila
vyznamné zvysenie v priemernej urode populacie.

Cielom prace bolo v urode zrna zhodnotit’ reakciu genotypov jamena siateho f. jarnd na pestovatel'ské
prostredie.

Material a metody

V roku 2009 bolo v pol'nych pokusoch na 5 lokalitach (Borovce, Sladkovicovo, Spisska Bela, Solary,
Trebisov) hodnotenych 17 genotypov jaCmena siateho f. jarna a 3 kontrolné odrody (1- Xanadu, 2 — Nitran, 3
- Slaven). Pokusy boli zalozené metéodou znahodnenych blokov v §tyroch opakovaniach v ramci skisobne;j
fazy programu $lachtenia. Uvaddzame hodnotenie Grody zrna. Reakciu genotypov sme odhadli pomocou
linearneho regresného koeficienta (bi) (Finlay, Wilkinson 1963), tj. regresiou hodnét Xij na priemer
prostredia X.j.

Statistické analyzy boli realizované pomocou balika programov Statgrafics plus for Windows.

Vysledky a diskusia

Vyznamnym zdrojom premenlivosti boli oba sledované faktory (genotypy, lokality) a ich interakcia
(tabulku analyzy rozptylu neuvadzame). Podla lokalit uroda zrna kolisala od 4,802 t.ha™ (Solary) po 6,988
t.ha”' (Spisska Beld). Jednofaktorovou analyzou rozptylu na lokalitach Solary a Borovce bola zistena vysoka
experimentalna chyba pokusov v désledku ¢oho boli nevyznamné rozdiely medzi genotypmi. V poradi druha
najvyssia uroda zrna bola na lokalite SladkoviGovo (6,622 tha). V porovnani s ostatnymi lokalitami v
Trebisove bola priemerné troda zrna (5,949 t.ha™).

Varia&né rozpitie medzi genotypmi v tirode zrna bolo od 5,592 t.ha (genotyp 8, dalej len ¢&islo) po 6,079
tha' (17 a 19) (tab. 1). Medzi 10 genotypmi s najvy$Sou urodou zrna vratane dvoch kontrol (Nitran a
Slaven) neboli vyznamné rozdiely. S nizSou urodou zrna si boli podobné dve trojice genotypov (14, 13 a
kontrola Xanadu, X =5,831 t.ha™) (5,9 a 16, X =5,622 t.ha™).

Regresny koeficient je povazovany za parameter reakcie odrod na prostredie, pricom odrody s bi>1 sa
povazované za pozitivne reagujice na podmienky prostredia a s bi<l za prispdsobené na podmienky
prostredia. Idealnou je odroda s maximalnou urodou a s maximalnou fenotypovou stabilitou (Uzik 1995).
Najurodnejsi genotyp 19 mal priemernt reakciu na prostredie (b=0,946). Z 10 najirodnejSich genotypov,
medzi ktorymi neboli Statisticky vyznamné rozdiely genotyp 10 bol najviac prispdsobeny prostrediam v
ktorom bol skasany (b=0,689), v tGrode zrna boli najnizSie rozdiely medzi lokalitami (s=0,702). Z
kontrolnych odrdd najurodnejSou a stabilna reakciu na prostredie mala odroda Slaven, odroda Xanadu bola v
tomto subore klasifikovana ako priemerne a odroda Nitran ako pozitivne reagujuca na podmienky prostredia
(najvyssi b koeficient z celého suboru).

Z dalSich ukazovatelov variability sa ako vhodné pre odhad reakcie odrody na prostredie ukézali
smerodajnad odchylka (s) a variatny koeficient (v), ktoré boli vo vyznamnom vztahu s regresnym
koeficientom (r=0,983"", r=0,944"", jednotlivo). Naopak korelaény koeficient medzi priemernou trodou
genotypu v jednotlivych lokalitich a priemerom celého suboru v jednotlivych lokalitich (n=5) nebol takmer
v ziadnom vzt'ahu s d’al$imi ukazovatel'mi.
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Zaver

Medzi 20 genotypmi ja¢mena siateho f. jarnd boli vyznamné rozdiely v urode zrna a tiez medzi 5
lokalitami v ktorych boli skiiSané. Zistili sme rozne typy reakcie genotypov od pozitivnej cez priemernt az
po prispdsobenie sa na podmienky prostredia. Pre hodnotenie reakcie odrdd na prostredie okrem regresného
koeficienta (bi) sa ako vhodnymi javili smerodajna odchylka (s) a variaény koeficient (v).

Tabulka 1: Uroda zrna a ukazovatele reakcie genotypov jaémeia siateho f. jarna na prostredie

Genotyp Ur(ct)iz_zlgna b SE r s v

1 Xanadu | 5,858 abcd 1,092 0,121 0,982 1,074 18,34
2 Nitran 5,934d 1,313 0,187 0,97 1,306 22,02
3 Slaven | 6,000d 0,855 0,237 0,901 0,917 15,28
4 5,597 ab 1,036 0,237 0,929 1,077 19,25
5 5,612 abc 1,142 0,300 0,909 1,212 21,61
6 5,889 cd 0,908 0,101 0,981 0,893 15,18
7 5,998 d 1,111 0,085 0,991 1,083 18,06
8 5,592 a 0,903 0,145 0,963 0,905 16,20
9 5,616 abc 1,075 0,135 0,976 1,063 18,94
10 5,943 d 0,689 0,133 0,948 0,702 11,82
11 5,985d 0,894 0911 0,984 0,877 14,67
12 6,025d 0,919 0,205 0,932 0,952 15,80
13 5,835 abed 1,139 0,035 0,998 1,102 18,89
14 5,802 abcd 0,783 0,153 0,946 0,798 13,77
15 5,881 bed 1,001 0,19 0,949 1,018 17,31
16 5,638 abc 0,819 0,085 0,984 0,804 14,27
17 6,079 d 1,290 0,157 0,978 1,273 20,96
18 6,072 d 0,819 0,215 0,910 0,869 14,32
19 6,079 d 0,946 0,085 0,988 0,925 15,22
20 5,974 d 1,252 0,204 0,962 1,257 21,05
X 5,871 0,999 0,196 0,959 1,005 17,15
LSDy 05 0,285 - - - - -

Medzi priemermi ozna¢enymi rovnakymi pismenami nie su Statisticky vyznamné rozdiely (P<0,05)

Pod’akovanie. Praca bola realizovana za finanénej podpory projektu VMSP-P-0047-09 , Tvorba
rezistentnych typov rastlin jaémena siateho f. jarna a pSenice letnej f. ozimna so zlepSenymi vlastnostami
gendému pre zvySenie pridanej hodnoty*.
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REAKCIA ODROD PSENICE S ROZNYMI ALELAMI RHT GENOV NA F.
CULMORUM, F. GRAMINEARUM A F. POAE
REACTION OF WHEAT VARIEITES WITH VARIOUS ALELLES OF RHT
GENES ON F. CULMORUM, F. GRAMINEARUM AND F. POAE

Stefan MASAR — Alzbeta ZOFAJOVA — Martin PASTIRCAK — Tibor ROHACIK

Fusarium head blight is one of the most destructive wheat diseases, frequently caused by Fusarium graminearum and F.
culmorum. Reduced height (Rht) genes are used in wheat (Triticum aestivum L.) breeding throughout the world.
Obijectives of this study were to analyze the effects of specific Rht alleles on FHB involved by Fusarium graminearum,
Fusarium culmorum and Fusarium poae, using of set of sixteen wheat varieties carrying rht, Rht-B1b, Rht-D1b, Rht-
Blb+Rht-D1b and RhtB1b+Rht8c dwarfing alleles. Rht-B1b+Rht-D1b, RhtD1b and RhtBlb significantly increased
visual FHB symptoms and AUDPC value respectively. Fusarium graminearum and Fusarium culmorum significantly
caused the greatest FHB damage.

Key words: FHB, Fusarium head blight, Rht, plant high reduced genes

Uvod

V §lachteni pSenice sa vyuZivaju gény redukujuce vysku rastliny (Rht). Tieto gény mali historicky
vyznam vo zvySovani urody pSenice pri jej intenzivnom pestovani (Borojevi¢ a Borojevi¢, 2005). Zavazné
ochorenie pSenice — fuzaridzu klasov (FHB) sposobuji najéastejsie druhy Fusarium graminearum, F.
culmorum, F. poae a F. avenaceum. NajrozsirenejSie vo svete je F. graminearum, vyskyt F. culmorum bol
zaznamenany hlavne v chladnejsich regionoch (Sip et al., 2008). Fusarium poae sa najéastejie vyskytovalo
na zrnich bez viditelnych symptémov ochorenia na réznych lokalitich Slovenska v rokoch 1999-2003
(Rohacik a Hudec, 2005).

Material a metédy

Pol'ny pokus bol zaloZeny v roku 2008 v zahrade CVRV-VURYV Piestany. Sestnast’ genotypov psenice s
roznymi Rht alelami boli vysiate v dvoch opakovaniach na parcelkich 1m?, vysev 400 semien.m™. Po desat’
klasov z kazdej odrody bolo infikovanych konididlnou vodnou spespenziou Fusarium culmorum, Fusarium
graminearum a Fusarium poae v $tadiu kvitnutia vo forme spreja (rezistencia vo¢i FHB, typ 1). Symptomy
ochorenia boli hodnotené po 14, 21 a 28 dioch po inokulacii skalou 1-9, (skore symptomov FHB). Hodnotili
sme vplyv alel Rht génov a druhov rodu Fusarium na skére symptémov FHB a hodnotu plochy pod troviiou
rozvoja choroby (AUDPC) statistikou SPSS 11.5.

Vysledky a diskusia

Na skére symptomov FHB a hodnoty AUDPC mali vyznamny (P<0,01) vplyv model (skére r’=0,61,
AUDPC r°=0,67) druhy rodu Fusarium, alely Rht génov a interakcia alely Rht génov x Fusarium spp. (tab.
1). Alely Rht génov Rht-D1b+Rht-B1b, Rht-D1b a Rht-B1lb vyznamne (P<0,05) zvySovali skore symptomov
FHB ahodnoty AUDPC (tab. 2). Vyznamne (P<0,05) vy$8ie hodnoty skore a AUDPC mali Fusarium
graminearum a Fusarium culmorum oproti Fusarium poae (tab. 3). Pri hodnoteni interakcie alel Rht génov
adruhov rodu Fusarium, najvyssie skore ahodnoty AUDPC boli pri infekcii Fusarium culmorum
v genotypoch s kombinaciou alel Rht-B1b+Rht-D1b, pri infekcii Fusarium graminearum a Fusarium poae v
genotypy s alelami Rht-B1b+Rht8c, pri infekcii Fusarium graminearum genotypy s alelou rht a pri infekcii
Fusarium poae genotypy s kombinaciou alel Rht-B1b+Rht8c (obr. 1). Srinivasachary, et al., (2009) zistili, Ze
alely Rht-B1b a Rht-D1b mali podobny vplyv na citlivost’ vo¢i FHB. Pri vysokom infekénom tlaku Rht-B1b a
Rht-D1b vyznamne znizovali rezistenciu vo¢i FHB typu 1. Rht-B1b a Rht-D1b v izogénnych liniach pSenice
na baze odrody Mercia vyznamne zvySovali FHB hodnoty o 35% resp. 52% (Miedaner a Voss, 2008).

Zaver

Na skore FHB symptémov a hodnoty AUDPC vyznamne vplyvali odrody, druhy rodu Fusarium a alely
Rht génov. Alely Rht génov Rht-D1b+Rht-B1b, Rht-D1b a Rht-B1b vyznamne zvySovali skore symptomov
FHB ahodnoty AUDPC. Vyznamne vys§ie skore symptomov FHB ahodnoty AUDPC mali Fusarium
graminearum a Fusarium culmorum oproti Fusarium poae. Najnizsie skore symptomov FHB a hodnoty
AUDPC mali genotypy s alelami rht a Rht-B1b+Rht8c.
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Tabul’ka 1: Priemerné §tvorce z analyzy v§eobecného linearneho modelu skore symptomov a hodnét AUDPC

Skore AUDPC
Zdroj variability df MS df MS
Model 15 1542,45%* 15| 7,11E+06**
Alely Rht génov 4 171,03** 41 1,59E+06**
Fusarium spp. 2 320,02%* 2| 2,84E+06%**
Alely Rht génov * Fusarium spp. 8 29,90%* 8| 297E+05**
Chyba 2865 5,27 945 5,50E+04

** P<0,01

Tabul’ka 2: Vplyv alel Rht génov na skére symptomov FHB a hodnoty AUDPC

Alely Rht génov N Skoére N AUDPC

Rht-B1b + Rht8c 360 1,85 120 162,02°

rht 360 1,91° 120 167,56°

Rht-B1b 360 2,57° 120 269,79°

Rht-D1b 1620 3,03° | 540 355,19

Rht-D1b + RhtB1b 180 3,03° 60 361,38°
X P<0,05

Tabulka 3: Vplyv druhov rodu Fusarium na skore symptomov FHB a hodnoty AUDPC

Fusarium spp. N Skoére N AUDPC
Fusarium poae 960 1,67° 320 132,45°
Fusarium culmorum 960 3,12° 320 374,77°
Fusarium graminearum 960 3,26° 320 384,67°
Pp<0,05
SKORE AUDPC
4,5 600
401 5001
3,51
400 «
3,014
3004
2,54
2004
201 |:|Fusarium culmorum |:|Fusarium culmorum
1,54 -Fusarium graminearum 1009 -Fusarium graminearum
1,0] | |:|Fusarium poae 0] | |:|Fusarium poae
Rht 1+2 Rht 1 Rht 1+8 Rht 1+2 Rht 1 Rht 1+8
Rht 2 rht Rht 2 rht

Obrazok 1: Vplyv interakcie alel Rht génov a druhov rodu Fusarium na skére symptomov FHB a hodnoty
AUDPC
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NOVY PCR MARKER DELECE V LOKUSU Md-4C0O1 OVLIVNUJiCiHO MEKNUTI
PLODU JABLONI V PRUBEHU SKLADOVANI
NEW PCR MARKER OF DELETION IN Md-4C0O1 LOCI CONTROLLING APPLE
FRUIT SOFTENING DURING STORAGE

Martina MELOUNOVA — Pavel VEJL — Jana ZOUFALA — Jan BLAZEK — Radek
VAVRA

Genes Md-ACO and Md-ACS, which encode enzymes in ethylene biosynthetic pathway, were studied in connection with
apple softening. Apple fruit softening was also assessed by newly designed pair of PCR marker CZU-ACO-1 in collection
of 178 world-wide varieties. This primer produces typical fragments of a allele (450bp) and b allele (512 bp). After
sequenation of both alleles, the identical deletion of 62 bp in alelle a was revealed. Homozygous constitution of mutant
allele in locus CZU-ACO-1 was detected in 6 varieties, the homozygous constitution of mutant allele in Md-ACS-1 locus
was revealed in 26 varieties. The mutation in both studied genes was found only in Fuji which has very low ethylene
production during softening process.

Key words: Malus domestica, Md-ACO1, Md-ACS1, fruit softening, ethylen, PCR

Uvod

Délka skladovani plodd jabloni je vyrazné ovlivnéna schopnosti plodd odolavat predcasnému méknuti.
K méknuti plodi dochazei nejen v pribéhu skladovaciho procesu, ale zejména po vyskladnéni plodi
v pribéhu prodeje konzumentim. Nadmérné méknuti plodi negativné ovliviiuje fadu senzorickych
vlastnosti.

Vyznamnou roli v procesu méknuti ploda hraje fytohormon etylén, ktery je u vyssich rostlin syntetizovan
dvéma enzymaticky katalyzovanymi kroky. Prekurzorem etylenu je S-adenosyl-L-methionin (SAM).
V prvnim kroku syntaza (ACS) cyklizuje SAM na 1-aminocyklopropan-1-karboxylovou kyselinu (ACC). Ve
druhém kroku dochazi v dusledku ptsobeni ACC-oxidazy (ACO) k oxidativni pfemén¢ ACC na etylén
(Kende, 1993).

Sunako et al. (1999) charakterizoval gen Md-ACS, ktery je zodpovédny za biosyntézu ACC-syntazy.
Nalezl variabilitu v promotorové oblasti tohoto genu. Alela nesouci inzerci byla oznaéena jako Md-ACS1-2.
Tato alela je zodpovédna vyrazné snizenou transkripCni aktivitu tohoto genu. Odridy s homozygotni
sestavou alel Md-ACS1-2 produkuji jen velmi malé mnozstvi etylénu v porovnani s odridami s homozygotni
sestavou puvodni alely Md-ACS1-1, ktera ma normalni transkripéni aktivitu. Costa et al. (2005)
charakterizoval deleci v lokusu Md-ACOL1 fidiciho syntézu ACC-oxidazy. Alela nesouci tuto deleci byla
oznaena jako Md-ACO1-1 byla rovnéz zodpovédna za snizenou produkci etylénu. Zhu a Barritt (2008)
provedli hodnoceni vybranych odrtd jabloni PCR markery detekujicimi inzerci v lokusu Md-ACS1 a deleci
v lokusu Md-ACO1. Zoufala et al. (2009) provedla hodnoceni 131 svétovych odriid z hlediska vyskytu
inzerce v promotoru lokusu Md-ACS1.

Material a metody

Rostlinny material a izolace DNA

Pro analyzy bylo pouzito 178 odrid svétového sortimentu odriid jabloni uchovavanych genovou bankou
pti VSUO Holovousy s.r.o. DNA byla izolovana z listovych ¢epeli pomoci DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen).
Novy marker pro detekci delece v lokusu Md-ACO-1

Experimentalné bylo zjisténo, ze primery navrzené pro PCR detekci delece v lokusu Md-ACO-1 (Costa et
al., 2005) vykazovaly nespecifické amplifikace. Na zakladé sekvence NCBI DQ439791, kterou publikovali
Dal Cin (2007) byly pomoci programu Primer3 Output navrzeny primery CZU-ACO-1-F
5’ccagttacccgactacccatt3” a CZU-ACO-1-R 5'ttcaaatcttggetecttgg3’.

Reakéni smés o objemu 12,5 pl obsahovala 50 ng templatové DNA, 0,7 U Taq polymerazy (Fermentas) a
5 png BSA. Koncentrace ostatnich komponent PCR reakce byla nésledujici: 10 mM Tris-HCI (pH 8,8), 50
mM KCl, 0,08%, Nonidet P40, 1,5 mM MgCl,, 0,2 uM dNTP, 0,4 uM primer F, 0,4 uM primer R a 4 mM
tetramethyl amonium oxalat (Top Bio). Amplifikace probihala podle nasledujiciho schématu: 1x (95°C, 3
minuty), 35x (94°C 30 sekund, 63,4°C, 50 sekund, 72°C 50 sekund), 1x (72°C 10 minut). Pro ovéfeni
ptitomnosti delece byly amplikony extrahovany z 1% agarézového gelu pomoci MinElute Gel Extraction Kit
(Qiagen) a piimo sekvenovany na ABI PRISM®3100 (Applied Biosystems). Pro vyhodnoceni sekvenénich
podobnosti byla pouzita databaze NCBI BLAST a program ClustalX2.
Marker pro detekci inzerce v lokusu Md-ACS-1

Piitomnost inzerce v lokusu Md-ACS-1 byla detekovana PCR markerem pfi pouziti primerti podle Sunako
et al. (1999). Pro amplifikaci byl pouzit modifikovany postup podle Zoufala et al. (2009).
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Vysledky a diskuse

Nové navrzeny marker CZU-ACO-1 vykazoval na rozdil od markeru navrzeného Costa et al. (2005)
specifickou amplifikaci fragmentti o velikosti 450bp (alela a) respektive 512 bp (alela b) — obrazek 1.
Obrazek 1: Amplikony PCR markeru CZU-ACO-1 u vybranych odrid jabloni

Sekvenovany byly amplikony alel a i b u

= L odrid Meteor (aa), Melodie (ab) a Kordona (bb).

§ 5 35 U v8ech sekvenovanych alel a byla detekovana
= 2 & w identicka delece 62 bp. U alely a byla zjisténa
ook PIN@ sekvencni homologie s NCBI sekvencemi
700 bp AY597766.1 a AYS597768.1. U alely b byla
zjisténa plna sekvenéni homologie s NCBI
sekvencemi AY597767.1 a Y14005.1. V naSich
ambp  experimentech byly rovnéz zafazeny odrudy,
. které analyzovali Zhu a Barritt (2008).
§ - 0" GeneRuler TM 100 bp DMA Ladder {Fermentas) Ptitomnost delece v lokusu Md-ACO-1 se u

téchto odrtd pln¢ shodovala s nasimi vysledky.

5,83
2 g 3
EEE§E

500 bp

Na grafu &islo 1 jsou zndzornény pocty odrid s kombinacemi alelickych sestav markeri Md-ACS-1 a
CZU-ACO-1.

Graf 1: Poéty odrud s riznymi alelickymi kombinacemi markerd Md-ACS-1 a CZU-ACO-1

Zavér

Pomalé méknuti plodd je typické pro odridu Fuji, u které byly detekovany obé kauzalni mutace
v lokusech CZU-ACO-1 i Md-ACS.-1 Homozygotni sestava mutované alely pouze v lokusu CZU-ACO-1 byla
detekovana u odrid Meteor, Jonadel, Red Delicious, Renet Simirenka, Starking Delicious a Starkrimson.
Homozygotni sestava mutované alely pouze v lokusu Md-ACS-1 byla detekovana u odriid Akane, Alkmene,
Aneta, Cornwallské hiebickové, Dima, Discovery, Dublet, Dukat, Fiesta, Frosta, Gala, Gloster, Gold
Bohemia, Golida, Honey Gold, Jarka, Jonalord, Karmina, Melrose, Oldenburgovo ¢ervené, Otava, Rajka,
Rubimeg, Rubin, Rubinstep a Rucla.

Podékovdni. Prezentované vysledky byly ziskdny za podpory grantovych projekti NAZV MZe CR
QH81142 a QD1267.
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ANALYZA STRUKTURY GENU GLUKANAZY Z ROSICKY OKRUHLOLISTEJ
(DROSERA ROTUNDIFOLIA L.)
STRUCTURAL ANALYSIS OF GLUCANASE GENE FROM SUNDEW
(DROSERA ROTUNDIFOLIA L.)

Jaroslav MICHALKO — Jana LIBANTOVA — Jana MORAVCIKOVA —
Beata PIRSELOVA — Roman KUNA — Peter BOLECEK — I1dik6 MATUSIKOVA

The insectivorous sundew (Drosera rotundifolia L.) is mixotrophic perrenial plant, which might be a novel source of
pathogenesis-related (PR) genes for biotechnology. These proteins are studied as part of plant defense system, because
they are known to accumulate in plants after different kinds of stress. Endo-f-1,3-glucanases (EC 3.2.1.39) are induced
in parts of plants infected by viral, bacterial and fungal pathogens but have also an important function in several
physiological and developmental processes. In this work, a previously isolated glucanase gene DroGlul3 from sundew
was analysed in silico. The sundew glucanase gene showed significant nucleotide homology (E-value = le-118) with a p-
1,3-glucanase isolated from another carnivorous plant Nepenthes khasiana and also with glucanases from other plant
species. Within the sequence it was possible to identify one compact open reading frame (ORF) indicating that no introns
are present within the gene. The deduced mature protein consist of 315 amino acid residues and shares 59 % amino acid
sequence identity with the Nepenthes glucanase protein. It contains all of the conservative domains characteristic for -
glucanases. There was no N-terminal sequence for signal peptide identified. The DroGlul3 glucanase lacks also a C-
terminal extension which suggest its secretion to apoplast. Comparation with the characterized most homologous
glucanases don’t give us clear information about function of the DroGlul3 in sundew and additional in vivo analyses are
needed.

Keywords: drosera, glucanhydrolases, in silico analysis,

Uvod

Rosicka okruhlolista (Drosera rotundifolia L.) je mixotrofna trvaca rastlina, ktora je potencialnym
novym zdrojom PR (pathogenesis-related) génov pre biotechnologie. PR proteiny sa Studuji ako sucast’
obranného systému rastlin, pretoZe je zname, Ze sa v rastlinach akumuluju v désledku réznych druhov stresu.
Podskupina tychto proteinov, PB-1,3-glukandzy, sa v rastlinach indukuji po napadnuti virusovymi,
bakterialnymi a hubovymi patogénmi, ale hraju tiez dolezitd ulohu pri viacerych fyziologickych
a vyvinovych procesoch.

Material a metédy

Podobnost’ nukleotidovej sekvencie glukanazy DroGlul3 sinymi sekvenciami glukandz v databaze
GeneBank bola analyzovana programom BLAST (http:/blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Pritomnost’
otvoren¢ho Citacicho ramca (ORF) vsekvencii bola identifikovana softvérom ORF finder
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html). Sekvencia ORF bola manudlne doplnend na zaklade
porovnania s najviac homologickymi rastlinnymi sekvenciami glukanaz v programe ClustalW2
(http://www .ebi.ac.uk/Tools/clustalw2) a na zaklade popisanych konzervativnych domén B-glukanaz (Meins
et al., 1993). Ziskany ex6én bol prelozeny do aminokyselinovej sekvencie pouzitim programu Translate Tool
(http://www.expasy.ch/tools/dna.html) a porovnany sinymi aminokyselinovymi sekvenciami glukanaz
v databdze GeneBank. Struktira proteinu bola vyhodnotena na zéklade tudajov z literarnych zdrojov.
Pravdepodobna funkcia glukanazy bola vyhodnotena na zaklade charakteristiky jej Struktury a literarnych
zdrojov.

Vysledky a diskusia

Vychodiskom analyz bola sekvencia genomovej DNA glukanazy DroGlul3 zrosi¢ky okrthloliste;j.
Analyza Struktary tohto génu in silico ukazala, Ze protein obsahuje vSetky hlavné konzervované domény
charakteristické pre glukanazy a taktiez vSetky aminokyseliny potrebné pre katalyticka aktivitu v patri¢nych
poziciach Y181, E244, W247, E296, Y321 (Meins et al., 1993). To naznacuje, Ze sa jedna o funkény protein
(Obr. 1). V ramci sekvencie sme zistili pritomnost’ jedného kompaktného otvoreného citacieho rameca.
Pravdepodobna velkost’ funkéného proteinu je 315 aminokyselin. Tato vel'kost’ vSak nemusi byt definitivna,
nakol’ko nemozno vylucit' pritomnost’ d’alSicho, hoci pomerne kratkeho exénu na 5'konci sekvencie.
Podobne to v pripade inych homologickych glukanaz z Arabidopsis thaliana, At3g57240, At3g57260 a
At3g57270 (Obr. 2). Tento predpoklad podporuje aj absencia aminokyseliny metioninu na prvej pozicii
proteinovej sekvencie a existencia dalSich 17 N-koncovych aminokyselin v sekvencii najhomologickejsej
glukanazy z Nepenthes khasiana. Nakolko v proteinovej sekvencii nebola zistena pritomnost’ C-koncovej
domény, predpokladame sekréciu proteinu DroGlul3 do apoplastu.
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Obrazok 1: Porovnanie proteinovych sekvencii glukanaz. V sekvencii drosera su vyznacené konzervované
zhodné domény charakteristické pre glukanazy (podla Meins et al., 1993) (tucné pismo), aminokyseliny
nevyhnutné pre katalyticki aktivitu (v raméeku). Usek exénu zisteny dodatogne, porovnavanim s
konzervativnymi doménami inych glukanaz a s exénom glukanazy z Nepenthes khasiana je zvyrazneny Sedo.

DroGlu13

Al3ga7260

At3y57240

At3ga7 270

Obrazok 2: Porovnanie intron-exonovej Struktury najhomologickejSich glukanaz z Arabidopsis thaliana
s exébnom DroGlul3

Zaver

Analyzovany gén pre glukanazu DroGlul3 zrosi¢ky okruhlolistej je podobny génom pre glukanazy
z inych rastlin, najviac vSak s génom glukanazy izolovanym s mésozravej rastliny Nepenthes khasiana. Jej
Struktira naznacuje, ze sajednd o gén, ktory sa exprimuje za podmienok stresu ako chlad a pritomnost’
patogénu. Sekvencia DroGlul3 bude vychodiskom pre funkéné analyzy prislusného proteinu.

Pod’akovanie: Praca bola vypracovana v ramci rieSenia projektov APVV LPP-0125-07 a COST FA0605.
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GENETICKA TRANSFORMACIA REPKY OLEJKY POMOCOU
AGROBACTERIUM TUMEFACIENS.
GENETIC TRANSFORMATION OF OILSEED RAPE USING AGROBACTERIUM
TUMEFACIENS

Jana MORAVCIKOVA — Eva BOSZORADOVA — Martin JOPCIK — I1diko
MATUSIKOVA — Jana LIBANTOVA

Oilseed rape (Brassica napus L). varieties Heros, Hunter, Campino, Haydn, Westar and Topaz were used as a source of
plant material in Agrobacterium-mediated transformation. For these experiments, two types of plant explants (5-day old
cotyledonary petioles and 4-5-day old hypocotyls) were tested for their in vitro regeneration capacity as well as for their
sensitivity to different concentration of kanamycin or G418. Genetic transformation was performed using Agrobacterium
tumafaciens LBA 4404 carrying binary vector pTS2. The T-DNA region of plasmid pTS2 contained reporter [-
glucuronidase and selectable neomycin phosphotransferase genes.

Key words: Agrobacterium, gus gene, nptll gene, oilseed rape

Uvod

Repka olejka je jednou znajviac pestovanych polnohospodarskych plodin nielen vo svete ale aj na
Slovensku. Po ryzi, kukurici a bavine sa radi medzi pat’ ekonomicky najdélezitejsich plodin. Napriek tomu,
ze v literatire je viacero prac, ktoré demonstruju uspesnost’ aplikacie metody transformacie pomocou
Agrobacterium tumefaciens, najvacsim problémom pri repke olejke je jej genotypovo zavisla regeneracna
schopnost’ (Damgaar a kol. 1997; Muhaammad « kol. 2003; Bhalla a Sing 2008). V tejto praci sme sa
zamerali na vypracovanie transformacného a regeneraéného protokolu pre vybranych Sest' odréd repky
olejky.

Material a metédy

V experimentoch sme testovali 6 odréd repky olejky Brassica napus L., ktoré sme ziskali od firiem Raps
GbR Saatzucht Lundsgaard, Nemecko (Heros a Hunter), NPZ Hans-Georg Lembke KG, Hohenlieth,
Nemecko (Campino a Haydn) a Swallow Wellbull, Svédsko (Westar a Topaz). Ako vychodiskovy material
sme pouzili 5 ditové kotyledonarne petioly (regeneracia podla Moloney a kol. 1989) a 5-6 dilové segmenty
hypokotylov zin vitro rastliniek repky olejky rastiice vtme (regeneracia podla Pandian a kol. 2006).
Regeneracnu schopnost’ sme vyhodnotili v % ako pocet explantatov, ktoré vytvorili aspori 1 vyhon vzhladom
na celkovy pocet explantatov pouzitych v experimente. Test citlivosti na antibiotika sme uskutocnili na
regeneracnych médiach s obsahom 0, 5, 10, 15, 20 a25 mg/l kanamycinu alebo G418. Citlivost na
antibiotikd sme vyhodnotili v % ako pocet explantatov, ktoré boli schopné tvorit’ asponn jeden vyhon
vzhladom na celkovy pocet explantatov. Transformaéné experimenty sme uskutocnili pomocou
Agrobacterium tumefaciens LBA 4404, ktory niesol binarny vektor pTS2 (Salaj a kol. 2009). Plazmid pTS2
obsahoval reportérovy B-glukuronidazovy (gus) gén a selekény neomycin fosfotransferazovy (nptll) gén.
Histochemicku detekciu GUS aktivity sme uskuto¢nili podla Jefferona a kol. (1996).

Vysledky a diskusia

Na zaklade literarnych udajov sme ako vychodiskovy material pre geneticku transformaciu repky olejky
rozhodli pouzit’ kotyledonarne petioly a segmenty hypokotylov z rastliniek klic¢iacich v tme. Regeneracna
schopnost’ je odrodova zavislost, ktora moéze vyznamne ovplyviiovat' transformaéni ucinnost. Z tohto
dovodu sme netransformované rastlinné explantaty testovali na ich schopnost regeneracie v naSich
laboratornych podmienkach. Vysledky ukazali, Ze regeneracna schopnost’ sa pohybovala v rozmedzi od 0 —
80% v zavislosti od odrody a pouzitého protokolu. Zaroven s regeneraCnym testom sme uskutoCnili aj test
citlivosti netransgénnych pletiv na roznu koncentraciu antibiotika v médiu, aby sme mohli ur¢it' najnizsiu
toxicku koncentraciu, pri ktorej netransformované pletivo odumiera, zatial’ ¢o transformované bunky budu
schopné regeneracie (Graf 1). Na zaklade tychto experimentov sme zacali s transformaciou repky olejky.
Napriek relativne nizkej transformacénej ucinnosti sa nam podarilo ziskat’ niekol’ko transgénnych vyhonov, v
ktorych sme pritomnost’ reportérového gus génu potvrdili aj histochemicky (Obrazok1).

Zaver

Otestovali sme regeneracnti schopnost’ jednotlivych odrdd repky olejky. Na zaklade tychto vysledkov
sme vytypovali aky regenerany protokol budeme pouzivat pri transformacii jednotlivych odréd repky
olejky. Urcili sme najnizSiu toxickdl koncentraciu antibiotika kanamycinu alebo G418, ktori budeme
pouzivat’ pri regeneracii transgénneho pletiva repky olejky. Ziskali sme niekol’ko transgénnych vyhonkov,
ktoré st v procese regeneracie a budil podrobené d’al$im analyzam.
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Graf 1: Koncentracia antibiotik kanamycinu a G418 vhodna na selekciu transformovanych hypokotylov a
kotyledonarnych petiol od netransformovanych.

Obrazok 1: Histochemicka detekcia GUS aktivity v pletivach transgénnej (modré sfarenie) a netransgénne;j
repky olejky odroda Westar.

RieSenie problematiky je podporované grantom z Islandu, LichtensStajnska a Norska prostrednictvom
Finan¢ného mechanizmu EHP a Norskeho finanéného mechanizmu SAV-FM-EHP-2008-02-01 a VEGA
projektom ¢. 2/0011/08.
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VYSKYT, ROZSIRENIE A VYZNAM HYPERPARAZITICKYCH DRUHOV
MIKROSKOPICKYCH HUB V AGROEKOSYSTEME
OCCURRENCE, GEOGRAPHICAL DISTRIBUTION AND IMPORTANCE OF
HYPERPARASITIC MICROSCOPIC FUNGI IN AGROECOSYSTEMS

Martin PASTIRCAK

Obligate biotrophic phytopathogenic fungi such as the rust fungi may themselves be susceptible to host
colonization by other fungal species, an occurrence referred to as mycoparasitism or previously
hyperparasitism. Verticillium lecanii and Sphaerellopsis filum (teleomorph Eudarluca caricis) are
documented as parasitic on a variety of different host rust genera and species. Other obligate biotrophs such
as those causing powdery mildew may be parasitised by fungi such as Ampelomyces quisqualis and Phoma
glomerata. Melanospora pyrenomycete isolates found in association with different form species of Fusarium
were found in association with different crops in Slovakia. Parasites of rust, powdery mildew and Fusarium
fungi often have been investigated as possible biological control agents.

Key words mycoparasitism, Sphaerellopsis, Fusarium, Melanospora, Triticum, Elytrigia, Papaver

Uvod

Huby patria medzi zaujimavé organizmy na svete, nielen pre ich aktivnu tlohu vo funkcii ekosystému, ale
aj pre ich vplyv na ¢loveka a s ¢lovekom stvisiacimi aktivitami. Fytopatogénne huby predstavuju druhovo
bohatil skupinu pozostavajucu z vyznamnych rastlinnych patogénov, podielajicich sa na ochoreni rastlin
v pol'nohospodarstve. Huby predstavuji druhovo bohati skupini organizmov s mnozstvom foriem
vzajomného spolunazivania medzi hubami, rastlinami a zivofichmi, ziskavania a vyuzivania energie.
Specifickou skupinou existencie je spolunazivanie medzi hubami a ich parazitizmu, nazyvane
hyperparazitizmus (mycoparazitizmus). Barnett, Binder (1973) klasifikovali mykoparazitizmus na dve
skupiny. Nekrotrofny parazitizmus, pri ktorom parazit zabija bunky hostitel'a pred alebo pocas invazie
a biotrofny parazitizmus, pri ktorom je parazit schopny ziskavat’ energiu zo zivej buniek hostitel'a. Pri tomto
vztahu sa vytvaraju Specifické tvary — haustoria a apresoria, pomocou, ktorych parazit ziskava energiu
z buniek hostitel'a. Medzi vyznamnych mykoparazitov, vel'mi ¢asto aplikovatelnych v praxi su mykoparaziti
hrdzi, miaénatiek a patogennych druhov rodu Fusarium.

Medzi ¢asty druh mykoparazitu hrdzi patri huba Sphaerellopsis filum. Sphaerellopsis filum (Biv ex Fr.)
B. Sutton (syn. Darluca fillum (Biv.ex Fr.) Castagne anamorph Eudarluca caricis (Fr.) O. Erikss. je
kozmopolitny hyperparazit opisany z viac ako 369 druhov hrdzi patriacich do 30 rodov. Vyskyt tejto huby
bol opisany z viac ako 50 Statov (Kranz and Brandenburger, 1981). NajcastejSie je nachadzany na urediach
alebo menej na teliach a eciach. Castejsie je pozorované anamorfné tadium, ktoré produkuje zhluky &iernych
gulatych picnid umiestnenych medzi sporami uredii, kde odoberd vyzivné latky priamou penetraciou
urediosor. Touto penetraciou dochadza k spomaleniu tvorby spor az k uplnému zastaveniu. Z tohto dovodu je
tento hyperparazit pokladany za zaujimavy faktor veduci k eliminacii patogéna (Yuan et al., 1998). Sebesta,
Bartos (1964) sledovali experimentalne efekt umelych inokulacii tymto mykoparazitom na eliminaciu hrdzi
na pSenice. Huba Ampelomyces quisqualis patri medzi najviac znamy mykoparazit maénatiek. Parazit po
kontakte hostitel'a prerasta cez apresorium a v bunkach hostitel'a vytvara pyknidy. V in vitro podmienkach
rastie relativne rychle a produkuje niekol’ko enzymov, ktoré sa podiel'aju na rozpusteni stien buniek parazita.
Ma schopnosti kolonizovat aj teleomorfné stadium mucnatiek, kde mdze prezimovat’ (Kiss 1997; Kiss 1998).
Rod Melanospora predstavuje zoskupenie niekol’kych druhov rozdelenych do Styroch skupin podla tvaru
askospor (Doguet, 1955; Harveson, Kimbrough, 2001b). Zastupcovia tohto rodu boli zaznamenany na celom
svete. VacSina zastupcov tohto rodu su paraziti hub, pripadne boli izolovany z pddy (Cannon, Hawksworth,
1982). Huba M. zamiae bola izolovana zrdznych graminikolnych hostitelov (Triticum, Avena, Phleum)
v spojitosti s roznymi druhmi rodu Fusarium (F. oxysporum, F. culmorum). Harveson, Kimbrough (2001a)
Studovali parazitizmus v testovani interakcie medzi hubami z tohto rodu a hubou Fusarium oxysporum f. sp.
niveum ako parazita na viacerych hostiteloch (watermelon, tomato, eggplant). Cielom tohto prispevku je
poukazat’ na $pecifickl skupinu mikroskopickych hib ¢oho prikladom je ich jedine¢na zivotna stratégia —
mykoparazitizmus. Vyskyt mykoparazitickych zastupcov mikroskopickych hib druhovo predstavuje ovela
SirSiu skupinu, pricom iba malo poznatkov oich vyskyte a moznostiach aplikacie v praxi je znamych
z Gizemia Slovenska.

Material a metédy

Na stadium sme pouzili rastlinny material zo pSenice, pyru a maku ziskany na vybranych lokalitach
Slovenska. Izolaty mikroskopickych hub sme kultivovali a determinovali v in vitro (kultivaciou na umelych
Zivnych podach - SNA, PDA) a in situ (na odumretom rastlinnom materidly) podmienkach s vyuZitim
Standardnej svetelnej mikroskopie (JENAMED?2, Carl Zeiss Jena) na zéklade makroskopickych a
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mikroskopickych charakteristik s pouzitim manualov v sucasnosti pouzivanych pre identifikaciu
mikroskopickych hub (rod Fusarium: Booth, 1971; Gerlach, Nirenberg, 1982; Nelson et al., 1983).

Vysledky a diskusia

Biotrofny paraziti predstavuju skupinu rastlinnych patogénov prosperujicich na asimilujucich ¢astiach
rastlin. Preto ich identifikdcia je moznd iba pocas relativne kratkeho ¢asu medzi samotnym napadnutim
rastlinného patogéna auplnym odumretim listu. Medzi casty druh mykoparazitu hrdzi, ktory sme
identifikovali na obilninach a travach bola huba Sphaerellopsis filum. Dal$ou skupinou biotrofnych parazitov,
ktoré su ¢asto napadané mykoparazitmi je skupina mikroskopickych hib nazyvana micnatky. Ide o pomerne
druhovo bohatii skupinu mikroskopickych hub napadajicu vyzname skupiny ekonomicky vyznamnych
hostitelov. Na obilninach a trdvach je charakteristickym druhom Blumeria graminis a na maku siatom
Erysiphe cruciferarum, na ktorom sme zaznamenali vyskyt mykoparazitickej huby Ampelomyces quisgalis.
Rod Fusarium predstavuje vyznamnu skupinu fytopatogennych hab. V podmienkach in vitro sme
identifikovali huby rodu Melanospora (M. zamia) ktorych hyperparaziticka aktivita je zamerana na vztahy
hyf parazita a hyf hyperparazita. Aktivita je charakteristickd ovijanim a zaSkrcovanim mycélia. Na Slovensku
sme zaznamenali vyskyt tejto huby na hostitel'och: Zea mays L., Triticum aestivum a Papaver somniferum.
V tomto prispevku prindsame informéacie o §tadiu vyskytu hyperparazitickych druhov mikroskopickych hub
na ekonomicky vyznamnych plodinach Slovenska. Pocas §tudia sme zaznamenali vyskyt troch druhov:
Ampelomyces quisgalis, Sphaerellopsis filum a Melanospora zamia. Sledované druhy boli identifikované na
obilninach (Triticum aestivum, Zea mays), divo rasticich druhoch trav (Elytrigia repens) a olejninach
(Papaver somniferum).

Pod’akovanie. Tato praca bola podporena Agenturou na podporu vedy a techniky na zaklade Zmluvy
¢.APVT-27-009904 a ¢iastocne Ministerstvom podohospodarstva SR grantom cislo 2006 UO 27/091 05
01/091 05 11.
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TAZKYMI KOVMI INDUKOVANA AKUMULACIA B-1,3-GLUKANAZ
V KORENOCH KUKURICE
HEAVY METAL INDUCED ACCUMULATION OF $-1,3-GLUCANASE IN
ROOTS OF MAIZE

Beata PIRSELOVA — Jana LIBANTOVA — Jana MORAVCIKOVA — Roman KUNA —
Peter BOLECEK — Ildik6 MATUSIKOVA

Activity of B-1,3-glucanase in roots of maize (Zea mays cv. Quintal) treated with lead (500 mg.I'" Pb*"), cadmium (300
mg.l' Cd*') and arsenic (100 mg.I' As®>*) was studied in context of heavy metal tolerance of maize. Two days after
aplication of heavy metals on roots of maize, significant root growth inhibition (8-87% of control) was observed but no
changes in glucanase activity was detected. However specific accumulation of glucanase isoforms due to effect of heavy
metal ions demonstrated that these enzymes have some additional function in the plant defence against this kind of stress.

Key words:p-1,3-glucanase, heavy metals, plant defence

Uvod

B-1,3-glukanazy su hydrolytické enzymy zo skupiny PR bielkovin (pathogenesis related proteins)
rozkladajtce B-1,3-glukan, vyznamnu zlozku bunkovej steny rastlin a hib.
V rastlindch sa B-1,3-glukandzy indukuji v procese obrany rastliny proti patogénom, zohravaji vsak ulohu aj
pri mnohych fyziologickych a vyvinovych procesoch neinfikovanych rastlin (Leubner-Metzger, 2003).
NavySe sa z(cCastiiuju obrannych procesov rastlin vyvolanych réznymi abiotickymi stimulmi (zranenim,
chladom, ozénom, UV ziarenim, etylénom a kyselinou salicylovou). Ich syntézu v pletivach rastlin
indukovala aj pritomnost’ hlinika a litia a pravdepodobne sa zucastiuju modifikacie komponentov bunkove;j
steny za danych podmienok (Naranjo akol., 2003; Chuanzao a kol., 2004). Cielom naSich analyz bolo
poukdzat’ na zmeny v aktivite B-1,3-glukanaz v koretioch kukurice vystavenych ionom tazkych kovov
a prispiet’ tak k objasneniu mechanizmov podielajicich sa na obrane rastlin vo¢i tomuto typu stresora.

Material a metody

Sterilizované semena kukurice siatej (Zea mays L. cv. Quintal) sme naklicovali na Petriho miskach v
tme pri 25 °C. Korene kli¢iacich rastlin s priblizne rovnakou dizkou (3-8 mm) sme preniesli do novych
Petriho misiek a vystavili ich u¢inkom iénov olova (500 mg.1" Pb*"), kadmia (300 mg.I"" Cd*") a arzénu (100
mg.l" As®). Kontrolnii vzorku tvorili korene nakli¢ované v destilovanej vode. Korene boli inkubované
v roztokoch kovov 48 hodin v podmienkach uvedenych pre naklicovanie semien. Toxicky ucinok kovov na
korene kukurice sme detekovali meranim cerstvej hmotnosti korefiov. Nasledne sme z korenov izolovali
hruby bielkovinovy extrakt, zmerali koncentraciu proteinov a v extrakte sme merali aktivitu -1,3-glukanéaz
fluorimetricky vyuzitim substratu laminarinu (Siefert a kol., 1997).

Na d’alsiu analyzu bielkovin boli pouzité elektroseparacné metoddy ako vertikdlna SDS-PAGE. Po deleni
bielkovin na SDS-PAGE boli gély povarené v alkalickom roztoku trifenyltetrazolium chloridu (TTC) za
ucelom detekcie celkovych izorforiem B-1,3-glukanaz. Kyslé a neutralne izoformy glukanaz boli detegované
na géloch bez pridania SDS. Intenzity bandov na polyakrylamidovych géloch boli vyhodnotené pomocou
softvéru Scionlmage (Scion Corporation, USA) ztroch opakovani experimentu. Udaje boli §tatisticky
vyhodnotené Studentovym t-testom v programe Excel.

Vysledky a diskusia

Toxicky vplyv i6nov tazkych kovov sme testovali po 48 hodinach inkubacie korenov v roztokoch
kovov. Uvedené davky kovov, najmi kadmia a arzénu sa ukézali ako vysoko toxické a spdsobili vyrazné
znizenie biomasy korenov (Obr. 1A). Napriek vysokej toxicite tychto kovov sme v korenoch kontrolnych
a stresovanych rastlin nezaznamenali Statisticky vyznamné zmeny v celkovej aktivite B-1,3 glukanaz. Po
separacii ziskanych bielkovin pomocou PAGE a naslednej detekcii glukanaz sme vSak zaznamenali zmeny
v akumulécii jednotlivych izoforiem. Celkove sme detekovali tri izoformy s molekulovymi hmotnostami 75,
35 a 32 kDa (Tab. 1,0br. 2). Kym v pripade izoformy s molekulovou hmotnost'ou 75 kDa doslo ku zvysenej
akumulacii oproti kontrole vplyvom i6nov olova (139%), vplyvom iénov Cd*" a As*" doslo ku zniZenej
akumulacii tejto izoformy (93% a 82%). Na druhej strane izoformy s molekulovou hmotnostou 35 a 32 kDa
sa akumulovali iba vplyvom ionov kadmia a arzénu (Obr.2, Tab.1).

Gélovy profil detekovanych kyslych a neutralnych izoforiem zodpovedal profilu izoforiem celkovych
glukanaz (SDS PAGE), ¢o naznacuje, ze vplyvom t'azkych kovov sa zrejme aktivuju prave kyslé a neutralne
izoformy tychto enzymov.
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Zvysena akumulacia glukanaz bola pozorovana aj v pletivaich bobu (Awade et al., 1991), kukurice
(Didierjean et al., 1996) a séje (Youn and Hwang, 1996) vpyvom iénov Hg”". Park et al (1992) viak vplyvom
tychto i6nov v pletivach soje pozoroval znizenie celkovej aktivity (4,5% kontroly) enzymu. Celkova aktivita
enzymu vSak nemusi zodpovedat’ zmenam v akumulacii jednotlivych izoforiem B-1,3-glukanaz, ako sa
ukazalo aj vnaSich experimentoch. Celkova aktivita enzymu sa v naSom pripade nemenila, avSak v
akumulacii jednotlivych izoforiem sme zaznamenali urcita variabilitu v zavislosti od sledovanej izoformy aj
i6nu kovu.

Zaver

Korene kukurice citlivo reagovali na zvySenu koncentraciu iénov olova, kadmia aarzénu, o sa
prejavilo znizenim biomasy korenov. NajcitlivejsSie reagovali korene kukurice na i6ny kadmia a arzénu. Kym
vplyvom testovanych davok kovov nedo$lo ku zmenam v celkovej aktivite B-1,3-glukanaz, po separacii
bielkovin pomocou PAGE sme zaznamenali uréitt kompenziciu v akumulécii jednotlivych izoforiem
v zavislosti od testovaného ionu kovu. Uloha tychto enzymov v podmienkach so zvysenou zatazou tazkymi
kovmi nie je objasnena, avSak doterajSie experimenty naznacuju, Ze by mohli v obrannych procesoch rastlin
zohravat’ ovela $pecifickejsSiu ulohu ako sa doteraz predpokladalo.

Pod’akovanie: Praca bola vypracovana v ramci rieSenia projektov APVV LPP-0125-07 a COST
FA0605.
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BIOLOGICKY AKTIVNE LATKY V IN VITRO KULTURACH CHMELU
OBYCAJNEHO ( HUMULUS LUPULUS L.)
BIOLOGICALLY ACTIVE SUBSTANCES IN IN VITRO CULTURES OF HOP
(HUMULUS LUPULUS L.)

Ivana PSENAKOVA' — Juraj FARAGO'"? — Jaroslava CHOVANIKOVA' — Filip
KLUCIAROVSKY'

In our study we determined the contents of biologically active compounds (polyphenols, flavonoids and xanthohumol) in
callus and cell suspension cultures of hops (Humulus lupulus L.). Internodal and leaf blade explants of the genotype K-
72/6/13 were cultured on two types of culture media containing either 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) or a-
naphthylacetic acid (NAA) as an auxin in combination with a cytokinin 6-benzylaminopurine (BAP) and in two types of
culture conditions, continuous darkness or 16h light/8 h dark photoperiod, respectively. In both types of cultures, the
highest concentrations of bioactive compounds were determined in cultures maintained in photoperiod and cultured on
media containing NAA. Higher levels of polyphenols and flavonoids, however, were obtained in calli derived from leaf-
blade explants, and in cell suspensions derived from internodal explants, respectively.

Key words: Humulus lupulus L., in vitro culture, flavonoids, polyphenols

Uvod

V poslednom obdobi sa vyznamne meni pohl'ad na tradi¢nu pivovarnicku plodinu chmel obycajny
(Humulus lupulus L.). Dévodom zvySeného zaujmu o tato rastlinu st objavené zliceniny so Sirokym
spektrom biologickych Gc¢inkov v jeho §isticiach. Takymito latkami su flavonoidy a polyfenoly chalkonovej
rady, z nich najmé prenylovany flavonoid xantohumol (MILLIGAN a kol., 1999; MIZOBUCHI a SATO,
1984; STEVENS a kol., 2000; STEVENS a PAGE, 2004; ZUURBIER a kol., 1998). Mnohi autori poukazuju
na netradi¢ny potenciél tejto plodiny (STEVENS a PAGE, 2004; FARAGO a kol., 2004). Bola zistena $iroka
skala biologickych U¢inkov, napr. antioxidatné, antiproliferativne, antikancerogénne, estrogénne, antimikrobidlne
a antivirusové (BAGCHI a kol., 2000; BUCKWOLD a kol., 2004; LIU a kol., 2007; STEVENS a kol., 2002;
STEVENS a PAGE, 2004). Biologicky aktivne latky je mozné popri klasickej izolacii z materskej rastliny
ziskavat’ aj alternativnymi spdsobmi s vyuzitim rastlinnych bunkovych kultar. V mnohych pripadoch in vitro
kultira v dosledku vhodnej elicitacie alebo pridavania prekurzorov umoziiuje ovela vyssie vytazky, aké sa
dosahujt pri pestovani celistvych rastlin (COLLIN, 2001).

Material a metody

Hlavnym zdrojom pre experimenty boli v in vitro podmienkach uchovavané vyhonky chmel'u obycajného
(H. lupulus L.) genotypu K-72/6/13. Genotyp K-72/6/13 je bezvirusovy meriklon odvodeny pouzitim
meristémovej kultary z odrody chmelu ‘Osvaldov klon 72’ (FARAGO, 2000). Na zaloZenie kalusovej
kultary boli pouzité dva druhy explantatov: odrezky z listovych Cepeli (LS) a stonkové segmenty (StS).
Explantaty boli nasadzané na indukéné MS (MURASHIGE a SKOOG, 1962) zivné média (B2D2: MS + 2,0
mg.l" BAP + 2,0 mg.I" 2,4-D a B2N2: MS + 2,0 mg.I" BAP + 2,0 mg.l' NAA) a inkubované v dvoch
kultivaénych podmienkach: v kontinualnej tme pri teplote 27+1°C, alebo v podmienkach fotoperiody 16 h
svetlo/ 8 h tma pri teplote 251 °C (svetlo)/20+1 °C (tma). Na zalozenie bunkovej suspenznej kultiry sa
pouzili kalusy indukované z oboch druhov explantatov (LS, StS) a kultivované v tekutom MS zivnom médiu
(BID1: MS + 1,0 mg.I"' BAP + 1,0 mg.I" 2,4-D a BIN1: MS + 1,0 mg.I"' BAP + 1,0 mg.I"' NAA). Obsah
celkovych polyfenolov sa stanovoval spektrofotometricky podl'a metdédy SINGLETONA a ROSSIHO (1965)
pri  765nm. Na stanovenie obsahu flavonoidov sa pouzila spektrofotometrickd metoéda podla
RAKOTOARISONA a kol. (1997) pri 394nm. Obsah xantohumolu bol kvalitativne aj kvantitativne
stanoveny HPLC metddou.

Vysledky a diskusia

V praci venovanej biologicky aktivnym latkam v in vitro kultirach chmel'u oby¢ajného bol sledovany
vplyv rastovych regulatorov (BAP+2,4-D alebo BAP+NAA), kultivacnych podmienok (kontinudlna tma vs.
fotoperioda 16 h svetlo/8 h tma), druhu explantatu (stonkové segmenty vs. listové segmenty) na produkciu
celkovych polyfenolov, flavonoidov a xantohumolu. Z nasich vysledkov vyplyvaji nasledovné zavery:

e V pripade oboch zivnych médii MS obsahujucich 2,0 mg.I" BAP v kombinacii s 2,0 mg mg.I" 2,4-D
(B2D2) alebo 2,0 mg.I"' BAP v kombinacii s 2,0 mg.I" NAA (B2N2) bol najvyssi obsah polyfenolovych
latok a flavonoidov stanoveny vo vzorkach kalusovej kultiry odvodenej z listovych segmentov (LS),
kultivovanych v podmienkach fotoperiody. Namerané hodnoty boli najvysSie v 45. dni kultivacie. Pre
médium B2D2 boli stanovené obsahy celkovych polyfenolov 2,56 pumol.mg™ &erstvej hmotnosti
vyjadrené ako ekvivalent kyseliny galovej (GAE) a flavonoidov 2,63 pmol.mg” &erstvej hmotnosti
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vyjadrené ako ekvivalent kvercetinu apre médium B2N2 boli obsah celkovych polyfenolov 2,46
pmol.mg™' Gerstvej hmotnosti a flavonoidov 4,88 pmol.mg™ &erstvej hmotnosti).

e Porovnanim koncentracii flavonoidov v kalusovej kultire chmel'u obycajného kultivovanej na médiu
B2D2 a B2N2, je viditelne vyssia produkcia na médiu s pridavkom rastového regulatoru NAA, obsah
celkovych polyfenolov v kalusoch pestovanych na oboch médiach sa vyrazne nelisil.

e Najvyssi obsah celkovych polyfenolovych latok a flavonoidov v bunkovej suspenznej kultire bol
stanoveny v tekutom Zivnom médium MS obsahujicom 1,0 mg.I"' BAP v kombinécii s 1,0 mg.1" NAA
(BINT1) vo vzorke odvodenej zo stonkovych segmentov (StS) a kultivovanej v podmienkach fotoperiody.
Obsah celkovych polyfenolov bol 2,41 pumol.mg” odparku vyjadreny ako ekvivalent GAE a obsah
flavonoidov 3,38 pmol.mg™' odparku vyjadreny ako ekvivalent kvercetinu.

e Najvyssi obsah xantohumulu bol stanoveny vo vzorke bunkovej suspenznej kultiry odvodenej
zo stonkovych segmentov (StS) kultivovanej v podmienkach fotoperiody 16 h svetlo/8 h v tekutom
zivnom médiu MS obsahujucom 1,0 mg.I" BAP v kombinacii s 1,0 mg.I' NAA na 20. den kultivacie
(3,359 ng.ml™).

Zaver

Rastlinné pletivové a bunkové kultiry predstavuju idedlny modelovy systém pre stadium biosyntetickych
procesov v rastlinach a sluzia tiez, ako potencidlny obnovitelny zdroj pre produkciu fytomedicinsky
vyznamnych zlGc¢enin.
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DEOXYNIVALENOL V ZRNACH PSENICE PESTOVANEJ V ROZNYCH
LOKALITACH SLOVENSKA
DEOXYNIVALENOL IN KERNELS OF WHEAT PLANTED IN DIFFERENT
LOCATIONS OF SLOVAKIA

Svetlana SLIKOVA — Valéria SUDYOVA

The contamination level of kernel wheat samples by Fusarium mycotoxin deoxynivalenol in years 2004-2008 was
investigated. DON content was analysed in 163 wheat samples which were collected from 8 locations of Slovakia. The
highest mean DON content was found in 2006 year and the lowest in 2005. The limit specified by the EU 1.25 mg.kg-1
DON content exceeded 11% of the samples from all analysed samples. The results show the content of Fusarium
mycotoxin DON in wheat grown in Slovakia during 5 years.

Key words: winter wheat, deoxynivalenol (DON), year

Uvod

Deoxynivalenol je mykotoxin produkovany hubami z rodu Fusarium, ktoré napadaju klasy obilnin pocas
vegetacie. Huby po napadnuti klasov produkuju rdzne typy mykotoxinov, ale vyskumy odhalili, ze
najfrekventovanejsim je deoxynivalenol (DON alebo vomitoxin) patriaci medzi trichotecény. Trichotecény
inhibuju v eukaryotickych bunkach proteosyntézu (McLaughlin a kol. 1977). Pozorované boli biochemické
ucinky trichotecénov v bunke, ktoré mozu zapri¢init' zmeny metabolickej aktivity a regulacie (Betina 1990).
Mykotoxin DON pdsobi toxicky na ¢loveka, zvieratd a rastliny. Pokusy na zvieratach poukazuju na toxické
Gi¢inky mykotoxinu, napr. uz davka 2 mg kg DON v krmive prasiat zapri¢ini nechutenstvo a nizky prirastok
vahy (Rotter a kol. 1996). Podobné t¢inky ma DON i na daldie druhy zvierat (Conkova a kol. 2002).
Priznaky otravy sposobené vysokym prijmom mykotoxinov u zvierat sa neliSia od priznakov, ktoré sa
prejavuji na l'ud’och. Doteraz bolo urobenych malo studii o vplyve DON na l'udské bunky ale praca Konigs
akol. (2008) dokazuje jeho cytotoxicky efekt na l'udské bunky pecene. Pre vSeobecnu toxicitu DONu
Vedecky vybor pre potraviny v roku 2005 stanovil tolerovatelny denny prijem (TDP) vo vyske 1 pg/kg
telesnej hmotnosti/denn pre deoxynivalenol (DON). V roku 2006 Eurdpska komisia stanovila maximalnu
hranicu pre obsah DON v nespracovanych obilninach (1.25 mg kg-1). Nariadenie komisie (ES) ¢. 1881/2006
z 19. decembra 2006, stanovuje maximalne hodnoty i pre d’alSie mykotoxiny: suma aflatoxinov B1 B2 G1
G2, ochratoxin A, zearalenon, T-2 toxin, HT-2 toxin.

Vyskyt napadnutych klasov aich intenzita napadnutia fuzariami je zavisla od priebehu pocasia cez
vegetaciu, predplodiny a spdsobu spracovania pddy. Rozvoj infekcie nastava pri kombinacii vlhkého a
teplého pocasia. Intenzivne slne¢né Ziarenie spomal’uje priebeh infekcie. Stupen napadnutia ma tiez odrodové
suvislosti. Intenzivnejsie st napadané odrody s kratkym steblom a vicsie poskodenie spdsobuju na porastoch
osetrenych rastovym regulatorom. VysSiu nachylnost mozno pozorovat v hustejSich porastoch, viac
zéasobenych dusikom. Ciel'om prace bolo monitorovat’ vyskyt DON v pSeni¢nych vzorkach v pestovatel'skych
oblastiach Slovenska pocas piatich rokov.

Material a metédy

V rokoch 2004 az 2008 boli z 8 pestovatel'skych lokalit Slovenska: Abraham, Zeliezovce, Velky Meder,
Belu$a, V. Ripiiany, Haniska, Turéiansky Dur, Vranov nad/Toplou, Maly Saris, Spiiské Vlachy ziskané
zrnové vzorky psenice ozimnej v mnozstve 1 kg. Celkovo 163 vzoriek bolo analyzovanych na obsah
mykotoxinu DON pomocou komercného kitu Ridascreen Fast DON imunochemickou metdédou ELISA.
Hodnota enzymatickej aktivity bola merana spektrofotometricky.

Vysledky a diskusia

Pomocou ELISA testu boli analyzované zrnové vzorky z pSenice na obsah mykotoxinu DON. Analyzou
163 vzoriek zozbieranych z réznych lokalit Slovenska od pestovatelov psenice pocas piatich rokov bolo
zistené, 7e priemerna kumulacia DON v zrnach je 0,65 mg.kg". Najvyssia priemerna kumulacia DON vo
vzorkach bola v roku 2006 a najnizsia v roku 2005 (Tab. 1). Priemerna kumulacia DON v roku 2004 bola
vyssia 0 23% a v roku 2006 o 38,5% ako celkova priemernd kumulacia DON. V ostatnych rokoch bola nizsia
kumulacia DON vo vzorkdch ako celkova priemerna kumuléacia o 32,3% (2005 rok), 6,2% (rok 2007)
a v roku 2008 o 13,8%. Pocas sledovanych rokov bola v 2 vzorkach zistena mimoriadne vysoka kumulacia
DON (7,2 mgkg' a 8,7 mgkg™") v lokalite Tur¢iansky Dur. Vzorka p3enice s nadlimitnou kumulaciou DON
(1,25 mgkg") pocas sledovanych rokov nebola zistend v lokalitich Abraham a Haniska. Kumuldciu
mykotoxinu DON spdsobuju hlavne druhy Fusarium graminearum, ktorej vyhovuje teplota okolo 25°C a F.
culmorum, ktoré rastie najintenzivnejsie pri teplote 21°C. Podl'a Schaafsma a Hookera (2007) poveternostné
podmienky ovplyviluju vyskyt mykotoxinu DON v zrnach pSenice na 48%, pestovand odroda 27%
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a pestovatel'ské podmienky okolo 14%-28%. Dalej bolo zistené, 7e 4 az 7 pred kvitnutim a 3-10 dni po
kvitnuti si obdobia, ktoré najvyznamnejSie suvisia s kontaminaciou DON vzoriek. Na zdklade analyzy
vyskytu DON vo vzorkach pSenice, ktoré boli ziskané priamo po zbere od pestovatel'ov v rokoch 2004-2007
v Srbsku bola zistena rozdielna kumulacia DON v rokoch. V roku 2004 zistili pomerne vysoka priemernu
kumulaciu DON vo vzorkach 1,23 mg.kg™ pri¢om v rokoch 2005-2007 iba 0,19 mg.kg" (Jaji¢ a kol., 2008).
Podobné vysoké rozdiely v kumulacii DON medzi roénikmi boli zistené po analyze nasich vzoriek.
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Zaver

Monitoring vyskytu DON v pestovatel'skych oblastiach Slovenska v priebehu piatich rokov odhalil
rozdiely v kumulacii DON v rokoch i lokalitach. V niektorych lokalitich kumuldcia DON nepresiahla
maximalnu hranicu povolenej kumulacie DON (1,25 mg.kg") v nespracovanom obili poc¢as sledovanych
rokov (2004-2008). Na druhej strane sa ukazalo, ze su lokality, v ktorych sa pomerne pravidelne mézu
vyskytovat’ vzorky pSenice s vysokou kumulaciou mykotoxinu DON. V takychto lokalitach, kde st vhodné
podmienky pre rozvoj fuzérii je dolezité venovat zvySenll pozornost spravnej organizacii porastu a
dodrziavanie zékladnych agrotechnickych postupov — v€asné zaoranie pozberovych zvyskov, ktoré su Casto
zdrojom primarnej infekcie a podl'a moznosti sa vyhnut sejbe pSenice po kukurici a pSenici. Plati tiez zasada
— ¢im dlhSie je porast na koreni na poli, tym je vacsi predpoklad Sirenia fuzarii a kumulécie toxinov v zrne.
Na zaklade viacerych pokusov bolo zistené, ze d’al§im faktorom, ktory méze vyznamne ovplyvnit’ napadnutie
klasov fuzariami je odroda. Kombinacia vyberu vhodnej odrody a fungicidneho pripravku vyznamne
ovplyviiuje vyskyt fuzariéz v poraste a mykotoxinu.

Pod’akovanie: Praca vznikla za podpory APVV v ramci projektu: ,,VMSP-P-0055-09*.
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SLECHTENI DOSEN (CANNA L.) A HISTORICKE SORTIMENTY (REVIEW)
THE HISTORICAL ASSORTMENTS AND CANNA LILIES BREEDING

Jiti UHER — Bé&la SVITACKOVA

The first cannas of Canna indica-complex were introduced in the pre-linnaean age, the other (C. coccinea Mill., C. lati-
folia Mill., C. lutea Mill. a C. warszewiczii A.Dietr.) followed in the 1768, and 1821. The other taxa for the garden hyb-
rids breeding were introduced in the 1788 (C. flaccida Salisb.), 1789 (C. glauca L.), and 1816 (C. iridiflora Ruiz &
Pav.). The first hybrids appeared in the 1848, and these were thoroughbreeded in the Lobeliaeflora, Amaryllidiflora
(1863), Gladioliflora (1868), and Orchidiflora (1892) Canna group.

Keywords: Canna lilies, Canna, introduction, breeding

Introdukce pivodnich druhii

Prvni zminky o introdukci dosen z antillskych ostrovii Ize vystopovat v Gerardové The Herbal z roku
1597: $lo o po celych americkych tropech rozsifenou “Arundo seu Canna indica®, dochazejici v t¢ dob¢ ne-
byvalé obliby v italskych zahradach. Snad §lo skute¢né€ o pozd¢€jsi Canna indica L. - zdaji se tomu nasvédco-
vat jen o malo pozd&jsi zminky Zlutokvétych a Cervenokvétych variant - exaktné&jsi determinaci vSak kompli-
kuje skutecnost, ze podobné C. coccinea Mill. a C. latifolia Mill. rozliSoval teprve Philip Miller, vrchni za-
hradnik v Chelsea Garden, v proslulém The Gardener's Dictionary (1768). Zminované taxony byly ostatné
jesté dlouho poté zaménovany (Aitonem roku 1810 z anglickych zahrad zmitiovana Canna coccinea je pravé
C. indica L.) a souéasné byly popisovany dalsi drobnokvété taxony, povazované dnes jen za vnitrodruhové
varianty C. indica L. Mnohé z téchto - z anglickych zahrad uz roku 1768 opét Millerem zminovana Canna
lutea Mill. a s ni nejspis identické, o Sedesat let pozd€ji popisované C. crocea Reichenb. a C. aurantiaca
Roscoe, predev§im ale z Kostariky introdukovana C. warszewiczii A.Dietr. (popsana 1849, v anglickych
zahradéach vSak péstovana snad uz od roku 1821) - poslouzily v ptli devatenactého stoleti k prvnim hybridi-
zacim.

K tomuto komplexu patfi dle holandskych autorti (Maas-van de Kamer & Maas, 2000) také dnes po ce-
lych tropech pro skrobnaté oddenky péstované C. edulis Ker.-Gawl. (v anglickych zahradach od roku 1820) a
C. discolor Lindl. - recentné zjistovana molekularni data (Prince & Kress, 2001) poskytuji jejich zavérim
znaénou podporu. Nicméné, posledni monograf rodu Nobuyuki Tanaka (2001) povazuje prvni z obou taxonii
za pochybny, druhy za platny druh, blizky vyse zminované C. coccinea Mill. Také mokiadni Canna glauca
L. (Tanaka, 2001, ji shledava sesterskou mimotadné vzristné C. latifolia Mill. a také Prince a Kress, 2001, ji
posouvaji do té€sné blizkosti C. indica L.), pozdéji proslula jako jeden z nejéastéji vyuzivanych taxont ve
Slechténi, byla Aitonem zminovana z anglickych zahrad od roku 1789 a zakratko zplanéla v tropech po celé
Asii (C. siamensis Kranzl.!).

Horaninow (1963) zaznamenava jiz rovnych sto druhti (Regelem vsak brzy redukovanych na pétadvacet),
rozdélovanych tehdy jesté do rodt Distemon, Canna, Eurystylus a Achirida - Baker pozd¢ji redukuje vSechny
na podrody rodu Canna a pocet druhd, rozsifeny mezitim opét Benthamem a Hookerem, redukuje opét na 23.
Z jeho podrodi akceptoval pozdé€ji Krénzlin (1912) pouze Distemon, z né¢hoz lze ve sbirkach spatfit jen oje-
din€le od roku 1798 znamou peruanskou C. paniculata Ruiz & Pav. - pravé s touto (nikoli s C. edulis Ker.-
Gawl. nebo C. discolor Lindl.), byva dnes spojovana C. achiras Gill. nebo v indexech botanickych zahrad
obcas nabizena C. lanuginosa Roscoe.

Ostatni tfi Bakerovy podrody spojil Krinzlin v podrodu Eucanna a pocet druhli opét rozsifil na padesat
devét. Recentné pridavaji Koyama & Tanaka (2000) ¢tyfi nové druhy a bez dalSich dvou nejnovéji popsa-
nych (Ciciarelli, 2007) byl pocet druhti rodu redukovan na devatenact (Tanaka, 2001), molekularni data
(Prince & Kress, 2001) nicmén¢ naznacuji, Ze i toto ¢islo je nadhodnoceno. Ale prave tyto taxony se ukazaly
byt mnohem vyznamnégj$Simi v pozdéjSich hybridizacich: vedle vySe zminovaného C.indica-komplexu
(podrod Canna v ptivodnim Bakerové pojeti) predev§im mokiadni Canna flaccida Salisb. s velikymi svitiveé
zlutymi kvéty (n€kdejsi podrod Eurystylus, ze severoamerického jihovychodu pfivezena do anglickych za-
hrad roku 1788), z nékdejsiho podrodu Achirida pak razoveé purpurova C. iridiflora Ruiz & Pav., Lambertem
uvedena roku 1816 (k témuz podrodu nalezela téz Planchonem roku 1854 uvedena C. /iliiflora Warsz., neby-
vale vzrustny druh se smetanové bilymi, vonnymi a v celém rodu vibec nejvétsimi kvéty).

Prvni krizenci dosen a vznik historickych sortimenti

Byl to Theodor Année, francouzsky konzul ve Valparaiso, ktery pfi navratu do severofrancouzské Passy
reintrodukoval C. glauca L. a C. warszewiczii A.Dietr., vzdjemné je zkfizil a roku 1848 uvedl na trh prvni
hybrid, popsany pozd¢ji jako Canna annaei André a vysazovany uz k roku 1860 v patizskych ulicich v poctu
dvaceti tisic rostlin. Byly to listem ozdobné dosny s kvéty jen nepatrné vétSimi nez u planych druhid C. indi-
ca-komplexu - presto jsou péstovany dosud a jesté roku 2002 byly ocenény prestizni Award of Garden Merit.
Také pozdejsi kiizeni vychazela vesmés jesté z taxond C. indica-komplexu, jakymi byly C. warszewiczii

Kontaktni adresy:

133 Doc.Dr.Ing. Jiti Uher, Ustav ze[iné}stvi a kvétinafstvi, Zahradnické fakulta MZLU v Brng&, 69144 Lednice na Moravé, CR (uher@zf.mendelu.cz). )
Ing. Béla Svitackova, CSc., Ustav $lechténi a mnoZeni zahradnickych rostlin, Zahradnicka fakulta MZLU v Brng&, 69144 Lednice na Moravé, CR (be-
la.svitackova@mendelu.cz).



Nové poznatky z genetiky a $'achtenia po'nohospodarskych rastlin Zbornik zo 16. vedeckej konferencie, Piestany : VURV, 2009

A.Dietr., C. coccinea Mill., C. lutea Mill. nebo C. limbata Roscoe, a davala vzniknout drobnokvétym “lobel-
kokvétym* hybridm (Sprenger, 1895).

Teprve M. Lombard a C. Huber kiizili C. warszewiczii A.Dietr. také s C. iridiflora Ruiz & Pav. za vzniku
“amarylkokvété Canna ehemannii Hort.Gard. Chron. (rovnéz Award of Garden Merit z roku 2002!), veli-
kosti kvéth také jeste pfili§ nevynikajici, kiizené vSak znovu a znovu s C. iridiflora Ruiz & Pav. za vzniku
robustnich a pomérné jiz velkokvétych C. bihorelii Rév.Hort., C. guttermannii Rév.Hort., C. nouttonii
Rév.Hort. nebo C. bruantii Hort.Bruant. Z dal§iho prokiiZzovani takovych hybridd povstaly kone¢né “gladio-
lokvété™ dosny (Sprenger, 1895), jejichz veliké kvéty vzdalené pripominaji kvéty mecikl; ke vzniku mno-
hych opét prispéla i mokiadni Canna glauca L. Prvni byly uvedeny uz roku 1868 (Khoshoo & Mukherjee,
1970) a dnes jsou mimofadné riznorodou, odridové bohatou skupinou - orientaci v nékolika stovkach kulti-
varl ztézuje ovSem skutecnost, Ze mnohé jsou vzajemné zaménovany a nadto v riznych Skolkach nabizeny
pod riznymi jmény. Desitky takovych hybridi vyslechtil v poslednich desetiletich pfedminulého stoleti le-
gendarni lyonsky péstitel P.M. Crozy, nasledovany A.Vilmorin-Andrieuxem. Rada jejich odrtid dodnes patii
k nejpéstovanéj§im: Sarlatové "Centennaire de Rozain-Bourcharlat” ("Melanie”), "Président Carnot’, 'Roi
Soleil” (AGM 2002!) a proslula "Hercule” (rozsifovana téz jako "Assault’, "Vainqueur’, 'Lafayette”), oranzo-
v¢ kvetouci "Liberté” (zndméjsi dnes pod jménem "Wyoming', AGM 2002), 'Rosamond Coles” s platky zluté
lemovanymi (Casto zaménovana s utlejsimi "Lucifer’ nebo 'Konigin Charlotte”), robustni rizova ‘Louis
Cayeux’ (AGM 2002) anebo zlutokvété, cervenymi skvrnkami zdobené "Aimée Guillaud’, 'En Avant’,
"Oiseau d’Or’. A v neposledni fad¢ "Florence Vaughan’, chybn¢ n¢kdy spojovana se zdhadnou ‘Mme.Crozy’,
vybranou neapolskym péstitelem Sprengerem k dal§im kiizenim s floridskou Canna flaccida Salisb. Tak
vznikly “orchideokvété (nevhodné - pro existenci C. iridiflora Ruiz.& Pav.! - oznacované také jako “kosat-
cokvété™) dosny - prvni snad roku 1892 (Waugh, 1897) - s kvétnimi staminodiemi zvlast’ velikymi a ptsobi-
vé zvinénymi.

Osobitou skupinou jsou prvné roku 1884 zminované “strelitziokveété™ vodni dosny, povstalé z kiizeni C.
glauca L. s C. flaccida Salisb. - z téchto patfi dnes k nejproslulejs$im Zlutokvéta 'Ra” a rizova "Erebus’, do-
sahnuvsi pred Sesti lety rovnéz na Award of Garden Merit. Kratce po pfihlaseni prvnich orchideokvétych a
vodnich dosen publikuje Sprenger (1895) prvni vicetroviiovou klasifikaci dosen, exaktnéj$i hodnoceni (byt
jen v nékolika malo sledovanych znacich) byla vSak provadéna az v rezii RHS Wisley v letech 1908, 1916 a
2002.

Desitky novych odrid vyslechtili také Cesti péstitelé. Odridy z dob nejvétsi slavy lyonského péstitele
Crozyho, predstavené fiCanskym zahradnikem F. Thomayerem (Sprenger, 1988!) jsou bohuzel stejné jako
mezivale¢né klatovské a velvarské hybridy (Hieke, 2002) nenavratné ztraceny. Odridy mélnického $lechtite-
le K. Prachta ze sedmdesatych let minulého stoleti jsou viak dnes s podporou RGZ a VUR Praha udrzovany
na zahradnické fakult¢ MZLU v Lednici.

Uznani a podékovani. Sledovani sortimentl rodu Canna a jejich hodnoceni je na zahradnické fakulté
MZLU v Brné realizovano za podpory projektu MSM 435100002 MSMT CR.
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IDENTIFIKACE ALEL LOKUSU GLU-A1 TRITIKALE POMOCI DNA
MARKERU
IDENTIFICATION OF ALLELES AT THE LOCUS GLU-A1 IN TRITICALE
BY DNA MARKERS

Tomas VYHNANEK' — Eva HALOUZKOVA' — Petr MARTINEK?

Molecular markers were used to identify the allele composition of loci Glu-Al of high-molecular-weight (HMW) glutenin
subunits in fifteen triticale genotypes (varieties and breeding lines). Amplified DNA fragments of HMW glutenin Glu-Al
alleles were separated by agarose slab-gel electrophoresis. Differences between all 3 alleles at the locus Glu-Al [Glu-
Ala (encoding Ax1), 1b (Ax2*) and 1c (AxNull)] were revealed. We optimised of PCR reaction (annealing) of specific
marker for the allele Glu-Alb in PS3 primer combination. In the variety Palomino were detected alleles Glu-Alb and
Glu-Alc from different DNA isolation. DNA was isolated from a mixed sample and so it was not possible to distinguish if
it was detection of admixture in a seed sample or a heterozygous constitution of the genotype.

Key words: triticale, Glu-A1, allelic variation, allele-specific markeres, HMW glutenin subunits

Uvod

Rychly nartst svétové populace vede ke zvySovani poptavky po zdrojich vyzivy lidi, zvifat a po zdrojich
obnovitelné energie. Tritikale (x Triticosecale Wittmack) jako produkt kiiZeni pSenice a Zita vykazuje
vyrazny vynosovy potencial pfedev§im v marginalnich oblastech a je proto atraktivni plodinou vyuzitelnou
pro zvySovani produkce z globalniho pohledu. Na rozdil od psenice je tritikale plodinou mnohem mladsi,
ktera byla podrobena ptsobeni $lechtitelské Cinnosti podstatné kratsi dobu nez vychozi komponenty pSenice
a zito. Zda se, ze u tritikale kratkost trvani allohexaploidni sestavy genomi BBAARR se jeSté¢ nestacila
projevit eliminaci chromosomalni DNA (potazmo zkracenim délky chromosomil) jako u tetraploidni
(BBAA) a hexaploidni (BBAADD) psenice, které existuji nesrovnatelné del§i dobu a tudiz prosly del$im
evolucnim vyvojem (Dubcovski a Dvorak, 2006). Toto mize byt divodem pro¢ ma soucasné hexaploidni
tritikale Slechtitelskou vyhodu oproti psenici, spocivajici ve schopnosti produkovat vétsi mnozstvi susiny
nadzemni biomasy oproti praiméru vychozich rodict (tetraploidni pSenice a Zito) a i oproti bézné hexaploidni
pSenici, coz by mohlo byt teoreticky zplisobeno vlivem permanentni heteroze, vyvolané vzijemnym
spoluptisobenim navzajem malo sbalancovanych genomil pSenice a Zita (Shaked et al., 2001). Slechtitelska
vyhoda soucasného tritikale je rovnéz v delSim stéble, jehoz zkracovanim muze rychleji dochazet ke
zvySovani skliziiového indexu nez u pSenice, kde délka stébla je jiz nyni dostatecné kratka a jeji dalsi
zkracovani se jevi ekologicky malo vyhodné (Lelley, 2006).

Bézné odrudy tritikale maji slabé tésto nepouzitelné pro vysoce mechanizované pekarny. V poslednim
desetileti byly nalezeny donory a geneticko-$lechtitelské postupy, které by mohly umoznit zasadni zlepSeni
technologickych vlastnosti zrna tritikale a tim pfispét krozsifeni jeho vyuzitelnosti v potravinarstvi
(Matéjkova et al., 2009). Proto se domnivame, Ze je dilezité zabyvat se Slechténim tritikale a vyzkumem jeho
gluteninovych alel, odpovédnych za technologickou jakost zrna.

V ramci Slechténi tritikale na pekatrskou kvalitu roste vyznam screeningovych metod umoziujici predikei
technologické kvality. Mezi tyto metody patii polyakrylamidova elektroforéza zasobnich proteint obilky
(SDS-PAGE a A-PAGE) (Payne a Lawrence, 1983), pfipadné jejich chromatograficka analyza (RP-HPLC)
(Wieser et al., 1998) a kapilarni elektroforéza (Bean a Lookhard, 2000). Rozviji se i aplikace DNA markerti
pSenice a zita zaloZzenych na PCR (Salmanowicz a Dylewicz, 2007).

Cilem prace byla identifikace alel lokusu Glu-Al pro gluteninové jednotky s vysokou molekulovou
hmotnosti (HMW) u vybranych genotypu tritikale pomoci alelicky specifickych DNA markert.

Material a metody

Identifikace alel lokusu Glu-Al byla realizovana u 15 genotypu tritikale (tab. 1). Smésné vzorky osiva byly
ziskany z Agrotestu fyto, s.r.o. Kroméfiz vroce 2008. Pro molekuldrni analyzy byla genomova DNA
izolovana pomoci izola¢niho kitu DNeasy Plant Mini Kit (f. Qiagen) z napéstovanych rostlin ve fazi jednoho
listu (5-7 dni staré rostliny). Koncentrace DNA ve vzorku byla po izolaci zjisténa spektrofotometricky. Pro
detekci jednotlivych alel lokusu Glu-Al byly pouzité primerové kombinace PS1 a PS2 (Lafianrda et al.,
1997) a PS3 (De Bustos et al., 2000). Reak¢ni smés o celkovém objemu 25 pl obsahuje: 30 ng templatové
DNA, 0,5 U Taq polymerazy (Promega, USA), 1x odpovidajici pufr, 7,5 uM kazdého primeru a 0,1 mM
kazdého dNTP. Teplotni a ¢asovy profil reakce vychazel z prace Salmanowicz a Dylewicz (2007). Pro
primerovou kombinaci PS3 byla optimalizovana teplota annealingu (nasedani primerl) pro technické
vybaveni laboratofe pomoci gradientové PCR. Elektroforeticka separace probihala na 1,5% agarosovém gelu
(barveni ethidium bromidem) a vysledné DNA produkty byly srovnany s velikostnim standardem.
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Tabulka 1: Analyzované genotypy triticale

Genotyp Firma

Agrano Pflanzenzucht Saka, GbR (GER)

Baltiko, Benetto, Leotino, Madilo, Palomino Danko Hodowla Roslin, Sp. z 0. 0. (PL)

Mungis KWS Lochow GmbH (GER)

Nazaret Selgen, a. s. (CZE)

Pawo Hodowla Roslin Strzelce, Sp. z 0. 0. (PL)

SW Talentro SW Seed BV (NDL)

V2-18-08, V2-36-08, | translokace 1R.1Ds. (-2 | linie vytvofené v Krométizi se zlepSenymi pekaiskymi parametry
V2-45-08 obsahujici rtizné typy translokaci chromosomu 1R, které vytvofil A.J.
V3-6-08, V3-41-08 | translokace Valdy Lukaszewski v USA
Vysledky a diskuse

U vétSiny analyzovanych genotypu (86,7 %) byla detekovana alela Glu-Alb (Glu-1Ax2*). Vyjimkou
z analyzovaného souboru byla odriida Lentiono s alelou Glu-Alc (Glu-1AxNull) a odruda Pawo a alelou Glu-
Ala (Glu-1Ax1). Stejnych vysledkli uodrid Baltiko a Pawo dosahli Salmanowicz a Dylewicz (2007).
V piipadé odridy Palomino byly v riznych izolacich detekovany dvé ruzné alely. Jednalo se o Glu-Alb a
Glu-Alc. Vyuziti smésnych vzorkll pro izolaci DNA neumoziiuje konstatovat zda se jedna o piimés ciziho
genotypu nebo o heterozygotni konstituci. Pro tyto ucely by byla nutna analyza z jednotlivych rostlin.

Pii pouziti primerové kombinace PS1 je mozZno rozliSit na zakladé vysledného produktu alelu Glu-Alb
(1400 bp) od zbyvajicich dvou alel (1500 bp). V nasem ptipad¢ byl vSak rozdil, pfi pouziti teplotniho a
casového profilu Salmanowicz a Dylewicz (2007) mnohem mensi nez uvadénych 100 bp. Pro lepsi
interpretaci a zkraceni doby analyzy je vhodné vyuzit na zakladé naSich zkuSenosti agarosovy gel o nizsi
koncentraci, napt. 0,5-1%. Pro detekci vyskytu alely Glu-Alc (produkt o velikosti 920 bp) byla Gspé&sné
vyuzita primerova kombinace PS2. Pro technické vybaveni laboratofe Ustavu biologie rostlin AF nebylo
nutné upravit teplotni a ani ¢asovy profil reakce. Pro ovéfena vysledki byla vyuzita i primerova kombinace
PS3 umoznujici detekci alely Glu-Alb (produkt o velikosti 2650 bp). Pfi pouziti teplotniho a ¢asového
profilu Salmanowicz a Dylewicz (2007) vznikalo vétsi mnozstvi nespecifickych produkti a tak byla na
zéklad¢ gradientové PCR zvysena teplota annealingu z ptivodnich 57 °C na 58 °C pfi zachovani piivodnich
¢asovych obdobi, coz vedlo ke sniZeni poctu nespecifickych amplikont. Vysledky primerové kombinace PS3
korespondovaly s vysledky dosazenymi pfi pouziti primerové kombinace PS1.

Zavér

V praci jsou prezentovany vysledky identifikace alel lokusu Glu-Al pro podjednotky glutenind s HMW u
15 genotypu tritikale, které je mozné vyuzit v ramci $lechtitelskych programt na vytvotreni odrud tritikale
s lepSimi parametry pekaiské kvality. Predmétem dalSiho studia bude optimalizace DNA markerti pro
identifikaci alel v ramci lokusu Glu-B1.

Podékovdni:  Prace byla podpofena projekty Ministerstva $kolstvi mladeze a tlovychovy Ceské
republiky MSM2532885901 etapou E a KONTAKT-mobilita MEB080827.
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SCREENING KANDIDATNICH GENU REZISTENCE K TEZKYM KOVUM U
RODU SILENE
SCREENING CANDIDATE HEAVY-METALS RESITANT GENES IN GENUS
SILENE

Toma$ VYHNANEK' — Eva NEVRTALOVA'? — Radim CEGAN'? — Vojtéch
HUDZIECZEk' — Roman HOBZA '~

Industrial revolution and technology-based economies drove a problem with an environmental pollution
caused by heavy metals. Surprisingly there are several species of plants that were able to adopt their
metabolism to toxic concentration of metals in soil. Screen for genes that enable heavy-metal resistance in
wild growing plants and their transfer into cultural plants is a useful tool for phytoremediation techniques
through higher biomass production. We focused on isolation of metallothionein genes in Silene species,
because it is known that metallothioneins (MTs) play an important role related to heavy - metal resistance or
accumulation. We isolated and characterized MT3 gene in several species of genus Silene.

Key words: metallothioneins, heavy metal resistance and accumulation, copper, Silene vulgaris

Introduction

There are many (mainly expensive) technologies for cleaning up contaminated soil with heavy metals.
Effective and inexpensive decontamination can be achieved by relatively new technology known as
phytoremediation, which uses plants to remove pollutants from the environment (Peuke and Rennenberg,
2005). But only minority of plant species can grow on metalliferous soils. The first evidence that plants can
be resist and accumulate heavy metals was observed in genus Silene (1934). Silene vulgaris (Monech) Garke
and Silene dioica L. have evolved populations with extremely high levels of copper resistance (van Hoof et
al, 2001). Some data show that metallothioneins (MTs) play a key role not only in a copper resistance but in
metabolism of heavy metals in general. MTs are low molecular weight, Cys-rich cytoplasmatic metal—
binding proteins. They play an important role in maintaining intracellular metal homeostasis, eliminating
metal toxification and protecting against intracellular oxidative damages (Zhou et al., 2006). Plants
metallothioneins are classified into four types based on arrangement of cysteine residues. The genes
enconding MTs occur both in vascular plants, animals and eukaryotic microorganism and prokaryotes. The
similarity between MT genes within one species is often very high (Hudspeth et al., 1996). This work was
preformed to isolate and characterize MT genes of some Silene species and investigate their role the copper
resistance.

Material and methods
Expression analysis:

Seeds were collected from Cu-hypertolerant Silene. vulgaris and Silene dioica populations from smelter
waste site near Spania Dolina. 7-d-old seedlings were used for test of resistance by using the hydroponic
culture- Resistant and non-resistance plants were exposed to linearly increasing concentrations of copper in
the test solution (control, 25uM, 100uM CuNOs) in defined light and temperature conditions. RNA was
isolated using TRIzol reagent. Single-strand cDNA was prepared from 2pug of RNA. The expression of MT3
genes was estimated by Northern blot hybridisation.

Preparation of probe and BAC library screening of Silene vulgaris:

To isolate MT genes from cDNA we used specific primers designed based on sequences from cDNA
databases of several Silene species. The primers (5° — GGTCATGGATGCAGGAGAGT - 3°, 5° —
TCAACACTTGTAGGCAGTGGA - 3’°) were used to amplify MT3 sequence using S. dioica ¢cDNA as a
template. We were constructed a radioactively labelled probe of MT3 gene derived from a purification of a
PCR product. We used random priming method and incorporation of [a-P**]dATP for labeling process. The
probe was used for screening of the BAC library of S. vulgaris and positive clones were selected. These
clones were tested on presence of MT3 gene by PCR reaction with MT3 specific primers and by Southern
blot hybridization with the MT3 probe. One BAC clone was finally selected and sequenced by 454
sequencing method.

Results and discussion

The part of the sequence of the BAC clone of S. vulgaris showed a high amino acid sequence identity
with the MT3 genes in A. thaliana, T. caerulescens and O. sativa, particularly in the cysteine-rich N-terminal
and C-terminal sectors (Fig. 1). The MT3 gene of S. vulgaris includes four Cys-residues in the N-terminal
domain. We have characterized flanking regulatory region of the MT3 gene and found that the major
difference between A. thaliana and S. vulgaris is in a presence of a retrotransposon in its promotor sequence.
Surprisingly except this retrotransposon the region containing several important genes is completely collinear
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with A. thaliana genome sequence (Fig. 2). Using Northern blot hybridization was revealed the differential
expression in resistant and non-resistant species as well as in Cu treated and non-treated Silene plants (up to
now the biggest difference in expression of the MT3 gene in the resistant and non resistant accessions was
found by Hassinen et al. (2009) in T. caerulescens. Most of the type MT3 genes characterized in other plants
are expressed primarily in fruit tissues, such as papaya, banana, kiwifruit. Guo et al. (2003) show that
Arabidopsis MT3 gene is expressed more in leaves and it cannot be detected in seeds. This finding can
suggest that this gene is not only involved in heavy metals detoxification, but in different developmental
processes too. We revealed the expression of this gene in both roots and leaves.
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Fig.1 Alignment of S. vulgaris, T. caerulescens, A. thaliana and O. sativa MT3 amino acid sequences.
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Fig.2 The comparison of the S.vulgaris and A. thaliana locus containing MT3 gene. Both loci are completely
collinear except an intergenic region with the inserted retroelement in S. vulgaris.

Conclusion

We have isolated the MT 3 gene from heavy metal resistant plant S. vulgaris. We have sequenced the
BAC clone containing the MT3 gene and found out that the major difference between A. thaliana the
collinear region is a presence of a retrotransposon in the promotor of the MT3 gene in S. vulgaris. Another
important feature of the MT3 gene in S. vulgaris is a presence of higher number of cysteine residues that are
important parts of metal binding domains. Our aim is to answer following questions: Is the MT3 gene a key
player in the metabolism of copper in Silene species? Can the retrotransposon influence expression of MT3
gene in stress conditions? Is the structure of isolated MT3 gene crucial for affinity of the MT3 protein to
heavy metals?

Acknowledgements: The work was supported by IGA AF MUAF Brno no. DP3/2009 and AS CR grant
M200040905.
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PRODUKTIVITA A KVALITA VYBRANYCH SUCASNYCH ZAHRANICNYCH
A DOMACICH ODROD PSENICE LETNEJ F. OZIMNEJ
PRODUCTIVITY AND QUALITY OF SELECTED PRESENT FOREIGN AND
LOCAL WINTER WHEAT CULTIVARS

Alzbeta ZOFAJOVA — Martin UZIK — Magdaléna BIELIKOVA

Productivity and grain quality of 22 winter wheat foreign and local cultivars were evaluated in 2 years field experiment.
Grain yield was determined mainly by grain number per area (r=0.723"") and not by grain weight (r=0.267). For
breeding programme the high grain yield cultivars with sufficient quality were detected.

Key words: winter wheat, cultivar, grain yield, quality

Spolahlivy vyber rodi¢ov pre kombinacie krizenia je vel'mi dolezity aje povaZovany za prvy krok v
selekcii. V ostatnych rokoch pri pSenici doraz je kladeny na rozne aspekty kvality. Pri registrovanych
odrodach psenice u nas je deklarovana pekarenska kvalita (vyjadrena bodovym hodnotenim) a v zahranici sa
pouziva medzinarodné oznacenie akostnej skupiny odrod (E, A, B, C). Zaradenie odrody nie vzdy zodpoveda
realite v Case jej pestovania. Prikladom je odroda Ilona (registrovana v roku 1989), ktora s pekarenskou
kvalitou 7 je u nas v oficidlnych hodnoteniach standardom pre kvalitu. Zname su aj opacné hodnotenia.

Cielom vyskumu bolo zhodnotit’ tirodu zrna a jej znaky a kvalitu na subore doméacich a zahrani¢nych
odrdd psenice letnej f. ozimnej ako potencialnych rodi¢ovskych odrdd do hybridizacie. Zamerali sme sa tiez
na porovnanie deklarovanej a pozorovanej kvality zrna.

Material a metody

Vo vegetacnych rokoch 2005/06 a 2006/07 bol na Vyskumnom pracovisku v Borovciach hodnoteny
sibor 22 zahranicnych a domacich odréd psenice letnej f. ozimnej. Pokus bol zalozeny metddou
znahodnenych blokov v troch opakovaniach. V priebehu vegetacie sme robili obligatne fenologické
pozorovania. V klaseni pristrojom Minolta SPAD 502 sme merali SPAD hodnoty, o je nepriamy ukazovatel
obsahu chlorofylu. V zrelosti sme z dizky 0,5 m zapojeného porastu odobrali vzorku nadzemnej biomasy pre
stanovenie zékladnych trodotvornych znakov. Pristrojom NIRS bolo zrno analyzované na obsah bielkovin a
pomocou CNS analyzatora bol stanoveny obsah N v zrne a v slame. Odrody patria k si¢asnému sortimentu.
Na zaklade deklarovanej pekarenskej kvality sme ich pri hodnoteni zatriedili do troch skupin: 1 - super
kvalitné (7 — 8 podl'a listiny registrovanych odrdd) (Akteur-DEU, Alana-CZK, Axis-SVK, Balada-CZK,
Banquet-FRA, Bardotka-CZK, Ebi-GBR, Fridolin-AUT, Sulamit-CZK), 2 - kvalitné (6 — 7) (Alibaba-DEU,
Arida-SVK, Barokko-FRA, Bosorka-CZK, Darwin-DEU, Merito-CZK, Nela-CZK, Viginta-SVK, Ilona-
SVK,), 3 - nekvalitné (4 a menej) (Mladka-CZK, Rapsodia-FRA, Venistar-SVK, Torysa-SVK). Udaje boli
spracované pomocou programu Statgrafics for Windows.

Vysledky a diskusia

Pri takmer vietkych hodnotenych znakoch boli vyznamné rozdiely medzi rokmi (okrem poétu zfn na m~)
a medzi odrodami, pri¢om rok bol va¢sim zdrojom premenlivosti (vysledky analyzy rozptylu ani priemerné
hodnoty odréd neuvadzame).

Zatial’ ¢o v roku 2006 troda zrna bola 7,06 t.ha™', v roku 2007 poklesla na 5,52 t.ha™', t.j. 0 22 % (tab. 1).
V oboch rokoch z hladiska zrazok kritickym obdobim bolo vzchéadzanie, ¢o v roku 2006 bolo spojené tiez s
vysokou priemernou teplotou v mesiaci november. Dalimi obdobiami s nedostatkom zrazok v roku 2007
boli faza intenzivneho rastu a nalievania zrna. Tento faktor spolu s vys§imi teplotami v porovnani s
dlhodobym normalom spdsobil, ze vegetacia v roku 2007 bola o 13 dni kratSia ako v roku predchadzajucom.
Vo vegetacii 2006/07 v porovnani s dlhodobym normalom padlo iba 88 % zrazok a priemerna teplota bola
vysSia az o 42 %. Vegetacia 2005/06 bola teplotne na Grovni dlhodobého normalu a padlo o 11 % viac
zrazok. V roku 2007 odrody mali vyssi pocet zin na jednotku plochy (o 3 %), av§ak hmotnost’ 1000 zin bola
zredukovana o 24 %. Poveternostné podmienky mali tiezZ vyznamny vplyv na znaky kvality a na vztah medzi
urodou zrna a obsahom bielkovin. Podl'a oakavania v roku 2007 bol vyssi obsah bielkovin (o 12 %), vyssi
obsah N v zrne (0 16 %) a v slame (o 33 %). Vysokému prijmu N v roku 2007 zodpovedala tiez vysoka
SPAD hodnota (51,0). Neocakavane hodnotené odrody mali v priemere o 10 cm vyS$$i porast v menej
priaznivom roku 2007.

Hoci nebol zisteny vzt'ah medzi Grodou zrna a vyskou (r=-0,274) (tab. 2), v dvoch skupinach odrdd (2, 3)
najvyssiu urodu zrna dosiahli odrody s najvyssou vyskou (Merito 6,94 t.ha™, Torysa 6,96 t.ha™). V skupine 1
najurodnej$ou bola odroda Balada (6,55 t.ha™) s podpriemernou vyskou. Uroda zrna sa zvySovala linearne od
skupiny 1 (5,91 t.ha™) po skupinu 3 (6,70 t.ha™). Najvyssou bola skupina super kvalitnych odréd (100 cm) a
medzi skupinami odrdéd 2 a3 neboli rozdiely. NajnizSou bola odroda Rapsodia (85 cm), ktorej vysku
determinuje gén Rht 2, a najvysSou odroda Fridolin (108 cm) zo skupiny super kvalitnych odrdd.
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Uroda zrna bola zavisla od poétu zin na jednotku plochy (r=0,723"") a nie od hmotnosti zrna (r=0,267),
¢o potvrdzujt aj analyzy historickych sortimentov odréd zameranych na porovnavanie, ktoré prvky trody sa
podielali na genetickom pokroku v trode zra (UZIK et al. 2008). Pocet zin sa pohyboval od 13131 (Alana)
po 18753 (Mladka). Pri odrode Torysa uroda zrna bola viac tvorend hmotnostou zrna ako poctom zin.
Podobne ako pri urode zrna v priemere najvyssi pocet zin mali odrody nekvalitné a najvyssi super kvalitné.
Medzi urodou zrna a jeho hmotnostou sme nezistili vztah a ani medzi skupinami odrdd neboli vyznamné
rozdiely. Najvy$siu HTS mala odroda Balada (43,18 g) (skupina 1), avSak v kazdej skupine boli odrody,
ktoré mali v priemere dvoch rokov vyssiu HTS ako 41 g.

Obsah bielkovin sa pohyboval od 12,63 % (Merito) po 14,68 % (Akteur) a podla ocakévania bol v
zapornom vztahu s urodou zrna (r=-0,487") a s poétom zin (r=-0,564""). Medzi skupinami odrod boli
rozdiely aj ked’ nevyznamné. Aj ked” SPAD index ako nepriamy ukazovatel’ obsahu chlorofylu a obsahu N
nebol vo vztahu s obsahom bielkovin, odrody s maximalnym obsahom v ramci skupiny 2 a 3 (Arida,
Venistar) mali najvyss$iu hodnotu SPAD indexu. Obsah bielkovin pri odrode Merito nezodpovedal jej
zaradeniu do skupiny kvalitnych odrdd. Odroda mala jeden z najvysSich obsahov N v slame, z ¢oho sa da
usudzovat’ na menej efektivnu translokaciu N, ktora je zavisla od poveternostnych podmienok a od genotypu.
Odroda Arida (skupina 2) s nadpriemernym obsahom bielkovin a N v zrne sa viac podobala odrodam skupiny
1. Mala tiez nizky obsah N v slame.

Zaver

Uroda zrna odrdd psenice letnej f. ozimnej sréznym genetickym potencidlom a kvalitou zrna bola
determinovana po¢tom zfn na jednotku plochy anie hmotnostou zrna, priCom boli pozorované
medziodrodové rozdiely. Zatriedenie odrdd do troch skupin na zéklade deklarovanej kvality zrna pri
niektorych odrodach (Merito, Arida) nezodpovedalo zistenym hodnotam najmi v obsahu bielkovin, ktory je
predpokladom, nie vSak zarukou vysokej kvality. Pre hybridizacné programy pSenice boli detegované
odrody, ktoré na prijate'nej irovni kombinovali vysoku urodu zrna s jeho kvalitou (Rapsodia, Balada ai.).
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Tabul’ka 1: Priemerné hodnoty znakov skupin odrdd pSenice letnej f. ozimnej za roky 2005/06 a 2006/07

Uroda o -
F aktgry - ro}g N SPAD Jna HTZ l?oce?z Biclk. N N Vyska
skupina odrod (tha™) (2) zfn.m Zrno slama (cm)
2005/06 22 46,0 7,06 44,68 15873 12,89 1,937 0,523 90
2006/07 22 51,0 5,52 33,95 16312 14,41 2,255 0,698 100
1- super kvalitné 9 47,8 5,91 39,39 14997 13,86 2,154 0,591 100
2 - kvalitné 9 492 6,45 39,74 16319 13,58 2,074 | 0,629 93
3 - nekvalitné 4 48,7 6,70 37,96 17869 13,32 2,016 | 0,594 92
X celkovy - 48,5 6,29 33,32 16093 13,69 2,096 0,611 80

Tabul’ka 2: Korelacie medzi hodnotenymi znakmi odrdd pSenice letnej f. ozimnej (n=22)

Znak 2 3 4 5 6 7 8
SPAD (1) 0,094 0,176 0,009 0,195 0,058 -0,309 -0,390
Uroda zrna (tha') (2) 1 0267 | 0,723 0,487 0,588 20,283 20,274
HTZ (g) 3) 1 0,465 0,182 0,144 20,506 0,065
Pocet zin.m™ (4) 1 0,564 -0,640"" 0,080 -0,343
Bielkoviny (5) 1 0,849"" -0,340 -0,036
N zrno (6) 1 20,187 0,259
N slama (7) 1 -0,081
Vyska (cm) (8) 1
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