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Nové poznatky z genetiky a §l'achtenia pol'nohospodarskych rastlin Zbornik zo 17. vedeckej konferencie, Pieitany : VURV, 2010

PRINOS GENOVEJ BANKY SR A NARODNEHO PROGRAMU OCHRANY
GENETICKYCH ZDROJOV RASTLIN PRE OCHRANU BIODIVERZITY A
SCACHTENIE RASTLIN
CONTRIBUTION OF GENE BANK OF THE SR AND NATIONAL PROGRAM
FOR BIODIVERSITY CONSERVATION AND PLANT BREEDING

Daniela BENEDIKOVA — Michaela BENKOVA

Gene bank of the SR began its activity in the year 1997 in Piestany. All the activities are performed by the national and
international legislative. Storage capacity is 50 000 seed accessions at four cool chambers in two temperature schedules
(-17 °C and +4°C). In the space of years 1997 till 2009 have been saved at Gene bank SR 15 814 accessions in the active
collection and 3 444 accessions in the base collection. The Safety duplicate collection includes 3 448 seeds accession
from the most valuable Slovak genetic resources and is located in Gene bank of the Czech Republic at Prague. Within the
frame of genetic resources exploitation has been provided 2 904 seed samples for research works and projects
realization. We provided 286 seed samples for breeding purposes and 259 samples for education. Abroad for research
subjects we have been send 537 seed accessions. Monitoring of testing germinative activity and viability of the seeds after
5 years period of conservation was doing for 6 646 accessions. The seed of the grasses species Agrostis stolonifera L.,
which was collected on collecting expedition was utilised into grasses breeding program and in the year 2006 was
register as variety “Akcent”.

Key words: Gene bank SR, National program, conservation, plant genetic resources

Uvod

Svetovy plan akcii uchovavania a trvalo udrzate'ného vyuzivania genetickych zdrojov rastlin predstavuje
hlavny program organizacie FAO, tykajlici sa prace s genetickymi zdrojmi rastlin. Svojich dvadsat’ priorit ma
roz€lenenych do Styroch oblasti ajednou znich je ivyuzivanie genetickych zdrojov rastlin. Efektivne
vyuzivanie genofondu predpoklada ¢o najdokonalejSiu znalost’ existujiicej genetickej variability druhov,
biologickych vlastnosti $irokych suborov odrdd a slachtitel'sky rozpracovanych materidlov. Zakladom pre
rieSenie uvedenej problematiky vkazdej krajine je tvorba narodného programu avramci neho je
cielavedomé vyhl'adavanie, zhromazd’ovanie, uchovavanie a stidium geneticky cennych odrdd, ekotypov,
krajovych odrod, polokultirnych foriem a inych genetickych zdrojov (Jarvis et al. 2007). Genetické zdroje
rastlin, ako také, st hospodarsky a politicky vyznamnou zlozkou majetku $tatu, nakol’ko maju priamy vplyv
na potravinovi bezpecnost' kazdej krajiny. Kazda krajina si uchovava svoje genetické zdroje rastlin
avyuziva ich podla medzinarodnych Standard (FAO/IPGRI,1994). Uchovavanie semennych druhov sa
realizuje v génovych bankach, vegetativne rozmnozované druhy sa uchovéavaju v pol'nych kolekciach tychto
bank (Rao et al. 2006; Engels & Visser 2003).

Genetické zdroje sa vyuzivaju nielen v pestovatel'skej praxi, ale najmé v slachtitel’skych programoch, pri
rieSeni vedeckych a vyskumnych projektov a tiez pri propagacnych a vzdelavacich aktivitdch pre odbornt a
laick verejnost’ (Benedikova et al. 2009).

Ciel'om prispevku je zhodnotit’ prinos Génovej banky SR a Narodného programu ochrany genetickych
zdrojov rastlin pre vyuZzivanie v S$lachteni a vyskume apre ich dlhodobé uchovavanie pri ochrane
biodiverzity.

Material a metody

Zakladnym legislativnym ramcom pre vSetky domace aktivity tykajuce sa genetickych zdrojov rastlin pre
vyzivu a polnohospodarstvo je Narodny program ochrany genetickych zdrojov rastlin pre vyzivu
a pol'nohospodarstvo (d’alej len Narodny program), zakon NR SR ¢. 215/2001 Z. z. o ochrane genetickych
zdrojov rastlin pre vyzivu a polnohospodarstvo a vykondvacia vyhlaska ¢. 283/2006 Z.z. k uvedenému
zakonu.

Génova banka SR pocas svojej existencie vykonava vsetky ¢innosti vyplyvajuce z jej Statatu, ktory ako
sucast’ Narodného programu ochrany genetickych zdrojov rastlin na roky 2010 - 2014 bol zverejneny dia
23.11.2009 vo Vestniku MP SR ¢iastka 24, bod 66. Riesitel'ské pracoviska Narodného programu sa zriad’uju
zmluvne podla § 8 a9, kuratori vykonavaju svoju ¢innost podla § 10 uvedeného zdkona a podla §22
ministerstvo financuje vSetky aktivity s genetickymi zdrojmi rastlin pre vyzivu a polnohospodarstvo.

Génova banka SR ma sidlo v Centre vyskumu rastlinnej vyroby (CVRV) Piestany v Piest'anoch a slizi na
uchovavanie semennych druhov genetickych zdrojov rastlin. Rastlinné druhy rozmnoZzujlce sa vegetativne
sa uchovavaju v polnych kolekciach na riesitel'skych pracoviskach Narodného programu. Kapacita Génove;j
banky SR je 50 000 vzoriek semien. Dlhodobé skladovanie semien je v zakladnej kolekcii pri teplote -17°C
na dobu skladovania az 50 rokov a viac. Strednodobé skladovanie semien pri +4°C je v aktivnej kolekcii na
dobu 10 rokov.

Distribucia vzoriek semien genetickych zdrojov sa vykonava na zaklade poziadavky ziadatel'a a moznosti
kapacity semien génovej banky. Semena sa poskytujii bezplatne, v mnozstve maximalne 200 semien. Pre
uzivatel'ov je pristupnych asi 80 % uskladnenych vzoriek semien. Podl'a medzinarodnych predpisov je kazda
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vzorka zasielana len so sthlasom kuratora kolekcie alebo $l'achtitel’a a je sprevadzana $tandardnou dohodou
o presune materialu (sSMTA - Standard Material Transfer Agreement) v stilade s Dohovorom o biologicke;j
diverzite a Medzinarodnou zmluvou. Vzorky semien genetickych zdrojov rastlin sa zasielaji len na
nekomeréné cely pre Sl'achtitelov, na vyskumné a vedecké icely a na vymenu s inymi génovymi bankami.

Vysledky, diskusia

Genetické zdroje rastlin sa vyuZivaju v ostatnom case hlavne pri rieSeni vyskumnych projektov
zameranych na rozSirovanie pestovania netradicnych plodin, rozSirenie druhovej pestrosti lucnych
a pasienkovych porastov, vyber vhodnych druhov a odrdd pre alternativne vyuzivanie produkcie, zlepSovanie
pddnej urodnosti a iné ucely. Uzivatelom genetickych zdrojov je k dispozicii pasportna databaza Génovej
banky SR uverejnena na www.cvrv.sk. V sucasnosti je v databaze evidovanych 181 kolekcii udrziavanych ex
situ, 2 kolekcie in vitro a 1 in situ o celkovom pocte 24 537 vzoriek. V spolupraci s jednotlivymi kuratormi je
mozné ziskat' informacie iz popisnej databazy jednotlivych genetickych zdrojov. Tieto databazy su
vypracované v stilade s medzinarodnymi Standardami.

Dolezitost’ vyuzivania genetickych zdrojov rastlin vidime i v tom, Ze sa vyuzivaji v §lachtitel'skych
programoch, pri rieSeni vyskumnych uloh avo vyukovych programoch strednych avysokych skol
a univerzit, propagacnych a vzdelavacich aktivitach muzei a v trvalych vysadbach réznych institacii.

STachtenie rastlin realizuju na Slovensku najméi privatne firmy a akciové spolognosti, situacia v tejto
oblasti nie je vel'mi priazniva, pdsobi tu priblizne 15 §lachtitel'skych subjektov. Ich aktivity st zamerané na
tvorbu novych genotypov najmi obilnin (pSenica, jatmen, raz), zeleniny, vini¢a a ovocnych druhov s
rezistenciou k vyznamnym patogénom. SPachteniu ostatnych rastlinnych druhov sa venuje pozornost’ len
okrajovo.

Pri vzniku Génovej banky SR bolo v roku 1997 uskladnenych prvych 1 842 vzoriek semien do aktivnej
kolekcie a 582 vzoriek do zakladnej kolekcie. V&acSina vzoriek bola tvorend najmid obilninami
a strukovinami. Aktivity pokracovali vel'mi intenzivne a tak v roku 2010 je uz zaevidovanych do aktivnej
kolekcie 16 053 vzoriek semien a do zakladnej kolekcie 3 448 vzoriek semien. Prehl'ad stavu napliiania
kolekcii v jednotlivych rokoch je uvedeny v tabulke 1. a 2. Dalej bola vytvorena tzv. bezpe&nostna kolekcia,
ktora v sucasnosti obsahuje 3448 vzoriek semien najvzacnejSich domacich genetickych zdrojov. Tato
kolekcia je z hPadiska bezpe&nosti uloZend v zahrani¢i, v Génovej banke Ceskej republiky na VURV v.v.i.
Praha Ruzyiie.

Jednou z délezitych aktivit kazdej génovej banky je poskytovanie vzoriek semien pre uzivatel'ov. Vzorky
semien sa poskytuju len z aktivnej kolekcie. Pocas existencie Génovej banky SR za roky 1997 az 2009 bolo
z aktivnej kolekcie vydanych 9 521 vzoriek semien (tabulka 3). Z tohto poctu az 2 875 vzoriek bolo
poskytnutych na rieSenie vyskumnych uloh a projektov, pre ucely Slachtenia a vyskumu a tiez pre ucely
vzdelavania na univerzitich a strednych $kolach (SVOC, diplomové a doktorandské prace). Nakolko
program evidencie génovej banky eviduje kazdy pohyb so semenom ako vydaj, zostatok 7 313 vzoriek bolo
vydanych na monitoring kli¢ivosti a regeneraciu semien aktivnej kolekcie po uplynuti doby skladovania 5
rokov. Z celkového poctu vydanych vzoriek Génova banka SR poskytla do zahrani¢ia 537 vzoriek semien.

Uzemie Slovenska je charakterizované vysokou diverzitou. Povodne pestované krajové odrody a
populacie je mozné zhromazdovat, uchovavat’ pre buduce generacie a vyuzit' v $lachteni novych odrdd.
V ramci zberovych aktivit pracovnici Génovej banky SR zorganizovali alebo sa zicastnili na viac ako 45
expediciach na uzemi Slovenska a v zahrani¢i. Z tychto zberovych expedicii sa zhromazdilo vySe 6 500
vzoriek semien, zahrilujucich krmoviny, strukoviny, travy, ovocné druhy, aromatické a lieCivé druhy,
olejniny, zeleniny, obilniny a divorastucich predchodcov kultirnych druhov. Systematické zbery vo
vybranych oblastiach Slovenska boli zamerané na zachranu autochténnych krajovych odréd pestovanych
plodin a ich divorasticich predchodcov. Hlavnym cielom zberovych expedicii bol prieskum lokalit, zber,
inventara unikatnych vzoriek tradi¢nych odrdd a krajovych odrdd, ako aj ekotypov divorastiicich populacii,
siroko rozsirenych v réznych oblastiach Slovenska a reprezentujicich vyznamnu ¢ast’ prirodnych zdrojov
nasej krajiny a kultGrneho dedi¢stva naSich ludi. Jednou z poslednych odréd, ktoré boli v minulosti
registrované v ramci trav je i odroda psinéeka poplazového (Agrostis stolonifera L.), pri vzniku ktorej boli
vyuzité zdroje trav ziskané zo zberovych expedicii pracovnikov VURV Piestany. Tato odroda bola
registrovana v Listine registrovanych odréd v roku 2006.

Narodny program ochrany genetickych zdrojov rastlin zacal vyvijat’ svoju koordinovanu a systematicku
aktivitu v roku 1991 rieSenim vedecko-technického projektu 05-514-31 pod nazvom ,,Zhromazdovanie,
stadium a ochrana genofondu kultarnych rastlin“. Dovtedy sa kolekcie uchovavali decentralizovane na
riesitel'skych pracoviskach. Koordina¢nii ¢innost’ vyvijal vtedajsi VURV Piestany. Do riesenia problematiky
bolo zapojenych 19 pracovisk vramci celého Slovenska, ktoré uchovavali 16 200 vzoriek. RieSenie
problematiky ochrany genetickych zdrojov rastlin pokracovalo dalej v réznych formach, vytvarala sa
legislativa, vstupovalo sa do rieSenia medzinarodnych aktivit. Dnes v Narodnom programe evidujeme 32 910
genetickych zdrojov udrziavanych na 18 riesitel'skych pracoviskach v ramci celej Slovenskej republiky.
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Vroku 2009 bola aktualizovana databaza pasportnych udajov zaslanych do informacného katalogu
EURISCO. Je to centralna europska databaza ktord zahfiia viac ako milion pasportnych informacii z 32
krajin. Databaza pasportnych dat Slovenska v sti¢asnosti pozostava zo 16 822 poloziek.

Tabulka 1: Vyvoj stavu aktivnej kolekcie vo vybranych rokoch podl'a skupin plodin

Plodiny 1997 | 1999 | 2000 | 2002 | 2003 | 2005 | 2006 | 2008 | 2009
Obilniny 1088 | 3197 | 3407 | 4887 | 5204 | 6908 | 7588 | 8263 | 8410
Zelenina 139 194 208 228 236 251 253 | 255 257
Strukoviny 223 | 1043 | 1378 | 1867 | 2107 | 2683 | 2927 | 3072 | 3072
Olejniny 126 220 233 257 319 353 429 | 505 518
Krmoviny 0 450 562 722 739 796 839 | 892 892
Aromat. a lie¢ivé rast. 26 69 94 111 112 146 171 | 204 204
Repa 51 51 52 52 108 109 114 | 123 123
Kvety 10 10 10 10 10 16 20 24 24
Travy 1 45 61 93 93 106 117 | 128 159
Kukurica 31 66 231 418 535 743 820 | 822 822
Priemyselné plodiny 147 169 188 334 334 396 424 | 433 447
Iné obilniny 0 15 26 61 80 137 161 | 210 210
CELKOM 1842 | 5529 | 6450 | 9040 | 9877 | 12644 | 13863 | 14931 | 15138
Tabulka 2: Vyvoj stavu zdkladnej kolekcie vo vybranych rokoch podla skupin plodin
Plodiny 1997 1999| 2000 2002| 2003| 2005 2006| 2008 2009
Obilniny 26 418 620 745 752 902 1067 1101| 1103
Zelenina 54 105 121 132 132 133 133 133 133
Strukoviny 131 523 569 749 779 942 961 961 961
Olejniny 136 136 136 138 195 204 207 248 248
Krmoviny 2 67 67 73 73 77 79 83 83
Aromat. a lieCivé rast. 9 23 23 28 28 40 42 42 42
Repa 17 17 17 17 49 50 56 56 56
Kvety 26 61 61 61 61 61 61 61 61
Travy 2 29 45 60 60 63 63 63 63
Kukurica 33 84 129 221 248 410 416 416 416
Priemyselné plodiny 146 148 148 239 239 239 239 239 239
Iné obilniny 0 6 11 14 16 16 16 16 16
CELKOM 582 1617 1947 2477 2632| 3137| 3340| 3419 3421
Tabul'ka 3: Vydaj vzoriek semien z aktivnej kolekcie vo vybranych rokoch
Plodiny 1997 | 1999 | 2000 | 2002 | 2003 | 2005 | 2006 | 2008 | 2009 | Celkom
Obilniny 1 87 66 362 156 | 2430 | 910 633 973 5618
Zelenina 0 0 2 76 26 76 48 101 59 388
Strukoviny 0 0 46 28 33 139 126 236 457 1065
Olejniny 0 0 0 36 15 231 30 93 63 468
Krmoviny 0 40 54 112 28 475 81 69 71 930
Arom.a lie¢ivéras.| 0 0 0 0 6 14 38 27 58 143
Repa 0 0 0 0 7 57 8 69 0 141
Kvety 0 0 0 0 16 15 4 2 0 37
Travy 1 0 0 0 0 52 53 0 24 130
Kukurica 0 0 0 3 1 14 56 54 92 220
Priem. plodiny 0 6 4 13 18 29 42 141 12 265
Iné obilniny 0 0 0 5 4 14 22 25 46 116
Celkom 2 133 172 635 310 | 3546 | 1418 | 1450 | 1855 | 9521
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Zavery

Rozhodujuci prinos Génovej banky SR spodiva vtom, Ze sa realizuju aktivity vyplyvajuce
z medzinarodného Dohovoru o biologickej diverzite a plni sa Aktualizovany akény plan pre implementaciu
Narodnej stratégie ochrany biodiverzity na Slovensku. V ramci ¢innosti riesitel'skych pracovisk Narodného
programu pre ochranu GZR sa plnia d’alSie dolezité ulohy ochrany genetickych zdrojov rastlin. S novymi
genetickymi zdrojmi sa neustdle pracuje, hodnotia sa podla prislusnych klasifikatorov plodin podla
fenologickych, morfologickych aagronomickych znakov a vlastnosti. Na zaklade tychto hodnoteni
nachadzaju uplatnenie v $lachteni, pripadne v zdkladnom, alebo aplikovanom vyskume ako experimentalny
biologicky material.

V oblasti vzdelavania, vychovy a propagacie genetickych zdrojov rastlin sa organizuji odborné
konferencie a seminare, publikuje sa informacny spravodajca GENOFOND, listovka o Génovej banke SR,
poskytujt sa konzultacie, exkurzie a prednasky pre odbornu i laicka verejnost’.

Aktivnou ucastou na medzinarodnych akciach, zaoberajicich sa problematikou ochrany genofondu,
propaguju sa dosiahnuté vysledky pri rieSeni Narodného programu v SR. Kuratori plodin pracuju i v ramci
Bioversity International v pracovnych skupindich ECPGR kde prezentujii vysledky dosiahnuté pri rieseni
Nérodného programu.

V stlade s kritériami FAO a Bioversity International sa dodrziava manazment semennych vzoriek
genetickych zdrojov rastlin v génovej banke podl’a kritérii FAO a Bioversity International, plnia sa prislusné
metodické pokyny anormy pre zabezpeCenie spravneho riadenia vSetkych aktivit suvisiacich s pracami
v Génovej banke SR, aktualizuji sa popisné a pasportné databazy kolekcii. SR, aktualizuji sa popisné
a pasportné databazy kolekecii.

Pri vyskumnych aktivitach spojenych s rozsirovanim pestovania netradi¢nych plodin sa riesia projekty,
v ktorych sa okrem iné¢ho vyuzivaju viaceré minoritné plodiny a propaguje sa ich pouZzivanie v zdravej
vyZzive.

Prispevok bol pripraveny na zaklade dlhorocnych vysledkov dosiahnutych pri rieSeni Narodného
programu, ktory bol financovany z prostriedkov MPZPRR SR.

Propagacné aktivity stvisiace s ochranou biodiverzity pre $irok(l verejnost’ boli tiez financované i z projektu
v ramci Europskeho regionalneho a rozvojového fondu INTERREG IVC: REVERSE ,,Regionalna vymena a
tvorba politiky pre ochranu a hodnotenie biodiverzity v Europe®.

Pod’akovanie: Prispevok bol pripraveny na zdklade dlhoroénych vysledkov dosiahnutych pri rieSeni
Nérodného programu, ktory bol financovany z prostriedkov MPZPRR SR.
Propagacné aktivity sivisiace s ochranou biodiverzity pre Siroku verejnost’ boli tiez financované i z projektu
v ramci Eurépskeho regionalneho a rozvojového fondu INTERREG IVC: REVERSE No.0500R2
»Regiondlna vymena a tvorba politiky pre ochranu a hodnotenie biodiverzity v Eurdpe®.

Literatira

Benedikova D. et al. 2009. Zhromazd’'ovanie, hodnotenie a uchovavanie genetickych ~ zdrojov rastlin  pre
vyzivu a pol'nohospodarstvo. ZS tlohy odbornej pomoci MP SR, CVRV- VURV Piestany, 152 s.

ENGELS, J. M. M., VISSER, L. 2003 A guide to effective management of germplasm collection. = IPGRI
Handbooks for Genebanks No.6. IPGRI, Rome, Italy.

FAO/IPGRI. 1994. Genebank Standards, FAO Rome, Italy and IPGRI, Rome, Italy, 13 pp.

JARVIS, D.I., PADOCH, C., COOPER, H. D. Managing biodiversity in agricultural ecosystems, Bioversity
International Rome, Italy,2007, ISBN-13: 976-0- 231-13648-8

RAO, N.K., HANSON, J., DULLO, M.E., GHOSH, K., NOWELL, D., LARINDE, M. Manual of seed

handling in genebanks. Handbook for genebanks No.8 Bioversity International, Rome, Italy,

ISBN 978-92-9043- 740-6, 2006

Adresa autorov:
doc. Ing. Daniela Benedikova, PhD., Ing. Michaela Benkova, PhD.
Centrum vyskumu rastlinnej vyroby Piestany, Bratislavska cesta 122, 921 68 Piestany benedikova@vurv.sk

11



Nové poznatky z genetiky a §l'achtenia pol'nohospodarskych rastlin Zbornik zo 17. vedeckej konferencie, Pieitany : VURV, 2010

POLNE HODNOTENIE GENETICKYCH ZDROJOV LASKAVCA
(AMARANTHUS L.) NA PESTOVANIE V RASTLINNEJ VYROBE
FIELD EVALUATION OF AMARANTH (AMARANTHUS L.) PLANT
GENETIC RESOURCES FOR GROWING IN THE PLANT PRODUCTION

Iveta CICOVA

Fifteen genetic resources of amaranth (Amaranthus L.) were grown for plant production. The aim of this study is
characterize and evaluate phenologically, morphological and agronomic traits of varieties of Amaranthus by used
descriptor list: G. J. H. Grubben: Genetic Resources of Amaranths (IBPGR 1981). The variability present morphological
traits of amaranth: plant height, stem diameter, leaf number and colour, leaf length and width, leaf shape and margin,
stem colour and pubescence, inflorescence length stalk and laterals, inflorescence shape and colour, inflorescence
density index, seed colour and shape, branch number. We have evaluated species of amaranth and found out its large
variability in plant height (245 — 1645 mm), leaf width (9 - 108 mm), leaf length (66-180 mm) and inflorescence length
(485 — 657 mm).

Key words: genetic resources, evaluation, variability, Amaranthus L.

Uvod

Vyskum laskavca je zamerany na moznosti jeho vyuzitia v inovacii rastlinnej vyroby, v potravinarstve,
ale i v energetike. Z viac ako 60 druhov je v naSich podmienkach vyuZivané na semeno A. hypochondriacus,
A. cruentus, A. caudatus, na krmovinarske ucely a na nepotravové Ucely najmd A. hybridus iA.
mantegazzianus, ako zelenina A. graecizans, ako okrasna plodina A. tricolor alebo A. caudatus. Laskavec je
jednoroc¢na rastlina, v zavislosti od druhu, odrody a podmienok dorastie do vysky 0,5 - 3,0 i viac metrov.
Plodom je tobolka, semeno je malé s hmotnostou tisicich semien 0,6-1,1g zlatozltej, krémovej az bielej
farby, ale i ruzovej a Ciernej farby. Na Slovensku pozname laskavec predovsetkym ako burinu alebo ako
okrasntl rastlinu, vd¢§ina burinovych i okrasnych druhov bola k nam zavle¢ena z Ameriky.

Medzi druhmi ale i genotypmi rodu Amaranthus L. st vel'ké rozdiely v habite (vyska rastlin, vetvenie,
vyska nasadenia kvetenstva, hmotnosti semien), rozdielna citlivost’ na dizku dia, rozdielna tolerancia na
sucho, odolnost’ vo¢i chorobam a skodcom, vyrovnanost' v dozrievani a vypadavani semien. Tieto vlastnosti
rozhodujt o vhodnosti genotypu pre urcité pestovatel'ské podmienky, spdsobe pestovania a spdsobe vyuzitia.
Urody zrna laskavca st vysoko variabilné a zavisia od mnohych faktorov.

Zo §tadia literArnych prameniov choréb rodu Amaranthus L., laskavec napadaju tieto choroby: poruchy
vzchadzania a padanie mladych rastlin sposobuju parazitické huby rodu Pythium, Rhizoctonia, Fusarium,
Aphanomyces. Tieto huby poskodzuju korene a stonky pod povrchom p6dy. Rastliny su potom slabé, padaja
a odumieraju. K napadnutiu dochadza hlavne v tazkych zlievavych podach, po vytvoreni podneho prisusku,
pri nadmernom zamokreni pddy, alebo ak pdda nie je dostatocne prehriata. K napadnutiu odrod laskavca
hubami rodu Fusarium dochadza najCastejSie po vzideni rastlin az do fazy vetvenia stoniek. Na konci
vegetacie je mozné vidiet’ Sedé skvrny s tmavou obrubou spésobené hubami. Rovnaké huby mézu napadat’
i stikvetia. Na dozrievajtcich sukvetiach sa vyskytuju v hustych porastoch huby Botrytis ssp., Fusarium spp.
a Alternaria ssp., ktoré mozu nepriaznivo ovplyvnit’ kvalitu semien.

Ulohou novej vyskumnej tlohy je uréit vhodné odrody pre rastlinni vyrobu v danych klimatickych
podmienkach a otestovat’ novoziskané odrody na pestovanie na zrno ana biomasu, podrobné Studium
a hodnotenie jednotlivych odréd z hladiska fenologickych, morfologickych a hospodarskych znakov
v pol'nych pestovatel'skych podmienkach.

Material a metody

V predloZenej praci bolo hodnotenych 15 genetickych zdrojov laskavca, ktoré boli vysiate na pozemkoch
Centra vyskumu rastlinnej vyroby v Piestanoch. V sledovanom roku 2010 bol vyskum zamerany na
adaptaciu odréd v polnych podmienkach a hodnotenie podla medzinarodného klasifikatora: G. J. H.
Grubben: Genetic Resources of Amaranths (IBPGR 1981).
Hodnotenie rastlin sa sustredilo na:
1. Nastup fenologickych faz (vzchadzanie, vytvaranie pravych listov, formovanie kvetenstva, mliecna,
voskova a fyziologicka zrelost).
2. Morfologické znaky (hodnotenie podl'a medzinarodného klasifikatora)
3. Produkéné znaky
4. Choroby a skodcovia laskavca
Zoznam hodnotenych odréd: AMA 95 (A. muricatus), C 15/3 (A.cruentus), C 26/2 (A.cruentus), C 26/3
(A.cruentus), Polish' (A. cruentus), C 236/1 (A.cruentus), A — control (A.cruentus), RRC 483 (A.cruentus),
C 82/1 (A.cruentus), 1008  (A.hypochondriacus), Plainsman (A.hypochondriacus), C 27/5 (A.cruentus), B —
control (hybrid K-433), Olpir (A.cruentus), Koniz (A.hypochondriacus).
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Vysledky a diskusia

Zo sledovanych znakov v roku 2010 bola hodnotena vyska rastlin. NajvysSou odrodou v roku 2010 bola
B-control, ktora dosiahla vysku 1645 mm a druhéd najvysSia bola C 82/1 (1628 mm) a tretia bola odroda

v

Plainsman (1621 mm). NajnizSim genotypom bol AMA 95 (245 mm). Meranie vysky sa robilo vo faze

plného kvitnutia podl'a medzinarodného deskriptora.

Graf 1.

Vyska rastliny pri kvitnuti v mm
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Druhym meranym znakom podla deskriptora je priemer stonky merany v mm. Ako vidiet' z grafu 2.
najhrubsiu stonku mali odrody 1008 (19,94 mm), Olpir (17,98 mm) a geneticky zdroj A-control (17,3 mm).
Tento znak sa meria na stonke medzi 6-8 pravym listom. Ma vyznam hlavne u druhov urCenych na

energetické vyuZitie.

Graf 2.

Priemer stonky mm
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Podla deskriptora sa meria aj list ato jeho dizka a§irka v milimetroch, pri¢om $irka listovej Gepele
a pocet listov suvisi s vel'kostou listovej plochy. Z grafického zobrazenia vysledkov vidime, ze najdlhsi list
mali genetické zdroje C 82/1 (180 mm), B-control (167,5 mm) a Olpir (166 mm). Prave u tohto meraného

znaku sa prejavila vysoka variabilita. Namerané hodnota sa pohybovali od 66 mm do 180 mm.

13



Nové poznatky z genetiky a §l'achtenia pol'nohospodarskych rastlin Zbornik zo 17. vedeckej konferencie, Pietany : VURV, 2010

Graf 3.

Dizka listu v mm

dizka listu v mm
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geneticky zdroj C 82/1 (182,5 mm), 1008 (95,5 mm) a Olpir (93,7 mm). Najuzsi list mal geneticky zdroj
AMA 95 (9 mm).

Graf 4.

Sirka listu v mm
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Vyznamnym znakom je dizka koncového sukvetia. Najvicsie stkvetie v roku 2010 mala &eska odroda
Olpir (657 mm), potom americka povolena odroda Plainsman (619 mm) a geneticky zdroj C27/5 (612 mm).

Najvyssia variabilita sa prejavila v znaku Sirka listu od 9 mm az do 182,5 mm ¢o je dvadsat’ - nasobok.
Vysoku variabilitu v pol'nom hodnoteni uvadza aj Wu et al. (2000), ktori hodnotili 20 genetickych zdrojov
azistili vysoku citlivost’ na dizku dia, genetické zdroje boli menej nachylné na choroby a skodcov
v porovnani s povolenymi odrodami a vysokl variabilitu v agronomickych znakoch v zavislosti od
pestovatel'skej oblasti. Preto je dolezité¢ zistit vhodné odrody na introdukciu do rastlinnej vyroby
v pestovatel'skych podmienkach Slovenska. Vysledky vyskumu Varalakshmi (2004) tiez dokazuju vysoku
variabilitu polnych hodnoteni, ktory sk@imal variabilitu 46 genetickych zdrojov laskavca a nameral
nasledovné hodnoty: vyska rastlin (310-815 mm), dizka sukvetia (50-500 mm), $irka listov (30-120 mm).
Variabilitu 11,76-57,48 % od priemernych hodndt vo vyske rastlin av priemere stonky zistili autorsky
kolektiv Shukla et al. (2006). Vyska rastlin bola vel'mi variabilna i vo vyskume Berti et al. (1996), ktori
skamali 30 genetickych zdrojov vo faze dozrievania a zistili vysky rastlin od 1110 -2470 mm. Autorsky
kolektiv Mapes et al. (1996), merali 18 morfologickych znakov 14 genetickych zdrojov laskavca v polnych
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podmienkach a zistili variabilitu 37,8 % pri znaku dizka listu.

Graf 5.
DiZka koncového stukvetia hlavnej stonky mm
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Zaver

V préci st prezentované vysledky hodnotenia laskavca v roku 2010 z hl'adiska morfologickych znakov na
jeho vhodné vyuzitie v rastlinnej vyrobe. Z doterajSich vysledkov hodnotenia vyplyvaju tieto zavery: vysoka
variabilita laskavca sa prejavila vo vyske rastlin od 245 mm do 1628 mm, priemer stonky variroval od 3,18
mm do 19,94 mm, vysoka variabilita v Sirke listov od 9 mm do 108,2 mm, pri znaku dizka listov bol
namerany interval od 66,2 mm do 180 mm, dizka koncového stikvetia sa pohybovala od 485 mm do 657 mm.

Laskavec je vhodny do podmienok slovenského pol'nohospodarstva, niektoré odrody a genetické zdroje
dozrievaju koncom septembra — zaciatkom oktobra (neskoré odrody). Pocas vegetacie boli porasty laskavca
osetrované pripravkom Vaztak 10 EC (proti skockam) a pripravok Novozir MN 80 (oSetrenie proti hubovym
chorobam).

Pod’akovanie: Tato praca bola podporovana Agentirou na podporu vyskumu a vyvoja na zaklade
zmluvy ¢. VMSP - P - 0143 -09.
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VPLYV TEPLOTNEHO STRESU A OBSAHU 8-D-GLUKANU NA
ZIVOTASCHOPNOST SEMIEN OVSA SIATEHO
EFFECT OF HEAT STRESS AND CONTENT OF B-D-GLUCAN ON OAT SEED
VIABILITY

Lubomira DEAKOVA — Michaela HAVRLENTOVA — Alzbeta ZOFAJOVA — Peter
HOZLAR

Cereal 3-D-glucan is a unique natural ingredient.It is a water soluble linear homopolysacharid of cell walls consisting of
D-glucopyranosyl units connected with a mixture of f-(1-3) and f3-(1-4) bonds. Its content depends on the cell
development. It has an excellent functional and nutritional properties and also the broad scope sphere of action in the
human and animal body. In this work, we evaluated a set of eight oat genotypes, 4 naked and 4 hulled in terms of the
content of p-D-glucan and its significance in protecting plants against thermal stress factor. At the test options, naked oat
genotypes contained more B-D-glucan in the seed (4.56%) rather than hulled genotypes (3.50%). We observed that the
naked oat genotypes are better adapted to environmental conditions and responded more plastic to a higher temperature.
Higher temperature in general (in both oat groups) increased the content of f-D-glucan. By statistical evaluation of the
results, we found that in the -D-glucan content in hulled oats duration of the heat stress (7 or 14 days), temperature (20,
30, 40, 50, and 60 °C),oat variety as well as their interactions are significant sources of variability. In naked oat,
temperature and variety were parameters showing statistically highly significant variation. Also, the interaction of heat
stress exposure time and temperature, as well as temperature and variety were important sources of variability. We
observed a statistically highly significant negative correlation relationship (r=-0.98** for naked and r=-0.7 ** for hulled
oats, P<0.05) between germination and temperature. We have noted a correlation coefficient r=+0.55 between the
content of p-D-glucan and germination in naked oats, upon which we can assume that a higher content of f-D-glucan in
naked oat seeds has a protective character in the heat stress.

Key words: 3-D-glucan, oat, heat stress, function

Uvod

B-D-glukan sa dostava do povedomia l'udi najméd ako zdraviu prospesna latka izolovana prevazne
z hub, kvasiniek, baktérii alebo rias, prip. obilnin ako ja¢men a ovos. Terapeuticky G¢inok B-D-glukanu je
pestry, od vyuzitia ako vyzivovy doplnok az po konkrétne zdraviu-prospesné ucinky. Menej sa uz Studuje
ako polysacharid bunkovej steny, pritom v rastlinnej bunkovej stene plni nielen architektonicktl funkciu, ale
je aj vyznamnym zdrojom zasob energie (glukozy) pre vyvijajiice sa klicky. Jeho metabolizmus zodpoveda
do znacnej miery za odpoved’ rastliny na environmentalne signaly mierneho, fyziologického rozsahu, teda da
sa predpokladat’ aj jeho protektivny charakter. Najvyznamnej$imi zdrojmi obilninového (1-3, 1-4) B-D-
glukdnu st ovos ajaémen (Havrlentovd & Kraic 2006). B-D-glukdnje linearne homopolysacharid D-
glukopyranézovych zvyskov prepojené zmesou B-(1-3) a B-(1-4)-glykozidickych vézieb (Wood et al. 1991).
V najvys$Sej miere je pritomny v endosperme bunkovych stien, tvori 75% z obsahu bunkovych stien
neskrobového endospermu (Miller et al. 1995), priCom v subaleurdénovej vrstve otrib je ho najviac (Wood et
al. 1991). Obsah B-D-glukanu v obilninovych matriciach zavisi od genotypu a prostredia (Havrlentova 2009),
taktiezZ od obsahu dusika v pode a zrazkovych pomerov (Hlinkova 2009). Vyuzitie ovsa je $iroké najmé pre
jeho vysokt kimnu a nutriéna kvalitu, fytosanitarne u¢inky, nizku ekonomickd naroénost’ pestovania, vysoky
obsah potravinovej vldkniny a B-D-glukanu, nenasytenych mastnych kyselin, vitaminov, mineralnych
prvkov, prirodnych antioxidantov (avenantramidov) a pod.

Material a metody

V praci sme pracovali so semenami odrod ovsa siateho, ktoré sme ziskali z Vyskumno-§lachtitel'skej
stanice (VSS) Vigla§ - Pstrusa (okres Detva, stredné Slovensko), kde boli pestované v roku 2009. Podno-
klimatické podmienky Vyskumno-§l'achtitel'skej stanice Viglas - Pstrusa predstavuji zemiakovi vyrobnu
oblast’, podtyp pSeni¢ny s podnym typom podzolova hnedozem a nadmorskou vyskou 375 m.n.m. Priemerna
ro¢na teplota je 8,0 °C a 14,38 °C pocas vegetacie. Priemerné ro¢né zrazky na tejto lokalite st 666 mm,
382,5 mm pocas vegetacie.Pouzili sme Styri genotypy nahého ovsa: Tatran, Detvan, Izak a Avenuda a Styri
genotypy plevnatého ovsa: Zvolen, Vendelin, Valentin a Atego. Semena sme vystavili teplotnému stresu (20,
30, 40, 50 a 60 °C) po dobu 7 al4 dni. Obsah B-D-glukdnu sme stanovili v kontrolnych vzorkach
i v stresovanych pomocou analytického kitu ,,Mixed-linkage beta-glucan assay procedure” (Megazyme,
Ireland).Kli¢ivost’ sme stanovili podla ,,Metodiky ski$ania osiva a sadiva® (UKSUP 1999) a idaje sme
spracovali pomocou analyzy rozptylu a metédou najmensich Stvorcov (Statgraphics 5.0).

Vysledky a diskusia
Obsah sledovaného polysacharidu sme stanovili v troch analyzach a jeho priemerny obsah v jednotlivych
plevnatych ovsoch bol nasledovny: Zvolen 3,46 %, Vendelin 2,85 %, Valentin 3,45 % a Atego 4,23 %.
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V pripade nahych ovsov bol obsah B-D-glukanu nasledovny: Tatran 4,18 %, Detvan 4,05 %, 1zak 5,36 % a
Avenuda 4,63 %. Priemerny obsah B-D-glukanu v plevnatych genotypoch bol 3,50 % a v nahych 4,56 %.
Zistili sme, ze nahy ovos disponuje v priemere vys$§im obsahom B-D-glukanu ako plevnaty ovos. Obdobné
vysledky ziskali aj ini autori (napr. Havrlentova et al. 2008). Jednotlivé genotypy ovsa, nahé i plevnaté sme
vystavili teplotnému stresu a nasledne sme ich analyzovali na obsah B-D-glukanu. Obsah B-D-glukanu
v jednotlivych meraniach (pracovali sme v dvoch paralelnych meraniach) a priemerny obsah v jednotlivych
teplotach je znazorneny v obrazkoch 1 a2 pre plevnaté a obrazkoch 3 a4 pre nahé ovsy. Pre sledovanie
predpokladaného protektivneho Gcinku sledovaného polysacharidu sme zrna po vystaveni teplotnému stresu
podrobili stanoveniu Zivotaschopnosti.

Po vystaveni teplotnému stresu na 7 dni, najvécsia zmena obsahu B-D-glukanu je pozorovatel'na pri 40 °C
(obr. 1). Pri plevnatych genotypoch Vendelin a Atego pozorujeme trend klesania obsahu po tito teplotu
oproti kontrole, potom nastdva mierny ndrast v obsahu. Vynimkou v tomto trende je plevnaty genotyp
Zvolen, v ktorom po teplotu 40 °C obsah p-D-glukanu rastie, pricom obsah B-D-glukanu pri 40 °C je ovela
vys$si ako pri ostatnych teplotach. Potom nasleduje prepad pri teplote 50 °C anasledne zasa vzrast. Pri
genotype Valentin tento trend nard$a obsah B-D-glukanu pri 30 °C, ktory je vyrazne vyS$si ako pri ostatnych
teplotach. V porovnani s kontrolami obsah B-D-glukanu v skimanych vzorkach je vyssi pri genotypoch
Vendelin a Zvolen. Pri genotypoch Valentin a Atego bol obsah B-D-glukanu v kontrole vyssi ako obsah
v skiimanych vzorkach vystavenych teplotnému stresu. Vel'mi zaujimava je reakcia plevnatého ovsa Atego,
ktory sa v kontrolnom variante vyznacuje podstatne vys$im obsahom B-D-glukanu v porovnani s ostatnymi
plevnatymi ovsami. V pripade teplotného stresu pri tomto genotype pozorujeme priblizne ustaleny stav
v obsahu sledovanej latky v jednotlivych teplotach. Je mozné, ze prave priemerny vyssi obsah B-D-glukanu
v kontrolnom variante sposobil taktito reakciu.

Vo vzorkach vystavenych teplotnému stresu po dobu 14 dni (obr. 2) je vyvin obsahu B-D-glukanu
v plevnatych genotypoch Vendelin a Atego porovnatelny s vyvinom obsahu vo vzorkach vystavenych
teplotnému stresu po dobu 7 dni, tj. teplotny stres akoby nemal vyrazny vplyv na obsah sledovanej latky. Pri
genotype Vendelin sa obsah sledovanej latky nedostane pod troven obsahu danej latky v kontrole, na rozdiel
od genotypu Atego, kde obsah B-D-glukanu vo vzorkach vystavenych posobeniu teplotného stresu nenarastie
nad uroven obsahu B-D-glukdnu v kontrolnej vzorke. Pri 14 diovom teplotnom strese v genotype Zvolen
obsah B-D-glukanu rastie po teplotu 40 °C, pricom pri tejto teplote je obsah B-D-glukanu ovela vyssi ako
v kontrole, nasleduje prepad pri teplote 50 °C anasledne znova vzrast v obsahu danej latky. Taktiez
v plevnatom genotype Valentin je vyrazny vyssi obsah B-D-glukanu oproti kontrole pri teplote 30 °C po
vystaveni vzorky teplotnému stresu pocas 14 dni, pri ostatnych teplotach je obsah sledovanej latky nizsi ako
v kontrole.

5 5
M kontrola H kontrola
4 4
m20°C m20°C
3 3
m30°C m30°C
2 2
m40°C m40°C
1 1
m50°C m50°C
0 0
m60° mE0°
Valentin Vendelin Atego Zvolen e0"c Valentin Vendelin Atego  Zvolen e0*c
Obr. 1: Obsah B-D-glukénu vo vzorkach plevnatych Obr. 2 : Obsah B-D-glukanu vo vzorkach plevnatych
genotypov po vystaveni teplotnému stresu na 7 dni genotypov po vystaveni teplotnému stresu na 14 dni

Celkovo mézeme zhodnotenim obsahu B-D-glukanu pri nahych ovsoch (obr. 3) a teplotnych stresoch
posobiacich po dobu 7 dni konstatovat’, Ze vSetky hodnotené ovsy okrem genotypu Izak mali najvyssi obsah
danej latky pri teplote 20 °C a najnizsi pri teplote 40 °C. Izak, ktory sa vyznacoval najvyssim obsahom
sledovanej latky pri kontrolnom variante, sa vyznacoval viac-menej vyrovnanym obsahom sledovaného
polysacharidu pri jednotlivych teplotnych stresoroch.
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6 6
5 m kontrola 5 H kontrola
4 - E20°C 4 - m20°C
3 m30°C 34 m30°C
2 A 40 °C 2 m40°C
1 1 A
m50°C m50°C
0 - 0 -
Tatran  Detvan lzak  Avenuda me0°c Tatran  Detvan lzak  Avenuda me0-c
Obr. 3: Obsah B-D-glukanu vo vzorkach nahych Obr. 4: Obsah B-D-glukanu vo vzorkach nahych
genotypov po vystaveni teplotnému stresu na 7 dni genotypov po vystaveni teplotnému stresu na 14 dni

Celkovo mdzeme konstatovat’, ze obsah -D-glukanu v nahych ovsoch je viac stabilny a menej variabilny v
porovnani s plevnatymi pri vystaveni teplotnym stresorom. Ku trendu, akym reagovali nahé ovsy mozeme
zaradit' aj plevnaty ovos Atego, ktory sa z plevnatych ovsov vyznacoval najvy$sim obsahom sledovaného
metabolitu. Na zaklade tohoto mézeme predpokladat’, ze B-D-glukan chrani rastlinu, chrani semeno pred
abiotickymi stresormi prostredia. Tito skutocnost’ dokazali viaceri autori (napr. Hoson 1998; Buckeridge et al.
2004; Farrokhi et al. 2006). Determinovali B-D-glukan ako plysacharid bunkovej steny druhov radu Poales, ktory
sa vyskytuje v epidermalnych vrstvach buniek, kde pdsobia stresy vonkajsieho prostredia (Buckeridge et al.
2004).

Semena ovsa sme po vystaveni teplotnému stresu nakli¢ili. Takisto sme pracovali v dvoch paralelkach.
Priemerna kli¢ivost’ plevnatych genotypov bola pri 20 °C celkovo 99,44 %, pri 30 °C 98, 75 %, pri 40 °C 98,06
%, pri 50 °C 97,69 % a pri najvyssej teplote 60 °C bola 97,31 %. Celkova priemerna kli¢ivost’ plevnatych
genotypov bola 98,20 %. Mdzeme konstatovat’, Ze celkova kli¢ivost s rastiicou teplotou klesala, tj. zvySena
teplota sa prejavila ako negativny stresovy faktor posobiaci na zivotaschopnost’ semien ovsa plevnatého typu.
Priemerna kli¢ivost’ nahych genotypov bola pri 20 °C 98,13 %, pri 30 °C 98,69 %, pri 40 °C 98,19 %, pri 50 °C
97,50 % apri 60 °C 94,13 %. Celkova priemerna kli¢ivost’ nahych genotypov ovsa siateho bola 97,33 %.
Kli¢ivost’ nahych genotypov ovsa sa drzala priblizne na rovnakej hladine pri teplotach od 20 °C po 50 °C a pri
teplote 60 °C nastal nasledne vyrazny pokles kli¢ivosti. Aj tieto vysledky nam moézu cCiastocne evokovat’, Ze
vy$si obsah B-D-glukanu, ktorym sa semend nahych ovsov vyznacuji, méze mat’ isty protektivny charakter.

Statistickym vyhodnotenim ziskanych vysledkov na zéklade analyzy rozptylu sme zistili, Ze pre obsah B-D-
glukanu je v pripade plevnatych ovsov vyznamnym zdrojom premenlivosti doba a vysoko vyznamnymi zdrojmi
premenlivosti st teplota a odroda (tab. 1). Takisto st podl'a analyzy rozptylu Statisticky vysoko vyznamné
vzajomné interakcie medzi dobou, teplotou a odrodou. V pripade nahych ovsov su teplota a odroda parametre,
ktoré sa prejavili Statisticky vysoko vyznamne na variabilite v obsahu sledovaného metabolitu. Taktiez interakcie
doba pdsobenia teplotného stresu (7 alebo 14 dni) a teplota, tiez teplota a odroda su vysoko vyznamnym zdrojom
premenlivosti (tab. 2).

Dedivost’ obsahu B-D-glukanu je v rozmedzi 0,27 az 0,58 (Holthaus et al. 1996) a teda jeho celkovy obsah je
ovplyvneny ako genetickymi, tak i ekologickymi CiniteI'mi (Ames 2002). Mnohi autori dokazali, Ze interakcia
genotyp x prostredie je vyznamne preukaznym zdrojom varidcie v obsahu danej latky (Havrlentova 2009;
Hlinkova 2009 a d’alsi), aj ked” genotyp je prostrediu nadradeny (Peterson et al. 1995). Prave aj teplotny stres
v nasom pripade sa mohol prejavit’ ako faktor prostredia vplyvajuci na obsah sledovanej latky.

Zaver

Nah¢é genotypy obsahovali 4,56 % B-D-glukanu a plevnaté 3,50 %. Nahé genotypy sa lepsie prispdsobovali
podmienkam prostredia, plastickejsie reagovali na vyssiu teplotu a vysSia teplota zvySovala obsah -D-glukanu.
Pre obsah B-D-glukanu v plevnatych ovsoch je vyznamnym zdrojom premenlivosti doba a vysoko vyznamnymi
zdrojmi premenlivosti su teplota, odroda a vzajomné interakcie medzi dobou, teplotou a odrodou. Pre obsah -D-
glukanu v nahych ovsoch st vysoko vyznamnymi zdrojmi premenlivosti teplota, odroda a vzajomné interakcie
medzi dobou a teplotou a teplotou a odrodou. Co sa tyka korelaénych vztahov medzi obsahom B-D-glukanu a
kli¢ivostou, v pripade nahych ovsov sme zaznamenali hodnotu r = 0,55 a v pripade plevnatych 0,10. na zaklade
toho moézeme predpokladat’, Ze vyssi obsah B-D-glukanu v semenach nahych ovsov ma ochranny charakter pri
teplotnom strese.
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Tabul’ka 1: Analyza rozptylu kli¢ivosti plevnatych Tabul’ka 2: Analyza rozptylu kli¢ivosti nahych odréd
odrdd ovsa ovsa

Zdroje Suma Df |Priemerné¢ |P-hodnota Zdroje Suma Df |Priemerné |P-hodnota
premenlivosti | §tvorcov Stvorce premenlivosti | §tvorcov Stvorce

Hlavné Hlavné

efekty efekty

A:doba 1152 1 1152 0,0010 A:doba 11,25 1 11,25 0,1391
B:teplota 216,175 [4  [54,0438 0,0007 B:teplota 43,05 4 10,7625 0,0868
C:odroda 211,45 (3 70,4833 0,0003 C:odroda 112,3 3 37,4333 0,0003
D:opakovanie (0,2 1 0,2 0,8852 D:opakovanie|1,8 1 1,8 0,5505
Interakcie Interakcie

AB 41,675 |4 [10,4188 0,3677 AB 21,0 4 15,25 0,3890
AC 36,9 3 12,3 0,2859 AC 13,85 3 14,61667 0,4347
BC 131,925 |12 [10,9938 0,3373 BC 65,45 12 |5,45417 0,3846
Chyba 484,025 |51 ]9,49069 Chyba 254,1 51 |4,98235

Spolu 1237,55 |79 Spolu 522,8 79

(korigované) (korigované)

Pod’akovanie: Uloha bola realizovana s finanénou podporou projektu ,,BIFUGEN - Biologicka a funkéna
diverzita genofondu rastlin pre zvySenie pridanej hodnoty pol'nohospodarskej produkcie zo zdrojov MP SR.
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SUCASNE TRENDY VO VYSKUME A SCACHTENI OVSA V EUROPE A VO
SVETE
PRESENT TRENDS IN OAT RESEARCH AND BREEDING IN EUROPE AND
WORLD

Peter HOZLAR — Michaela HAVRLENTOVA — Daniela DVONCOVA

The main goal of oat breeding is the release of human and animal quality oat varieties with high ecostability for all zones
of European oat cropping. In human consumption is main goal oat varieties with high betaglucan and
avenananthramides content and low trichothecens content. In animal consumption is main goal high metabolised energy
varieties (husked low lignin oats and naked high oil oats).

Key words:oat research and breeding, food and feed quality, beta-glucans, metabolized energy.

Uvod

Ovos araz st jedinymi majoritnymi svetovymi plodinami, ktoré zaznamenali za poslednych 50 rokov
taky dramaticky pokles produkcie. Napriek tomu produkcia ovsa je za poslednych 10 rokov stabilna
a dokonca vykazuje mierny narast. Najva¢sim svetovym producentom je EU nasledovana Ruskom, Kanadou,
USA, Australiou a Cinou (Agri-Food Canada 2010). V sti¢asnosti 9 krajin zabezpetuje 80% svetového
obchodu s ovsom. 85% exportu zabezpetuje Kanada, Svédsko, Finsko a Austrélia a 77% importu USA,
Nemecko, Spanielsko a Mexiko (Strychar 2010). Hlavné trendy v produkcii ovsa st nasledovné: najvicsie
investicie do produkénych a spracovatelskych technolégii mimo EU st zaznamenavané v Kanade, USA
a Australii. Vysoka astabilna produkcia je v zapadnej Eurépe (Irsko, Velka Britania, Francuzsko,
Nemecko), ale s vysokou konkurenciou ostatnych plodin. Vel'mi stabilnd je produkcia v severnej Eurdpe
s pomaly klesajucou tendenciou a dlho stagnujucimi urodami (Nérsko, Svédsko, Finsko), ale masivnymi
investiciami vo vSetkych aspektoch produkcie ovsa. Stabilni produkciu vykazuje vychodna Eurépa (Pol'sko,
Cesko, Slovensko), ale s tendenciou poklesu tirod, o vytvara predpoklad na vstup modernych produkénych
a spracovatel'skych technologii. Stabilné pestovatel'ské plochy s tendenciou vyssich investicii do produkcie
a spracovania ovsa vykazuje juzna Europa (Spanielsko, Turecko) (Beuch 2010).

Zakladne predpoklady na smerovanie vyskumu a $lachtenia ovsa pre ludsku vyZivu a spotrebu.

V stcasnosti, ked’ kardiovaskularne ochorenia st na prvom mieste ochoreni vo svete a spdsobuju az
tretinu Gmrti, celkovo 17,5 mil. rocne (2005) uz nikto nespochybnuje tlohu betaglukanu v redukcii rizika
srdcovocievnych choréb. Po mnohych stadiach potvrdzujucich, Ze denny prijem 3g betaglukanu znizZuje
hladinu cholesterolu a suc¢asne upravuje aj krvni glukozu boli tieto odporucania potvrdené vyznamnymi
autoritami v roku 1997 FDA (Food and Drug Administration, nasledne mnohymi narodnymi autoritami
a v roku 2006 aj EFSA (European Food Safety Autority). Mnohé studie v zahranici ale aj nedavna Stidia
pilotného experimentu v SR na OKL-VVUCHP Nova Polianka v roku 2007 (Edenpharma 2009) potvrdzuju
vyssiu ucinnost’ ceredlneho betaglukanu oproti fungalnemu. Pre ziskavanie ceredlneho betaglukdnu z ovsa
oproti jacmenu nahrava fakt, Ze pri ovse je tento koncentrovany v povrchovych vrstvach endospermu, ale pri
jatmeni byva rovnomerne rozlozeny v ramci celého endospermu. Takto sa vysoky obsah betaglukdnu
v odrodach ovsa stava jednym zo zékladnych §lachtitel'skych ciel'ov pre ovos v humannej vyzive.

Z hladiska l'udskej vyzivy menej vyznamnymi ale nemenej dolezitymi cielmi si moznosti zvysenia
obsahu fytosterolov (avenanthramidov), pri konzume ktorych EFSA (2009) konstatovala rovnako
signifikantné znizenie hladiny cholesterolu.

Daldim cielom v l'udskej vyZzive je tvorba materidlov sniz§imi obsahmi aveninov, ktoré by sa
uplatiiovali v GF (gluten free) dié¢tach. Po mnohych stadiach bolo dokézané, Ze aveniny v ovse st podstatne
menej imunologicky aktivne a prevazna vicsina pacientov toleruje ovos vo vyzive. Zakladnym problémom
byvaju len primesi pSenice, raze a jaémefia v tychto vyrobkoch a na zéklade toho vyslo aj nariadenie EU ¢.
41/2009, podla ktorého musi byt ovos produkovany podla vybranych kritérii a nesmie obsahovat’ viac ako
20 mgkg" gluténu psenice, raze, jaémefia alebo ich krizencov. Velmi uéinnd metéda (R5 ELISA) na
detekciu prolaminov bola vyvinutd uz v roku 2000 Mendezom et al., ktord G¢inne detekovala prolaminy
pSenice, raZe a jaCmena, ale nie aveniny (Salovaara 2010).

Délezitou problematikou v l'udskej vyzive ale v tomto pripade aj vyzive zvierat su obsahy trichotecénov
v ovse. Vieme, Ze tieto toxinogénne produkty hub, predovsetkym rodu Fusarium, spdsobuji inhibiciu
syntézy DNA, RNA, proteinov, si vysoko cytotoxické, maji hemolyticky efekt na erytrocyty, redukuju
poéty lymfocytov auginnd imunologickd ochranu amaju dalsie toxické Gginky. Legislativa EU
v nespracovanom ovse udava limity pre 'udsku spotrebu (2006) nasledovné: DON 1750 ppb, zearalenon
100ppb, HT2 a T2 500ppb (odporucany limit). Viacsina eurdpskych spracovatelov ovsa ma podstatne
prisnejsie interné limity a pri spracovani ovsa pouziva technologie, ktoré pri ovse ako jednej z mala obilnin
vel'mi vyznamne znizuju podiel napadnutych zin (samotné Cistenie na sitdch 2,1 mm znizuje vyznamne HT2
a T2, nasledovné lupanie znizuje podiel trichotecénov o 70-95 % a vécSina spracovatelov ma technologiu
na vytriedenie olupanych sfarbenych zin, kde sa opéat’ vyznamne znizi obsah HT2 a T2) (Pettersson 2010).
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Napriek tymto prednostiam pri spracovani ovsa ostava vyskum a §lachtenie na rezistenciu proti hubam rodu
Fusarium vel'mi d6lezitym smerom.

Minoritnou oblastou je tvorba materidlov a spotreba pre kozmeticky priemysel, kde tato predstavovala
33,159 mil. EUR (Lehtomédki 2010). Ovsené zrno predstavuje jemny elasticky produkt s vysokym obsahom
vlakniny, proteinov a tukov. Zrno ma vyborné fyzikalne charakteristiky pre kozmeticky priemysel, vysoky
obsah malych ciastociek Skrobov a proteinov, vitaminu E, antioxidantov a vlakniny s imunostimula¢nymi,
antidrazdivymi u¢inkami nevyvolavajicimi alergické prejavy.

Tabulka 1: Porovnanie vybranych znakov STN 46 1100-7: Zrno potravinarskeho ovsa a poziadavky
spracovatel'ského priemyslu v EU.

STN 46 1100-7 Mlynarske spracovanie
Parameter Ovos siaty’ trieda Ovos EU
kvality nahy (Buhler 2010)

A B
Vlhkost’ max.(%) 14 14 13 13,5
Objemova hmotnost’ min. (g1 ) 530 - 650 550
HTZ min. (g) - - - 30
HTZ (lipany alebo nahy ) min. (g) - - - 22
Podiel plevy max. (%) - - - 26
Podiel predného zrna nad sitom 2mm

- - - 90
(%)
Necistoty spolu hmot. (%) max. 6 9 6 -
Z toho a/ zlomky zfn max. (%) 3 5 3 -
b/ zrnové necistoty max. (%) 5 9 5 2
¢/ nakli¢ené semend max. (%) 2 3 2 2
d/ ostatné necistoty max. (%) 1 5 0,5 0,5

Zakladné slachtitel'ské poziadavky na zrno ovsa pre ludsku vyzZivu a kimenie

Pri zamerani vyskumu a $lachtenia pre l'udsku vyzivu akfmenie pri ovse

existuju vramci tejto

problematiky odlisné fyzikalne ale aj chemické atributy na konecny produkt Slachtenia odrodu. Genotyp
teda determinuje konecny ucel pozitia. Tabulka 2 uvadza poziadavky niektorych znakov, ktoré su
pozadované v humannej vyzive, versus poziadaviek pre animalnu vyzivu.

Tabul’ka 2: Porovnanie $lachtitel'skych kvalitativnych cielov pre huménnu a animalnu vyZzivu

Znak | Huménna vyziva | Animélna vyziva
Fyzikalne atributy
objemova hmotnost’ vysoka vysoka
plevnatost’ nizka nizka
vytaznost Cistého zrna vysoka vysoka
farba zrna vyrazna vyrazna
jas zrna vysoky vysoky
tvrdost’ zrna vysoka -
jednoduchost’ odplevenia vysoka -
podiel predného zrna sitd 2mm (%) vysoky vysoky
Chemick¢ atriblity
obsah proteinov vysoky vysoky
obsah tukov nizky vysoky
obsah beta glukanov vysoky nizky
skrob zelatitinizacia vysoka -
pleva obsah ligninu - nizka
chut Nie horka -

Zakladne predpoklady na smerovanie vyskumu a Slachtenia ovsa pre animalnu vyZivu

a spotrebu.

rizikovymi vstupmi (chemicka ochrana , hnojenie, pouzitie rastovych regulatorov) spomedzi vsetkych

obilnin.
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Kfmna kvalita zrna:

Plevnaty ovos ma vzdy nizsiu energetickl hodnotu ako iné obilniny s vysokym obsahom vlakniny a pre
prezuvavcee je pomalSie stravitelny. Z toho vyplyva jeho podstatne nizsie riziko jedovatosti, ktoré sa moze
prejavit’ hlavne pri vyZzive koni a mladych preziivavcov inymi obilninami.

Napriek tomu hlavnym §lachtitel'skym cielom pri nahom aj plevnatom ovse zostdva mnoZstvo
metabolizovatelnej energie v MILkg™', ktoré je mozné ziskat’ z jednotky krmiva. Tu sa viak cesty uplatnenia
Slachtenia pri nahom a plevnatom ovse rozchadzaju. ZvySovanie metabolizovatel'nej energie pri plevnatych
ovsoch pre preziivavce sa uplatiuje cez genetické a Slachtitel'ské metddy znizovania ligninu v novych
odrodach plevnatého ovsa. Lignin je po celuléze druhy najrozsirenejsi polysacharid. Hemicelulozu
a Ciasto¢ne aj celuldézu dokazu prezavavce stravit,, ale lignin nie. Medzi sicasnymi odrodami plevnatého ovsa
su velmi velké rozdiely v obsahoch ligninu atym aj metabolizovatelnej energie, ktoré predstavuji az
2 MJ kg (Valentine et al. 2004). Zaujimavostou je, Ze iernoplevnaté ovsy vykazuju nizsie obsahy ligninu
atym viac metabolizovatelnej energie. Druhi nemenej vyznamni cestu vo vyskume a §lachteni ovsa
predstavuje tvorba linii a odrod vysokoolejnatého nahého ovsa sniz§imi obsahmi betaglukanu, ktory
vykazuje jednoznaéne najvysSiu metabolizovatelni energiu spomedzi vSetkych obilnin. Pouzitie takychto
odrod sa uz zacina masivnejSie uplatnovat’ vo Velkej Britanii v hydinarskom priemysle ale aj vykrme
osipanych. Tieto odrody dosahuju podiel tuku az do 14 % a metabolizovatelna energia je napriklad oproti
pSenici vys§ia az 02,5 MIkg' (Marshall 2010). Pre porovnanie mdze slaZit genotyp nahého ovsa
100026CN, ktory vykazoval najvyssi obsah tuku zo slovenskej kolekcie Avena v slovenskych podmienkach,
kde dosahoval len troven 9 % obsahu tuku. Pritom prevazné obsahy tukov pri nahych ovsoch zo slovenskej
kolekcie Avena sa pohybovali od 4,5-8 % (Certik et al. 2007).

Mensi doraz pri Slachteni ovsa na kimne tcely sa kladie na kvalitu sena ana tvorbu materidlov
s vysokymi Grodami zelenej hmoty. V Cine st napriklad preferované velmi skoré odrody ovsa, ktoré po
zbere na zrno vytvoria este do zimy dostatoéné mnozstvo zelenej hmoty na kimenie (Changzhong 2010).

Iné smery v slachteni ovsa

Hlavnou vyzvou pri tvorbe novych materidlov vSak stale zostdva
rentabilita produkcie, ktora je Zivotne zavisla od vySky urod.
S tymto znakom suvisi aj d’alsi znak : §l'achtenie na odolnost’ proti
hubovym a virusovym patogénom. Ak dosiahneme vsetky
horeuvedené vlastnosti pri tvorbe novych odrdd, tieto by mali mat’
i pozadovany urodovy potencial, v ktorom ovos v porovnani
hlavne ozimnych obilnin vyraznejSie zaostava. Zimovzdornost
ovsa a s nim suvisiace zvysenie urodového potencialu preto tvori
podstatnu cast’ $l'achtitel'skych programov. Pozoruhodné v tomto
smere su medzidruhové hybridy Avena sativa X Avena
macrostachya (Lapinski 2010) vykazujuce vysoky stupen
zimuvzdornosti v podmienkach Kanady aj Europy.

Obr. 1: zény zimovzdornosti v Eurdpe
Zakladné poziadavky pre registraciu odrod ovsa v Europe

Tabul'ka 3: Zékladné podmienky pre testovanie a registraciu odrod ovsa v Eurdpe 2009 (Beuch 2010

Stat Pocet Pofet | Pocet rokov hodﬁg‘f:r:ych
lokalit oSetreni testovania
znakov

Irsko 5 2 3 15
Rakusko 8 2 2 16
Nemecko 14 2 3 84
Cesko 8 1 3 24
Slovensko 4 1 2 20
Norsko 8 1 3 24
Francuzko 8/9 2 2 32
Estonsko 4 1 2 8
Mad’arsko 5 1 2 10
Litva 4 1 2 8
Svédsko 6 2 2 24
Velka Britania 4/3 2 2 16
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o « N Pocet
Stat Poce’t E’ocet , Pocet rOk.O v hodnotenych
lokalit oSetreni testovania
znakov

Dansko 4 1 2 8
Lotyssko 3 1 2 6
Finsko 8 1 2 24
Pol'sko 14 1 2 28

Obr. 2: Preferovana farba plevy odrdd ovsa v Eurdpe (Beuch 2010)

Zavery

1. Zvysenie produkcie ovsa znamena viac investicii do eurdpskych produkénych technologii (hlavne
v Severnej a Vychodnej Europe).

2. Pestovaniu ovsa v Europe dominuje lokalne podmienené pestovanie odrdd (preferuje sa farba plevy,
pestovanie bez rastovych regulatorov, pestovanie ozimnych odrod atd’.). Sance pre jasny a vyssi
$lachtitel'sky pokrok prostrednictvom novych odrdd existujii vo vSetkych regiénoch.

3. V Eurépe je prijem stkromnych slachtitel'skych firiem financujucich $lachtenie ovsa podstatne
niz§i ako pri inych obilninach. Napriek tejto negativnej Spirale slachtitelia zohravaju kl'u¢ovi ulohu
pri zvySovani kvality akvantity ovsa. Preto treba tieto obmedzené prostriedky na vyskum
a Sl'achtenie vyuzivat’ vel'mi rozumne.

4. Hlavnym cielom by mala byt tvorba odrdd s vysokou kvalitou pre humannu a animalnu spotrebu
s vysokou ekostabilitou pre vSetky hlavné produkéné zony v Eurdpe.

5. Klimatické zmeny mo6zu podmienit’ zvySenie tlaku na pestovanie ovsa. Dlhsie vegetacné obdobie
moze byt v budlcnosti vyuzité na zvysenie Grod a lep$iu kvalitu zrna.

6. Biotechnologické metddy, medzinarodna spolupraca a Ciasto¢né financovanie spracovatel'skym
priemyslom mozu zlepsit’ potencial praktického $lachtenia.
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KVALITA ZDRAVOTNEHO STAVU KLONOV NOVOSEACHTENIA MECIKOV
QUALITY OF HEALTH CLONAL SELECTIONS OF GLADIOLI

Martin JONAS — B&la SVITACKOVA

In the field trial 16 clones of gladioli were evaluated resistance to fusarium rot caused by the pathogen
Fusarium oxysporum Schlecht. f. sp. gladioli emend. Snyd. et Hans in 2009. Just resistence to this
pathogen is now a priority task in breeding gladioli. Among clones candivar was found high variability in the
resistance, which is due to the use of parental components bearing different degrees of resistance. The
highest resistance were assigned clones K2-6/00, K2-175/1, L1-31/2, L68-127/2 — TadZmahéal and N34-5/4 —
Citrin.

Keywords: gladioli, fusarium rot, evaluation, clones candivar

Uvod

Negativni vliv chorob na kvalitu ristu a nasledného kveteni mecikl je zfejmy uz v pocatecnich stadiich
infikovani rostliny. V nepftiznivych péstitelskych podminkéach se choroby velmi rychle rozsifuji a dochazi az
k predc¢asnému tthynu celé rostliny a degradaci podzemni hlizy. Meciky jsou rostliny mnozené vegetativné, a
proto je zdravotni stav prioritni. VSechny choroby se pienasi pfes mnozitelsky materidl. Nejvaznéjsi jsou
houbové choroby (Westcott & Horst 2008).

Mezi nejvaznéjsi houbové choroby patti fuzariova hniloba zptisobené patogenem Fusarium oxysporum
Schlecht. f. sp. gladioli emend. Snyd. et Hans zpusobujici Zloutnuti, nasledné hnédnuti a piedCasné
odumfeni listové plochy. Hlizy nemusi zpoc¢atku vykazovat vnéj$i symptomy napadeni. Obvykle vSak jsou
jejich kotfeny ¢erné, postupné hniji a na hlizach se objevuji hnédocerné vpadlé skvrny (Agrios 2005). Béhem
skladovani se nepravidelné, kruhovité vpadlé skvrny rozsifuji a infekce se postupné rozsifuje az k celkové
mumifikaci hlizy. Infekce je pfenosna z matetské hlizy, pronika skrze bazalni ¢ast a stfed nové hlizy do
nadzemni Casti rostliny (Sigee 2005). Mezi dalsi zavazné houbové choroby patii sucha hniloba zptisobena
patogenem Stromatinia gladioli (Dray.) Whetz. Na hlizdch se objevuji nacervenalé skvrny s tmavym
ohranicenim. Skvrny se zvétSuji a stiedy hliz jsou vpadlé s hnédymi skvrnami. Na povrchu hlizy a uhynulém
stonku se vytvareji velmi mald ¢ernd sklerocia. Meciky na stanovisti zloutnou a dochazi k ptred¢asnému
uhynu. (Westcott & Horst 2008). Pliseni meéikova — Botritis gladiolorum Timm. zptisobuje na listech a
stoncich vétsi hnédé skvrny, kulaté az ovalné, ptipadné mensi svétlehnédé skvrny s nacervenalym okrajem.
Ve vlhkém pocasi mohou celé kvéty hnédnout a slizovatét. Po fezu kvétenstvi se infekce rozsiti na bazalni
¢ast stonku a hlizu. Zde vznikaji tmavohnédé skvrny nepravidelného tvaru a velikosti, nejpocetnéjsi na horni
strané hlizy (Westcott & Horst 2008). Hlizy mohou byt m&kké a houbovité s bélavou plisni, na postizenych
tkanich se tvoii Sedohnéda plisent (Stevens 1998). Hlavnimi symptomy tvrdé hniloby — Septoria gladioli
Pass. jsou hnédé nebo cerné strupovité léze na hlizach, které nasledné nekrotizuji a celé hlizy mohou
mumifikovat (Stevens 1998) . Na listech se zprvu vytvaii malé zlutavé skvrny, které se rozsifuji a hnédnou.
Velikost skvrn je od 10 do 20 mm v priméru. Na skvrnach se mohou objevovat malé ¢erné piknidie velikosti
teCky. Choroba nejprve napada bazalni listy a postupuje vzhiru. Rychlost infekce je zavisla na vnéjsich
podminkach, zejména na vlhkosti (Agrios 2005). Posledni dilezitou houbovou chorobou je Penicilinova
hniloba — Penicillium gladioli (Mc. Cull.) Thom., ktera se vyskytuje na hlizach pouze béhem skladovani.
Mize byt podpofena nevhodnymi skladovacimi podminkami nebo poranénim hliz. Léze se vytvareji ptimo
na skvrnich od jinych chorob. Léze jsou nacervenalé az hnédé, pravidelného i nepravidelného tvaru a
velikosti, hlizy jsou me¢kké a vlhké (Scopes & Stables 1989).

Material a metody

Pokus byl zalozen 1.5. 2009 na pozemcich vyzkumného pracovist¢ Mendelea Zahradnické fakulty
v Lednici, Mendelovy univerzity v Brn€. Lednice je situovana do nizinné oblasti Jihomoravského kraje.
Lokalita se nachazi v nadmoftské vySce 172 m. n. m.,patii do kukuti¢né vyrobni oblasti a do teplého, suchého
klimatického regionu. Pedologicky se jedna o ¢ernozem na sprasi, zrnitostné stiedné tézkou pidu.

Péstebnim materialem bylo vybranych 16 klonti novoslechténi mecikt (Tab. 1). Material poskytl
Vyzkumny ustav Silva Taroucy pro krajinu a okrasné zahradnictvi v Prihonicich. Od kazdého klonu
novoslechténi bylo vysazeno 30 kusti hliz. Vysazované hlizy byly 1. a 2. velikostni tfidy.

Vysadbovy material byl oSetfen mofenim proti tfasnénce (Taeniothrips simplex) a proti botrytidé
(Botrytis cinerea). Vysadba byla provedena do vyhloubenych fadki, ve sponu 0,1 m x 0,5 m a do hloubky
0,12 m — 0,15 m. Do jednotlivych fadkt byly vsypany podrcené hlizy mecikt infikované fuzariovou
hnilobou FOG (Fusarium oxysporum f. sp. gladioli). Cilem této aplikace bylo infikovat zdravé hlizy me¢ika.
V pribéhu vegetace i béhem skladovani byla hodnocena odolnost rostlin i hliz vybranych klond vaci
fuzariové hnilob¢.
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Tabulka 1: Vybrané klony

Klon Rodicovska kombinace
F477-90/98 - Tyféon 401/90 x Cerny Drahokam
N34-5/4 - Citrin 43/87 x 218/00
F139-377/99 - Chiméra Maysnow x 608/93
H143-90/99 - Eris 428/94 x Stana sport
M30-534/2 - Adéla 428/94 x Giallo Antico
L68-127/2 - Tadzmahal Maysnow x 622/93
L42-47/2 - Majolika Albenga x 227/99
L1-31/2 1/95 x Applause
K2-175/1 Showwinner x 529/88
K2-6/00 Showwinner x 529/88
K2-113/1 Showwinner x 529/88
L136-300/2 127/94 x 299/99
L81-137/2 608/93 x Albenga
L57-178/2 Amsterdam x 127/98
1L.51-329/2 Amsterdam x 889/94
L44-116/2 Albenga x 287/99
Vysledky a diskuze

Hodnoceni zdravotniho stavu bylo soustfedéno na infekci fuzariovou hnilobou, kterd byla hodnocena ve
dvou casovych obdobich. Infekce béhem vegetace a béhem doby skladovani. V nékterych pripadech se
infekce projevila usychani porostu jiz béhem vegetace, naslednou destrukci a celkovou mumifikaci hliz
béhem skladovani (Graf 1). Kvalitni zdravotni stav je prioritou a dokaze zvysit kvalitu a kvantitu
mnozitelského koeficientu. Hodnocené znaky jsou odridové zavislé. U jednotlivych klond se tyto mohou
velmi lisit, 1 bez negativniho vlivu $patnych péstebnich a skladovacich podminek.

Fuzariové vadnuti je podle Sigee (2005) nejvaznéjsi chorobou meéikd, ktera zpisobuje usychani rostlin
a hnilobu hliz. Toto potvrdily i vysledky pokusu konaného v Lednici v obdobi 2009-2010. Podle Agrios
(2005) muze infekce probihat ve vSech fazich rustu i béhem skladovani, kdy se infekce na napadenych
hlizach rozsifuje a zptusobuje celkovou destrukci a mumifikaci hliz. Rozsah poskozeni zavisi pfedevs§im na
vngjSich ristovych podminkach, teploté a vlhkosti.

Na klonech L44-116/2, L51-329/2, L57-178/2, L136-300/2 a F477-90/98 — Tyfon se beéhem vegetace
velmi silné projevilo napadeni fuzariézou, coz mélo za nasledek uhynuti 25-60% rostlin. U téchto klonti se
nasledné v prib¢hu skladovani infekce rozsifila na vSechny hlizy a zpusobila thyn 50-100% vsech hliz,
celkovou destrukci a mumifikaci. Tento jev byl podpoien i pon€kud nevhodnymi skladovacimi podminkami,
které byly k dispozici. Zejména absenci rychlého osuseni hliz pii teploté 28-30 °C nésledné po vyryti z pudy.
Pravé Sigee (2005) zduraznuje osuSeni hliz po vyryti jako primarni preventivni zpusob ochrany pied infekci
patogenem fuzariového vadnuti. Summerell (2002) uvadi vyskyt symptomu latentni infekce, které se béhem
vegetace a ani po bezprostiednim vyryti na hlizach nevyskytuje. Symptomy se mohou projevit na hlizach az
béhem skladovani a zplsobit vyrazné zhorSeni zdravotniho stavu vysadbového materidlu. Vyskyt latentni
infekce, jejiz symptomy se na hlizach projevuji az v pribehu skladovani, se objevily v pribéhu hodnoceni
pokusu v dubnu 2010. Vyskyt latentni infekce byl zjistén u klond H 143-90/99 — Eris, F 139-377/99 —
Chimera, K2-6/00, K2-175/1, L42-47/2 — Majolika a L68-127/2 — Tadzmahal. Infekce se projevila u 10-80
% hliz ve formé& ovalnych 1ézi o velikosti 5-30 mm v priméru. Odolnost hodnocenych klont byla velmi
odli$na, coz je ziejm¢ dano vybérem rodicovskych komponentt, které nesou rizny stupeni odolnosti, jak
udava Sigee (2005).
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Graf 1: Pocet rostlin infikovanych fuzariovou hnilobou

Zavér

Hodnoceni vybranych novoslechténi kloni meéikli se zaméfilo na kvalitu zdravotniho stavu rostlin,
ptredevs§im na odolnost vii¢i fuzariové hnilob& zptisobené patogenem Fusarium oxysporum Schlecht. f. sp.
gladioli emend. Snyd. et Hans. Pravé cilené novoslechténi mecikii na odolnost viéi fuzariové hnilobg je
dnesni hlavni $lechtitelskou prioritou. Odolnost klond vici patogenu je dana predevs§im spravnym vybérem
rodicovskych kombinaci (Tab 1). Jako nejodolngjsi vuéi infekci patogenem fuzariové hniloby se jevi klony
K2-6/00, K2-175/1, L1-31/2, L68-127/2 — Tadzmahal a N34-5/4 — Citrin. Nejcitlivéjsi klony jsou F477-90/98
— Tyfon, L136-300/2, L57-178/2, L51-329/2 a L44-116/2.
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CHARAKTERIZACIA DELTA-6-DESATURAZY AKO PRVY KROK
V PRIPRAVE RASTLIN SO ZVYSENYM HOSPODARSKYM POTENCIALOM
CHARACTERIZATION OF DELTA-6-DESATURASE AS FIRST STEP IN
PREPARATION OF PLANT WITH INCREASED ECONOMICAL POTENTIAL

Tatiana KLEMPOVA — Daniel MIHALIK — Milan CERTIK — Jan KRAIC

The lack of polyunsaturated fatty acids is problem that causes many diseases such cardiovascular,
inflammatory, oncologic etc. Preparation of plants that content these essential metabolites is one the way for
better availability.

Key words: Delta-6-desaturase, PUFA, cereals, gene

Uvod

Hospodarsky vyznam obilnin mozno zvysit nielen zvySovanim kvantitativnych znakov, ale
i kvalitativnych. Medzi takéto mozno zaradit' zvySovanie ich nutricnej hodnoty. Jednou z mozZnosti je
zvySovanie obsahu polynenasytenych mastnych kyselin (PNMK). Obilniny neobsahuju dostato¢né mnozstvo
n-6 a n-3 PNMK. Vyziva zaloZena prednostne na obilninach tak moze sposobit’ nerovnovahu v organizme.
Polynenasytené mastné kyseliny st dolezité z lekarskeho, farmakologického a potravinarskeho hl'adiska ako
nezastupitelné zlozky zdravého fungovania 'udského organizmu. St Strukturalnymi komponentmi membran
buniek, zdsobariiou chemicky viazanej energie vo vakuolach cytosolu, prekurzormi signalnych molekul a
regulatormi mnohych fyziologickych bunkovych dejov, kontroluji expresiu viacerych génov zapojenych do
procesov biosyntézy mastnych kyselin a transportu cholesterolu v tele. V sti¢asnosti su v centre zaujmu
najmé kyseliny: gama-linolénova (C 18:3 n-6; GLA), dihomo-gama-linolénova (C 20:3 n-6; DGLA),
arachidonova (C 20:4 n-6; AA), eikosapenténova (C 20:5 n-3; EPA) a dokosahexaénova (C 22:6 n-3; DHA).
Beznym zdrojom PNMK si:

- rastliny: prvosienka, borék, Cierne ribezle (GLA)
- ryby: sled’, tuniak, losos (EPA, DHA)
- korovce a lasturniky: modry krab, homar, ustrice (EPA, DHA)

Aktivnymi producentmi su takisto nizsie vlaknité huby, morské baktérie a riasy (Radwan 1991; Ratledge
& Wilkinsin 1989; Certik & Shimizu, 1999).

V sti¢asnosti st PNMK ziskavané najmi z ryb alebo zo submerznych kultivacii mikroorganizmov. Tieto
spOsoby su vsak limitované dostupnym mnozstvom (ryby) alebo cenou (mikroorganizmy). Geneticka
modifikacia vyssich rastlin zameranad na biosyntetickil drahu PNMK je preto perspektivnou moznost'ou na
ziskavanie PNMK, ale aj na zmiernenie ich deficientu vo vyzive (Drexler 2003; Singh 2005; Domergue
2005). Vybornym zdrojom génov pre takéto modifikacie st nizSie vlaknité huby (Zygomycetes), najma rad
Mucorales. V tejto praci sme sa zamerali na charakterizaciu gény koédujuceho enzym delta-6-desaturiza
z vlaknitych hub Thamnidium elegans, Mucor circinelloides, Mucor petrinsularis a Mucor hiemalis, ktoré
nam pri predchadzajicich experimentoch potvrdili pritomnost metabolitu, ktory vznikd reakciou
katalyzovanou prave tymto enzymom.

Material a metédy

V praci boli pouzité kmene vlaknitych hib CCF 1456 Thamnidium elegans, CCF 2617 Mucor
circinelloides f. lusitanicus, CCF 2409 Mucor petrinsularis, CCF 2698 Mucor hiemalis f. hiemalis ktoré
pochadzaju z Czech Collection of Fungi.

Izolacia génu delta-6-desaturazy

Na izolaciu kodujucej sekvencie génu bola pouzita cDNA ziskana zizolovanej RNA pomocou First
Strand ¢cDNA synthesis kit (Fermentas, Nemecko). RNA sa vyizolovala z 500 mg cerstvého mycélia
pomocou Trizolu (Invitrogen, USA). Pomocou programov CLC Main Workbench 5.0, Bioedit 7.0.9 boli
navrhnuté sekvencie dvoch degenerovanych primerov: R-5’- GAYCAYCCYGGWGGWCT - 3° a L-5’-
ACRGGCATWCCGTTRTGGTT - 3°.

Zlozenie reakénej zmesi pre cDNA Thamnidia elegans bolo: 20 pul 2XPCR Master Mix (Fermentas,
Nemecko), 10 pmol zkazdého primeru, 25 ng templatovej cDNA. Cyklus pozostaval z2 minttovej
inicia¢nej denaturacie pri 94°C, nasledovalo 40 cyklov s 1 mintitovou denauraciou pri 94°C, 18 sekundovym
annealingom primerov pri 57,5°C, 1 minatovej extenznej reakcie pri 72°C, zaverecna synteticka cast’ cyklu
trvala 10 minut pri 72°C.

Zlozenie reakcnej zmesi pre cDNA ostatnych kmenov bolo: 0,4 pl Taq polymerase 5U (Invitrogen USA),
5 pl reakéného pufru, 1,5 pl 50mM MgCl,, 10 pmol z kazdého primeru, 25 ng templatovej cDNA. Cyklus
pozostaval z 2 minatovej iniciacnej denaturdcie pri 94°C, nasledovalo 40 cyklov s 1 minutovou denauraciou
pri 94°C, 30 sekundovym annealingom primerov pri 60°C (Mucor circinelloides f. lusitanicus a Mucor

28



Nové poznatky z genetiky a $'achtenia po'nohospodarskych rastlin Zbornik zo 17. vedeckej konferencie, Piestany : VURV, 2010

petrinsularis), a 57,5°C (Mucor hiemalis f. hiemalis), 1 minutovej extenznej reakcie pri 72°C, zavere¢na
synteticka Cast’ cyklu trvala 10 minut pri 72°C.

Produkty PCR boli analyzované pomocou 1 % agardézového gélu farbenym pomocou ethidium bromidu.
Separacia prebehla cez noc pri napati 10V/em vzdialenosti medzi elektrédami v roztoku 0.5xTBE. Ako
Standard molekulovej velkosti DNA fragmentov bol pouzity 100 bp DNA-Leiter, extended (Carl Roth,
Nemecko).

Vysledky a diskusia

Pomocou hore uvedenych podmienok PCR reakcie sa nam podarilo izolovat fragmenty z jednotlivych
kmenov o velkosti 932 bp z Thamnidia elegans, 941 bp z Mucor circinelloides f. lusitanicus, Mucor hiemalis
f. hiemalis a Mucor petrinsularis, ktoré pri porovnani nukleotidovych sekvencii vykazal vysoky stupen
homolodgie s doteraz popisanymi génmi pre delta-6-desaturdzy. Podobne pri najdeni Ccitaciecho ramca
a translacii do sekvencii aminokyselin, sa ukéazala vysoka homologia s tymito génmi a to najmi v oblasti
konzervovanych domén (obr. 1). Na obr. 2 je zndzorneny fylogeneticky strom vypodéitany pomocou
programu BLAST, ktory sekvenciu z Thamnidia elegans zaradil do rodiny fungalnych delta-6-desaturaz.
Rovnaky vysledok sme ziskali aj pri ostatnych kmenoch.

Zaver

Charakterizacia génov kodujtcich biosyntézu polynenasytenych mastnych kyselin u nizsich vlaknitych
hub prinasa moznosti produkcie tychto esencialnych metabolitov aj prostrednictvom hospodarskych rastlin.
Takéto rastliny maji zvySeny hospodarsky potencial, nakol’ko esencidlne mastné kyseliny st v sii¢asnosti
ziadané produkty pre ochranu l'udského zdravia. Tato praca prinasa prvotné poznatky, ktoré mozeme d’alej
rozvijat’ az do podoby pripravy cielenych transgénnych rastlin produkujicich pozadované esencialne mastné
kyseliny.
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HODNOTENIE GENETICKYCH ZDROJOV TRAV A DATELINOVIN VO
VZTAHU K MORFOLOGICKYM A PRODUKCNYM VLASTNOSTIAM
EVALUATION OF GRASS AND LEGUME GENETIC RESOURCES IN
RELATION TO MORPHOLOGICAL AND AGRONOMICAL TRAITS

Janka MARTINCOVA — Miriam KIZEKOVA

During 2005-2007 (I - 3" harvest years), the basic morphological, biological, and agronomic parameters were
investigated in wild ecotypes as well as in selected cultivars of grasses and legumes at a site in Banska Bystrica. The
research trial comprised 18 accessions of 8 grass species (Festuca rubra, Festuca valesiaca, Poa pratensis, Trisetum
flavescens, Phleum pratense, Phleum phleoides, Bromus erectus, Bromus inermis) and 14 accessions of 6 legume species
(Anthyllis vulneraria, Coronilla varia, Onobrychis viciifolia, Lotus corniculatus, Medicago lupulina, Trifolium repens).
The differences between the ecotypes were not significant, but there were statistically significant differences between the
ecotypes and the cultivars. The spring growth intensity, the regrowth rate, the plant height and dry matter (DM) yield
were higher in the cultivars than the ecotypes. The highest DM yield was recorded in Bromus inermis cv. Tabrom (10.29
t ha ') among the grasses and Onobrychis viciifolia cv. Taja (12.72 t ha ') among the legumes. The content of crude
protein (CP) was higher in the legumes than in the grasses (192.8 and 150.8 g kg ™' DM, respectively).

Key words: grasses, legumes, ecotypes, morphological traits, dry matter yield, crude protein

Uvod

Meniace sa podmienky prostredia spdsobené klimatickymi zmenami si vyZaduji neustdle zlepSovanie
a §lachtenie plodin zameranych na tvorbu odrdd s vys$Sou toleranciou k biotickym a abiotickym faktorom
prostredia, zvlast voci suchu. Geneticka diverzita rastlinnych druhov predstavuje jediny a nenahraditelny
zdroj pri §lachteni rastlin ako aj pre d’alSie zvySovanie diverzity. Licne ekosystémy predstavuju najvacsiu
diverzitu druhov a biotopov. Prave reintrodukcia divych foriem rastlin do travnych porastov podporuje
biologicku diverzitu a ekologickii hodnotu porastu, ¢o je dolezité aj z hl'adiska udrzania alebo zlepSenia
ochrany prirody (Hopkins & Hrabé 2001). Podobny nézor prezentuju aj Sramek a Sevéikova (2005), ktori
tvrdia, Ze travne porasty s vysokou druhovou diverzitou tvoria vyznamnu stcéast’ krajiny a celospolo¢enského
genofondového bohatstva. Zachovalé poloprirodzené travne porasty s bohatym druhovym zlozenim
povodnych druhov predstavnuju zdroj hodnotného materialu pre zaloZenie novych lokalit s vysokou
prirodnou hodnotou (Kizekova & Polldk 2010; Krautzer & Potsch 2009) a su predmetom medzinarodného
projektu SALVERE pod nazvom ,,Semi-natural grassland as a source of biodiversity improvement*
(Poloprirodné travne porasty ako zdroj zlepSenia biodiverzity), ktorého partnerom je aj CVRV Piestany -
VUTPHP Banskéa Bystrica. Predlozeny prispevok hodnoti vysledky pokusu s divorasticimi ekotypmi trav
a d’atelinovin z hladiska zakladnych morfologickych a produkénych vlastnosti s cielom odporucit’
najvhodnejsie ekotypy pre d’alSie vyuZitie.

Material a metody

V roku 2004 bol na pokusnom stanovisti v areali VUTPHP v Banskej Bystrici (stredné Slovensko,
nadmorské vyska 420 m, priemernd roc¢na teplota 8,1°C a priemerny uhrn zrazok 693 mm) zalozeny pokus s
divorastucimi ekotypmi a vyslachtenymi kontrolnymi odrodami trav a d’atelinovin. Do pokusu bolo
zaradenych 18 poloziek 8 druhov trav (Festuca rubra, Festuca valesiaca, Poa pratensis, Trisetum
flavescens,Phleum pratense, Phleum phleoides, Bromus erectus, Bromis inermis) a 14 poloziek 6 druhov
datelinovin (Anthyllis vulneraria, Coronilla varia, Onobrychis viciifolia, Lotus corniculatus, Medicago
lupulina, Trifolium repens) (Tab.1,2). Orientovali sme sa predovsetkym na vyber suchovzdornych druhov.
Ziskany vychodiskovy material trav sme zozbierali pocas zberovych expedicii v KrkonoSiach, Nizkych
Tatrach, Slovenskom krase a d’atelinoviny pochadzali z oblasti Polany, Povazia, Beskyd. Pokus sme zalozili
metodou s ndhodnym usporiadanim pokusnych ¢lenov v 2 opakovaniach pre semenarske a produkcéné
vyuzitie. Po predpestovani boli rastliny vysadené individualne na parcelky o ploche 0,5 x 2m vo vzdialenosti
0,25 m, medziriadkova vzdialenost’ 0,50 m. Pre produkéné vyuzitie boli vysadené 2 riadky po 14 rastlin
v kazdom opakovani. U d’ateliny plazivej sme volili Sir§iu medziriadkovi vzdialenost’ 0,80 m. Pocas rokov
2005-2007 boli zhodnotené viaceré morfologické, biologické a hospodarske znaky. V prispevku sa
zameriavame na hodnotenie zakladnych hospodarskych znakov: vyska rastliny, rychlost’ jarného rastu,
rychlost’ obrastania po kosbe, Groda susiny a obsah N- latok. Ziskané vysledky boli $tatisticky vyhodnotené
analyzou variancie, vyznamnost’ rozdielov sa postdila LSD- testom programom Statgraphics.

Vysledky a diskusia

Pocas rokov 2005-2007 boli vo vsetkych sledovanych znakoch (vyska rastliny, intenzita jarného rastu,
rychlost’ obrastania po kosbe, Groda susiny) zistené preukazné rozdiely medzi divorastiicimi ekotypmi a ich
vyslachtenymi odrodami ako u trav tak aj u d’atelinovin (Tab. 1, 2). Odrody vo vSetkych sledovanych
znakoch prevysili divorastice ekotypy, medzi ekotypmi v ramci druhu prevazne neboli vyznamné rozdiely.
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Hodnotenim vysky rastlin sa potvrdilo, ze rastliny s najvyssou vySkou dosahovali aj najvyssiu tirodu susiny.
Vyska rastliny sa pohybovala u trav v rozpiti od 419,4 do 977,2 mm (priemer 637,5 mm) a u d’atelinovin od
184,5 do 731,0 mm (priemer 401,5 mm). Z vysledkov vyplyva, Ze kontrolné odrody prekonali vysku
divorasticich ekotypov, az na Trisetum flavescens a Poa pratensis, u ktorych sme vyssie hodnoty namerali
u ekotypov. Ekotyp lipnice 1u¢nej z Hontianskych Nemiec (618,4 mm) prevysil odrodu Lea (419,4 mm) az
0 199 mm a ekotyp trojitetu Zltkastého z Ciech bol o nie¢o vyssi nez odroda Horal (674,2 resp. 671,8 mm). V
priemere rokov najvyssiu vysku rastliny dosiahla z trav odroda Tabrom druhu Bromus inermis (977,2 mm)
a z d’atelinovin odroda Taja druhu Onobrychis viciifolia (731,0 mm). Z ekotypov medzi najvysSie patrila
skupina druhu Bromus erectus, z nich najvyssiu vySku rastliny dosiahol ekotyp (SVKGEMO02-54) z lokality
Soroska (830,0 mm). V ramci druhu Bromus erectus medzi ekotypmi pochadzajucimi z Gemera neboli
rozdiely, vyska rastliny u ekotypov dosahovala od 798,7 do 830,0 mm (priemer 817,1 mm).

Predpokladom dobrej trodnosti je aj rychle obrastanie po kosbach. Rychlym jarnym rastom a vysSou
rychlostou obrastania po kosbe sa vyznacovali druhy Bromus erectus, Trisetum flavescens, Phleum
pratense, najmensiu rychlost’ obrastania mali ekotypy kostravy Cervenej. V intenzite jarného rastu a rychlosti
obrastania po kosbe najviac vynikal ekotyp z lokality Borka druhu Bromus erectus (SVKGEMO02-43) (349,6
mm resp. 388,2 mm) aekotyp zlokality Vrchlabi druhu Trisetum flavescens (334,6 resp. 374,5 mm).
V skupine trav rodu Bromus vys$iu rychlost’ obrastania mali divorastice ekotypy (359,2-388,2 mm)
v porovnani s odrodou Tabrom (339,0 mm). U datelinovin vysSiu rychlost obrastania mali odrody
v porovnani ekotypmi, s vynimkou Anthyllis vulneraria. Najlepsiu schopnost’ obrastania a intenzitu rastu
mala odroda Taja druhu Onobrychis viciifolia (275,6 mm resp. 241,4 mm) a odroda Eroza Coronilla varia
(175,3 mm resp. 153,7mm). Aj Drobna (2006) potvrdzuje vyssiu vysSiu rychlost’ obrastania u vyslachtenych
druhov Lotus corniculatus v porovnani s divorasticimi druhmi a tiez u genetickych zdrojov d’ateliny lucne;j
(Trifolium pratense L.). Podobne aj Kelman et al. (1997) a Sareen a Dev (2003) zistili u divorasticich
populacii L. corniculatus vysoka geneticka variabilitu a Martincova (2003) u genetickych zdrojov kostravy
trstovnikovitej (Festuca arundinacea Schreb.).

V celkovom hodnoteni najvysSia variabilita sa zistila v produkcii suSiny. Na variabilitu vysky urod
Statisticky vyznamne vplyvali vSetky hodnotené faktory: rok, kosba, genotyp. Rozhodujicou mierou sa na
produkcii nadzemnej biomasy, najmi u d’atelinovin podiel’al rok. Celkova tiroda susSiny sa pohybovala od
2,34 do 10,29 t.ha™ suginy u trav a od 0,59 do 12,72 t.ha™ susiny u d’atelinovin. Najvyssiu urodu susiny sme
zaznamenali u odrdd s najvyssou vyskou rastliny Bromus inermis cv. Tabrom, (10,29 tha™) a Onobrychis
viciifolia cv. Taja (12,72 tha™). Vzrastom najvyssie odrody mali aj najvyssiu urodu krmu. Kontrolné odrody
dosiahli vysSie urody v porovnani s ekotypmi. Uvedené pozorovania suhlasia s vysledkami Boller at al.
(2004), ktory zaznamenal vysSie urody u odrdd Trifolium pratense L. v porovnani s krajovymi odrodami.
Naopak Anesse et al. (2006) poukazuje na preukazne vysSiu produkciu susiny a vysku rastliny u ekotypov
druhu Dactylis glomerata. Kontrolné odrody dosiahli vyssiu urodu suSiny v porovnani s ekotypmi, medzi
ekotypmi v ramci druhu neboli preukazné rozdiely. Medzi vyskou rastliny a urodou susiny sa potvrdil silny
korelaény vztah, utrav r = 0,82"" a u datelinovin r = 0,71"". Priebeh poveternostnych faktorov pocas
vegetacného obdobia mal vysoko preukazny vplyv na vysku urody. V extrémne suchom a na zrazky
nepriaznivom v 2.0zitkovom roku (2006) velka Cast' d’atelinovin vypadla a v poraste sa udrzali len tie
najsuchovzdornejSie a najtrvacnejSie druhy ako Onobrychis viciifolia a Coronilla varia. Travy reagovali na
sucho niz$imi Urodami, no v pokuse sa udrzali. Aj dlhotrvajica zima na prelome rokov 2005/06, ked’
v mesiaci december boli namerané vysoké uhrny vo forme snehovych zrazok (124,1 mm) nepriaznivo
posobila na vytrvalost’, zvlast u d’atelinovin. Z trav najlepSie prezimovali druhy rodu Bromus, ktoré sa
vyznacuju vysokym stupiiom olistenia a vysokou zimuvzdornost'ou.

V obsahu N- latok variabilita medzi ekotypmi a odrodami bola nizka, pricom ekotypy mali v priemere
vyS$i obsah N- latok nez odrody. Medzi jednotlivymi druhmi sme nezistili vyrazné rozdiely. Vyrazné
rozdiely boli medzi floristickymi skupinami, priCom vyss§i obsah bol u d’atelinovin v porovnani s travami
(192,8- 150,8 g.kg' suiny), ¢im sa potvrdilo, Ze d’atelinoviny obsahujii viac N- latok nez travy. Z trav
flavescens. Obsah N- latok stupal v poradi: Trisetum flavescens<Bromus erectus<Phleum pratense< Bromus
inermis<Phleum phleoides< Festuca rubra< Festuca valesiaca<Poa pratensis. Z d’atelinovin najvyssi obsah
datelinova (Medicago lupulina). Nizky obsah dusikatych a mineralnych latok u populacii Medicago uvadza
aj Drobna a Bielikova (2008).

Hodnotenim divorastiucich ekotypov a kontrolnych odrod sa ukézalo, Ze sledované genotypy sa
vyznacovali dobrym trodotvornym potencidlom a dobrymi agronomickymi a kvalitativnymi parametrami.
Ziskané vysledky boli publikované v pracach (Martincova et al. 2007; Martincova 2009; Martincova &
Kizekova 2010).
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Tabul’ka 1: Charakteristika morfologickych a hospodarskych znakov u trdv — priemer rokov 2005-2007

Vyska | Rychlost’ | Rychlost Uroda Obsah

Var. | Druh Ekotyp/Odroda rastliny | jar.rastu | obrastania | suSiny | N- latok

(mm) (mm) (mm) (tha) | (gkg")
1. | Festuca rubra SVKNTATO01-454 446,8 155,7 163,3 2,94 1475
2. | Festuca rubra SVKNTATO01-371 487,8 180,9 1573 2,93 166,9
3. | Festuca rubra SVKNTATO01-198 470,5 185,8 152,8 2,34 1552
4. | Festuca valesiaca SVKGEM 02-18 4555 202,8 160,2 3,73 153,6
5. | Festuca rubra Levoéska 598.,4 266,0 2387 5,85 140,6
6. | Poa pratensis Hontianske Nemce | 6183 2253 233,0 3,79 165,2
7. | Poa pratensis Cierny Balog 407,1 158,6 180,0 2,98 169,3
8. | Poa pratensis Lea 4194 1443 191,2 3,61 167,2
9. | Trisetum flavescens | CZE KRK 01-77 674,2 3346 374,5 3,43 128,2
10. | Trisetum flavescens | Horal 671,8 321,9 169,5 5,06 148,2
11. | Phleum pratense SVKNTATO01-433 749,2 2498 254,0 3,77 154,2
12. | Phleum pratense SVKNTATO01-193 562,2 213,6 229,1 3,52 144,7
13. | Phleum phleoides Biele Karpaty 650,9 263,1 228,1 3,86 148,5
14. | Phleum pratense Levocska 814,7 3322 248.5 3,70 1394
15. | Bromus erectus SVKGEMO02-43 798,7 349.,6 388,2 7.33 143,9
16. | Bromus erectus SVKGEMO02-74 811,4 313,6 359,2 6,68 142,7
17. | Bromus erectus SVKGEMO02-54 830,0 330,3 359,5 6,71 150,8
18. | Bromus inermis Tabrom 977,2 370,2 339,0 10,29 148,4
x 637,5 255,5 2459 4,58 150,8
LSD 0,05 130,8 66,0 74,7 1,38 26,51

Tabul’ka 2: Charakteristika morfologickych a hospodarskych znakov u d’atelinovin — priemer rokov 2005—

2007
Vyska | Rychlost | Rychlost Uroda Obsah
Var. | Druh Ekotyp/Odroda rastliny | jarrastu | obrastania | sudiny | N- latok
(mm) | (mm) | (mm) | (thah) | (gke)
1. | Anthyllis vulneraria SVKBES99-515 334,7 98,6 180,9 1,40 168.5
2. | Anthyllis vulneraria Trebicsky 389,5 87,1 110,1 2,08 177,5
3. | Coronilla varia SVKZAH98-112 5523 129,1 163,5 2,34 219,8
4. | Coronilla varia Eroza 710,1 153,7 175,3 5,86 218,5
5. | Onobrychis viciifolia | SVNPIR01-86 682,6 189,6 159,6 5,16 189.,8
6. | Onobrychis viciifolia | Taja 731,0 2414 275,6 12,72 198.,0
7. | Lotus corniculatus SVKPOL96-132 250,0 69,6 124,0 2,85 186.,4
8. | Lotus corniculatus SVKPOL96-112 448,1 80,4 148,0 0,60 208.,0
9. | Lotus corniculatus Polom 360,8 120,0 172,7 5,92 184,5
10. | Medicago lupulina POLBES99-772 2427 44,7 82,8 1,37 1743
11. | Medicago lupulina Ekola 184,5 56,9 125,8 0,59 1742
12. | Trifolium repens SVKPOV96-042 200,1 73,1 121,0 3,64 187,6
13. | Trifolium repens SVKPOV99-415 240,1 78,0 137,8 3,69 203.9
14. | Trifolium repens Dubrava 2947 108.,0 156,3 6,73 208,3
x 401,5 109,3 152,4 3,88 192,8
LSD 0,05 166,0 46,9 146,9 6,68 21,10
Zaver

V ramci vyskumnej tlohy ,,Opatrenia zohl'adnujice adaptaciu na klimatické zmeny v oblasti ltkarstva,
pasienkarstva a pestovania pol'nych plodin *“ sme v rokoch 2005-2007 sledovali kolekciu trav a d’atelinovin.
Odrody sa vSeobecne vyznacovali rychlej§im jarnym rastom, mali rychlej$iu schopnost’ obrastania, vy$siu
vysku rastliny a taktiez dosahovali aj vysSiu produkciu susiny v porovnani s ekotypmi. Najvy$siu urodu
suSiny sme zaznamenali u odréd s najvy$Sou vyskou rastliny Bromus inermis cv. Tabrom (10,29 tha™)
a Onobrychis viciifolia cv. Taja (12,72 tha™). V obsahu N- latok sa dosiahol vy3ii obsah u d’atelinovin v
porovnani s travami (192,8- 150,8 g.kg” sudiny). Dosiahnuté vysledky poukazujii na moznost’ uplatnenia

vhodnych divorastiucich ekotypov pri Slachteni novych odrod
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komponent do Iuénych porastov na zvysSenie diverzity travnych porastov. Ako vhodny komponent do
lacénych porastov apre dalie vyuzitie vo vyskume a v Slachteni z hladiska prispdsobeniu sa danym
podmienkam a vyznacujucimi sa dobrymi agronomickymi vlastnostami a vysokou produkénou schopnost'ou
odporucame vicenec vikolisty, ranostaj pestry a z trav stoklas vzpriameny.
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PRODUKTIVITA LINIi OZIME PSENICE S DLOUHYMI PLEVAMI,
MNOHORADYM KLASEM A NORMALNIM KLASEM V ROZDILNYCH
PESTEBNICH SYSTEMECH
PRODUCTIVITY OF WINTER WHEAT LINES WITH LONG GLUMES,
MULTIROW SPIKE, AND STANDARD SPIKE GROWN UNDER DIFFERENT
CROPPING SYSTEMS

Petr MARTINEK — Petra POKOROVA — Pavel SLIMAR — Marie VANOVA

A set of winter wheat (Triticum aestivum L.) genotypes comprising six lines with long glumes (LG), six lines with
multirow spike (MRS) and six check cultivars with different grain quality (Federer - E, Iridium - A, Bakfis - A, Bohemia -
A, Baletka - B and Biscay - C) with normal spike (NS) were grown under different cropping systems in 2009/2010. The
objective of the study was to assess responses of cultivar groups with different spike morphology (and thus with modified
spike sink capacity) to increasing nitrogen doses, fungicidal treatment and growth regulators. The genotypes were grown
after preceding crop oilseed rape in 10-m’ plots, three times replicated. Four treatments were used: K0 — no fungicides
and growth regulators, and FO, F100, F200 — application of fungicides and growth regulators with different nitrogen
doses 0, 100 and 200 kg.ha™. The highest average yields were obtained in check wheat cultivars with NS (8.25 t.ha),
slightly lower in lines with LG (7.83 tha™) and the lowest in MRS (6.31 t.ha™). The lines with LG and especially with
MRS were supposed to exhibit positive responses to supplied energy inputs (fertilization and pesticides) as compared
with common cultivars with NS. However, higher spike assimilation capacity determined by larger area of chaffs and
glumes in LG and higher reproductive spike capacity conditioned by an increased spikelet number in MRS did not show
statistically significant increase in grain yield for treatments with higher nitrogen doses in comparison with the cultivar
group with NS. The cause of this effect is discussed. Perspective donors for breeding use are considered those with LG.
Donors with MRS seem to need further improvement of their genetic background.

Key words: winter wheat, long glumes, multirow spike, spike productivity, cropping systems, nitrogen, pesticides

Uvod

Pokrok ve Slechténi pSenice je spojovan s velikosti skliziiového indexu (HI) (Calderini et al. 1999), ale
sama jeho velikost je pokladana za limitovanou teoretickou veliinu, kterd mize maximalné dosahovat
hodnot okolo 60% (Austin et al. 1980). Proto dal$i moznost zvySovani vynosu je silné ovlivilovano
schopnosti produkovat co nejvice biomasy na jednotku plochy porostu. To vSak je problém. Pfestoze se
v soucasnosti hledaji G¢inné genetické nastroje pro zvySovani vykonnosti fotosyntézy, tak zatim nejsou
k disposici.

Ukazuje se, ze vyS$§i vynos muze byt dosahovan snadné€ji, pokud je tvofen vétSim podilem
polysacharidové (Skrobové) slozky, kdy na biosyntézu jejiho jednotkového hmotnostniho mnozstvi je
zapotiebi méné metabolické energie nez na biosyntézu slozky bilkovinné. Budouci odridy ziejmé budou
dosahovat vysokych vynost vy$$im podilem $krobd v zrnu a niz§im podilem bilkovin. K tomuto jevu ziejmé
jiz dochazi a tomu odpovidd zména vykupni normy CSN 46 1100-2 pro potravinaiskou psenici v Ceské
vykup potravinarské pSenice z ptivodnich 12,5 % na 11,5 %. PSenice, ur€ené pro potravinarské (predevsim
pekarenské) vyuziti, by mohly v budoucnu eliminovat nizsi obsah bilkovin optimalizaci slozeni bilkovinnych
alel (pfedevsim HMW glutenint), které by zajistovaly nezbytné technologické parametry.

Zvysovani vynosi je spojovano se zvySovanim genetického vynosového potencidlu (YP), ktery je
definovan jako vynos odriidy adaptované na dané prostfedi za idealnich podminek ristu, neomezujici zasoby
zivin, vody, za vylouceni skudct, chorob, pleveli, poléhani a ostatnich stresovych faktorl, které jsou pod
ucinnou kontrolou (Evans & Fischer 1999). Doposud byl vzestup vynost dosahovan predevsim zménami
proporci rostliny (zkracenim délky stébla a zvySenim produktivity klasu) a zménami architektury porosti
(zvySeni hustoty porostu) a prodlouzenim Zzivotnosti asimilacniho aparatu (Austin et al. 1980). Soucasné
odridy pSenice se jiz vyrazné priblizuji optimu adaptace na dané podminky prostiedi i délkou stébla (Int.
Workshop on Incereasing Wheat Yield Potential, CIMMYT, Mexiko, 2006) a lze o¢ekavat, Ze na Grodnych
pudach a pfi pouziti intenzivnich péstebnich technologii bude sehravat dulezitou roli limitace tloznou
kapacitou (sinkem) klasu. Ta stimuluje pfisun asimilatii do zrna v obdobi po antezi (Wang et al. 1998). Proto
jsou hledany genové zdroje (GZ) umoziujici zvySovani pocétu reprodukcnich organti (Miralles & Slafer
2007), jakymi je napftiklad pocet klaskt v klasu, pocet zrn v klasku nebo pocet zarodkt v kvitku (Reynolds
et al. 2005).

Prace se zabyva moznosti vyuZiti pSenice seté (Triticum aestivum L.) s dlouhymi plevami (LG - long
glumes) a s mnohofadym klasem (MRS - multirow spike). Jejich vzhled je na obrazku 1. Znaky LG a MRS
byly pieneseny do bézné hexaploidni pSenice z piislusnych donorti na pracovisti Zemédélského vyzkumného
(Watanabe & Imamura 2002; Akond et al. 2008), MRS je podminén genem mrs/ na chromosomu 2DS
(Dobrovolskaya et al. 2009). Uvazuje se, Ze LG by mohly zvySovat asimilacni schopnost klasu na konci
dozravani a MRS by mohl zvySovat tloznou kapacitu klasu v disledku vyssiho poctu klaski v klasu a tim i
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zalozenych obilek v klasu (Martinek et al. 2006, 2010). Je studovana reakce linii pSenice s LG a MRS
v rizné intenzivnich péstebnich systémech v porovnani se skupinou kontrolnich odriid s normalnim klasem
(NS - normal spike).

Y .3 '
Obr.1: Klasy testovanych linii: vlevo dlouhé plevy (LG), vpravo mnohotady klas (MRS)

Material a metody

Material
Jsou uvedeny vysledky dvou pokust sklizenych v roce 2010: a) pokus s rozdilnymi intenzitami péstovani,

vvvvv

vvvvv

obsahovala §est linii: KM 103-09LG, KM 101-09LG, KM 105-09LG, KM 99-09LG, KM 55-09LG, KM 77-
09LG, skupina s MRS Sest linii: KM 121-09MRS, KM 59-09MRS, KM 52-09MRS, KM 68-09MRS, KM
53-09MRS, KM 71-09MRS a skupina kontrolnich odrtid s NS pfedstavovala soucasné registrované odriidy
zafazené do rozdilné kategorie kvality zrna: Federer - E, Iridium - A, Bakfis - A, Bohemia - A, Baletka - B a
Biscay - C. Linie s LG a MRS byly vybrany pro pokusy tak, aby se neliSily pfili§ od béznych odrid délkou
stébla a aby mély rozdilny ptivod.

Pro polni pokus v Rosténicich byly vybrany perspektivni odridy a novoslechténi ozimé pSenice za
ucelem prezentace odriid v ramci polniho dne. Celkem bylo v Rosténicich vyseto 30 genotypt, mezi kterymi
rovnéz byly zafazeny dvé linie s MRS: KM 52-09MRS, KM 53-09MRS, které byly rovnéz vysety v pokusu

vvvvv

Metody

Oba vySe uvedené pokusy byly vysety na pozemcich ptiidniho typu ¢ernozem hnédozemni po predplodingé
ozimé fepce v fepaiské vyrobni oblasti v prvni poloviné agrotechnické lhity roku 2009. Seti bylo provedeno
hnojenim 100 Lha DAM + 200 kg.ha" Amofos, ¢imz se dostalo do pady celkem 54 kg.ha” N a 104 kg.ha™!
P,0Os. Seti bylo provedeno secim strojem Amazone se zdbérem 2m vybavenym rotacnimi branami,
schopnymi optimalné ptipravit setové lizko. Byl pouzit vysevek 4 miliony kli¢ivych zrn. V Rosténicich byl
jako zasobni hnojeni pouzit siran amonny 200 kg.ha™ (= 40 kg.ha' N + 48 kg-ha' S) a 100 kg.ha” Amofos
(= 12 kg.ha N + 52 kg.ha P,0s). Seti bylo provedeno strojem Véderstadt se zdbérem 6m. Vysevek byl 3,70
milionu kli¢ivych zrn na hektar (u hybridnich odrid v zafazenych do pokusu byl vysevek 2 mil. kli¢ivych
zrn). Herbicidni ochrana proti pleveliim byla provadéna s ohledem na aktudlni vyskyt pleveli.
nasledné rozdéleny na pokusné parcely o velikosti 10m”. Kazdy vysety material byl zastoupen 12 parcelami.
Byly zkouSeny ctyfi varianty hnojeni a chemického oSetfeni proti chorobam (0K - bez hnojeni a bez
fungicidd, OF - bez hnojeni a s fungicidy, 100F - 100 kg dusiku a fungicidy, 200F - 200 kg dusiku a
fungicidy), které byly zvoleny pro posouzeni vlivu hnojeni (pfedevsim davky dusiku) a fungicidniho oSetfeni
(ochrana proti chorobam, zkraceni délky) na vynosové a produkcni charakteristiky zkoumanych genotypi.
Varianty OF, 100F a 200F se nelisily fungicidnim oSetfenim. Piehled pouzitych oSetieni je uveden v tabulce
1. Rozsah pokusu tedy predstavoval 216 parcel (18 genotypl x 4 varianty oSetfeni x 3 opakovani). Vysledky
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byly zpracovany pomoci analyzy variance a rozdily mezi variantami byly otestovany pomoci Tukeyova testu

pfi P = 0,05.

vvvvv

Varianta
Zésah 0K - bez hnojeni | OF - bez hnojeni as | 100F - 100 kg dusiku a | 200F - 200 kg dusiku
a bez fungicida fungicidy fungicidy a fungicidy
Mocovina 140 kg.ha™!
Regeneracni N (66 kg.ha™)
prihnojeni 110 kg.ha' LAV (30 | 110 LAV kg.ha™' (30
kg.ha' N) kg.ha' N)
Konevc . Retacel (0,75 Lha') | Retacel (0,75 Lha™) Retacel (0,75 Lha™)
odnozovani

Produkéni hnojeni

110 kg.ha' LAV (30

145 kg.ha' LAV (40

kg.ha' N) kg.ha' N)

Za&atek DAM 390 75 Lha™ (30 | DAM 390 75 Lha™ (30
sloupkovani kg.ha! N) kg.ha' N)
Zacatek A1 Retacel (1,0 Lha™) + Retacel (1,0 Lha™) +
sloupkovani Retacel (1,0 1ha™) Moddus (0,15 Lha™) Moddus (0,15 Lha™)

Acanto prima (1,5 Acanto prima (1,5 Acanto prima (1,5
Sloupkovéni kgha') + Talius | kgha™)+ Talius (0,15 | kg.ha™) + Talius (0,15

(0,15 Lha™) Lha™) Lha™)
Kvalitativni 55 kgha! LAV (15 145 kg.ha LAV (40
prihnojeni kg.ha! N) kg.ha' N)
Konec -1 -1 -1
, Prosaro 0,75 L.ha Prosaro 0,75 1L.ha Prosaro 0,75 L.ha

sloupkovani
Metani Caramba 0,8 1.ha’! Caramba 0,8 1.ha’! Caramba 0,8 1.ha’!

Hnojiva byla navazovana zvlast' na jednotlivé parcely a aplikovana vétSinou rucné. Pesticidy byly
aplikovany pomoci zadovych postiikovacti. Béhem vegetace byly hodnoceny zakladni vegetacni
charakteristiky. Ve zralosti byly odebrany vzorky klast (40 klasti z kazdé parcely) pro urceni charakteristik
produktivity klasu a snopky pro uréeni HI.

V Rosténicich byly jednotlivé odridy vysety na ploSe 0,2 ha bez opakovani. Pouzita technologie
péstovani je uvedena v tabulce 2.

Tabulka 2: Prehled hnojeni a chemického osetieni béhem vegetace roku 2010 v Rosténicich
Datum | Operace MnoZstvi

3.3. | Regenera¢ni hnojeni 230 kg.ha' LAV 27 =62 kg.ha' N

7.4. Produkéni hnojeni 150 Lha™ ha mo¢ovina = 69 kg.ha'! N

7.4. Morforegulator 1,0 Lha Retacel

23.4. | Hnojeni 200 kg.ha' DAM =60 kgha' N

28.4. | Morforegulator 0,3 Lha™! Moddus + 0,5 Lha Retacel

22.5. | Fungicidy 1,0 Lha” Alert S + 0,1 Lha" Vaztak

Vysledky a diskuse

Analyzami variance byl prokazan vliv oSetieni a ve vétSiné pfipadl i morfotypu klasu na vynos a dil¢i
prvky produktivity klasu. Skupina odrid s NS poskytla vynos v priméru 8,25 tha”, za ni nasledovala
skupina genotypii s LG s vynosem 7,83 t.ha™ a nejnizsi vynos byl zaznamenan u MRS 6,31 t.ha™.

Nejvyssi prumérna hmotnost zrna klasu byla piekvapivé u LG - 2,25 g, nizsi byla u MRS - 2,15 g a
v poctu zrn klasu (LG - 44,7, MRS - 46,2, NS - 43,9). To naznacuje, Ze zvétSena plocha plev u linii s LG by
skute¢né mohla mit pozitivni vliv na pfisun asimilati do vyvijejicich se obilek. Pomérné vysoka primérna
hmotnost 1000 zrn u LG (47,3 g) ve srovnani s NS (42,1 g) a i MRS (44,5 g) by tuto hypotézu mohla
potvrzovat. Za normalniho prib&hu dozravani postupné piestavaji jako prvni asimilaéné fungovat listy ve
spodnich patrech porostu, potom horni listy, na konci dozravani zasycha stéblo a nakonec klas. ZvétSena
velikost plev, kterd je typickd pro nékteré druhy pSenice (tetraploidni 7. polonicum L a hexaploidni T.
petropavlovskyi Udacz. et Migusch) ziejmé ma u téchto druht néjaky evoluéni vyznam. Domnivame se, Ze
vyznam LG by mohl spocivat v prodlouzeni asimila¢ni ¢innost klasu na a ve schopnosti produkovat vetsi
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mnozstvi asimilati klasu ve prospéch tvorby obilek. To by mohlo ptfedstavovat vyhodu zvlasté na konci
dozravani oproti béznym klastim s normalni velikosti plev. Primérna velikost HI se vyrazné nelisila mezi
soubory hodnocenych genotypti. Rozdily v primérnych vynosech jednotlivych skupin li§icich se morfotypy
klasu tedy nebyly zplisobeny podstatnymi zménami v proporcich mezi stéblem a klasem ale spiSe hustotou
porostu, danou poctem klasii na jednotku plochy. Zietelné je to u MRS, kde bylo zjisténo v priméru jen 470
klasti na m?, zatimco u LG bylo zji§téno 530 a u NS dokonce 601 klas na m”>. U MRS pravdépodobné bude
nutné dal zlepSovat architektoniku porostu a dosahnout vyssi produktivni hustoty porostu. Robustnéjsi klasy
linii s MRS, dané vyrazné zvySenym poctem klaskt (obr. 1 vpravo), vyrtstaji na silnéjsSich stéblech a jsou
doprovazeny SirSimi listy, které zfejme zabiraji v porostech vice mista na ukor produktivnich stébel.

Tabulka 3: Produk¢ni charakteristiky hodnocenych genotypt (pruméry 0K, OF, 100F, 200F)
B>
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KM 103-09LG 8,53 a-c [2,20 b-e [45,1 b-e [591 a-c |81 a-c |0,48 46,2 ¢ 73,8 f

KM 101-09LG 6,68 ef |2,18 b-e|45,6 b-e|452 e-g |90 ab 0,43 ¢ |452 c-e |75,7 b-e
KM 105-09LG 7,34 c-e|2,17 b-e|46,3 b-d|[501 de |94 a 0,46 ab | 43,7 ef |758 b-e
KM 99-09LG 7,47 c-e (224 a-d|46,2 b-d|465 e-g |92 a 044 b |448 c-e |758 b-e
KM 55-09LG 8,41 a-c|2,33 a-c |41,6 d-f|569 b-d |85 a-c |045 b |[52,0 a 75,7 c-€
KM 77-09LG 8,52 a-c 2,36 ab |43,4 b-f|604 a-c |86 a-c |047 ab 52,0 a 75,8 b-e

o

LG priimeér 7,83 2,25 44,7 530 88 0,46 47,3 75,4

KM 121-09MRS |6,80 e |2,21 b-e|44,4 b-f |414 fg |92 ab 0,41 c-e|49,0 b 714 h
KM 59-09MRS 6,67 ef |1,94 d-f |44,8 b-e|503 de |83 ac |042 cd (40,8 g 75,0 e
KM 52-09MRS 551 fg [2,53 a |54,8 a |400 g 83 a-c (036 f [439 d-f [73,2 fg
KM 68-09MRS 542 g |2,04 cf|443 b-f|413 fg |81 ac |039 e |444 c-e |72,4 gh
KM 53-09MRS 6,47 e-g|197 d-f|39,0 f |497 d-f |88 a-c [043 c [48,6 b 71,8 h
KM 71-09MRS 7,01 de [2,19 b-e|50,0 ab |596 a-c |84 ac |04]1 c-e|40,6 g 75,2 de

MRS primer 6,31 2,15 46,2 470 85 0,40 44,5 73,1
Iridium 7,17 de |2,10 b-e |48,7 bc [550 b-d |76 ¢ 0,46 ab |41,8 fg |76,8 ab
Bakfis 8,19 a-d|1,76 f |43,3 b-f|673 a 76 ¢ 0,49 a |37,5 h 76,3 a-c
Baletka 9,09 a |193 ef |42,3 d-f |658 a 85 ac (045 b [402 g 77,1 a
Biscay 8,74 ab [2,22 b-e|45,1 b-e|634 ab |79 bc 0,47 ab |43,4 ef |72,1 gh
Bohemia 8,72 ab [2,18 b-e|43,5 b-f|523 c-e |93 a 0,40 de |45,9 cd |75,6 c-e
Fedrer 7,56 b-e|2,01 d-f|40,3 ef |571 b-d |91 ab 035 f |44,0 c-e |76,2 a-d
Kontroly prim. 825 2,03 43,9 601 83 0,44 421 75,7
Celkovy primeér 7,46 2,14 44,9 534 85 0,43 44,7 74,7

Byla zjisténa rozdilna reakce jednotlivych skupin testovanych genotypil na varianty péstovani, predevsim
na odstupnované davky dusiku ve variantdch OF, 100F a 200F (obr. 2, tab. 4). Je evidentni, ze se stoupajici
davky dusiku se nejvice projevily vzestupem vynosi u LG (OF - 6,76; 100F - 8,66 a 200F 9,07 t.ha™),
zatimco tento nariist u MRS byl velmi maly (OF - 5,81; 100F - 6,77 a 200F 6,64 tha'). U vétsiny linii doslo
dokonce ve variant¢ OF ke snizeni vynosl oproti variant¢ 0K vlivem stresu, ktery byl navozen
spoluptisobenim fungicidt, morforegulatorii a nedostatku zivin. Pomérné vyrazna kladna vynosova odezva
na hnojeni dusikem u linii s LG naznacuje ze LG by se mohly uplatnit ve Slechténi odrud pro intenzivni
péstebni podminky. Naopak linie s MRS se jevi zatim jako malo $lechtitelsky vyuzitelné vzhledem ke
stavajicim nizkym vynostim a malé odezvé na hnojeni dusikem. Dokonce u MRS ve varianté s 200 kg dusiku
doslo ke snizeni vynost oproti variant¢ se 100 kg dusiku. Bylo by zajimavé odhalit pficinu téchto
diametralnich odlisnosti v chovani linii s LG a MRS. Podle naseho piedpokladu by vyssi ulozna kapacita u
MRS meéla poutat vice asimilatii v podminkach jejich nadbytku (ktery byl podpofen vysSimi energetickymi
vstupy v podminkéch s vy$simi ddvkami hnojiv a s fungicidy). To se mélo projevit vy$sim nartistem vynosa
oproti liniim s normalnimi klasy péstovanymi za stejnych podminek. Pfi¢iny této neocekavané reakce ziejmé
lze hledat ve vys$§i mife redukce poctu obilek v pribéhu ristu, jejiz pfi¢inou mize byt zhorSeny transport
asimilatd. Ten mohl byt ovlivnén vyrazné odchylnym pribéhem pocasi od normalu (napiiklad enormnimi
srazkami béhem kvétna, které predstavovaly 330 % dlouhodobého normalu), rozdilnou mirou transpirace
(podminénym rozdilny vyparnym povrchem jednotlivych typu iklast) nebo odchylkami v usporadani a
prafezu cévnich svazkii nezbytnych pro transport asimilatti do obilek. U linii s LG ziejmé rust obilek nebyl
tak zavisly na transportu asimilatd z vegetativnich organt rostliny, nebot’ u nich se na tvorbé zrna mohl
vyrazngji podilet samotny klas.
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Obr. 2: Vynosy hodnocenych genotypt pfi rozdilnych variantdch péstovani - vlevo dlouhé plevy, uprostied

mnohotady klas a vpravo normalni klas kontrolnich odrtd.

Tabulka 4: Charakteristiky skupin genotypt s rozdilnymi morfotypy klasu (priméry 0K, OF, 100F, 200F)

Morfotyp LG MRS NS

Osetieni 0K OF 100F 200F |OK OF 100F 200F |OK OF 100F 200F
Vynos (t.ha™) 6,82 6,76 8,66 9,07 6,04 581 6,77 6,64 |7,65 7,58 8,84 8091
Hmotnost zma klasu (g) | 1,99 2,13 2,36 2,50 2,11 2,10 2,21 2,17 | 1,83 2,10 2,09 2,10
Pocet zrn v klasu 40,9 42,9 459 49,0 46,5 46,1 46,4 45,8 40,8 453 44,5 449
Pocet klasti na 1m’ 498 462 588 574 495 427 480 480 |611 552 605 638
Vyska porostu (cm) 100 80 85 87 101 76 80 83 96 78 79 80
Skliziiovy index 0,44 046 046 047 0,40 0,41 0,40 036 (044 045 0,46 044
Hmotnost 1000 zrn (g) 46,4 47,5 48,3 47,1 43,4 44,4 458 44,6 |41,0 42,8 429 418
Objemova hmot. (kghl™) |754 74,7 75,9 75,7 73,6 72,8 73,1 73,0 [757 75,2 76,0 75,9
Poléhani (9-1) 9,0 90 9,0 9,0 83 9,0 9,0 9,0 9,0 90 9,0 9,0
Meténi (dni od 1.1.2010) | 152 153 155 156 154 155 157 158 |[152 154 155 156
Zralost (dni od 1.1.2010) 201 203 202 204 200 202 201 202 |201 203 202 203
Padli travni (9-1) 7,7 88 8,7 88 6,7 87 86 88 7,1 89 8,7 88
Fuzarium v klasu (9-1) 7.3 87 88 90 6,5 8,0 80 80 6,9 83 85 85
Rez pSenicna (9-1) 4,7 7,7 88 85 52 82 90 &7 4,7 82 85 85

Vyse uvedené vysledky svéd¢i spiSe v neprospéch vyuzivani MRS. Vynosové vysledky dvou linii KM
52-09MRS, KM 53-09MRS (obr. 3) na vétsi ploSe v konkurenci s 28 piednimi soucasnymi odriidami
ukazuji, Ze tyto se vynosoveé umistily na 21. a 23. mist¢ (tab. 5). Vzhledem k tomu, Ze se jednd o dosud malo
proslechténé linie, které nevznikly na specializovaném S$lechtitelském pracovisti to neni vyrazné Spatny
vysledek, zvlasté pokud se pfihlédne k jejich pomérné vysokym hodnotdm obsahu bilkovin a Zelenyho

sedimentacéniho testu.

Pro exaktni studium vyznamu zménénych morfotypt klasu by bylo vhodné vytvorit téméf izogenni linie,
lisici se pouze v daném pfedmétném znaku, pfi¢emz ostatni znaky genetického pozadi porovnavanych linii
by byly shodné. Prezentované vysledky je nutné chapat jako dil¢i. Pokus bude nezbytné opakovat ve vice
letech aby se mohl vyhodnotit vliv roéniku a pocasi na specifiku tvorby vynosu hodnocenych genotypti.
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Obr. 3: Porosty pSenice s mnohofadym klasem v Rosténicich: vlevo KM 52-09MRS, vpravo KM 53-09MRS

Tabulka 5: Vysledky pokusu s ozimou psenici v ZD Rosténice u Vyskova 2010
> 2 <= | = g = z z
”'c_g % g = g fﬁ O\; é — % g g e ~§x
Odrida ) SE | EE | Z 28| Es | 5 Z
g g | 2| 22| = s~ | s | 57| F
= £ 2 D8 : Z 28 | 5 £
= = |2 £l 2|5 | & |8 2
Bagou C| 9,79 70 69,0 13,2 57,0 30,3 39,9 1
Midas 9,56 80 75,0 13,6 57,6 30,6 443 2
RW Nadal B| 935 80 73,0 14,2 57,1 32,0 474 3
Csillag 9,20 65 78,0 14,5 56,2 35,7 53,7 4
Helmut A| 895 30 73,0 13,8 56,5 31,7 41,8 5
Bekés 8,75 75 74,0 14,7 55,8 34,7 45,5 6
Potenzial A| 8,66 80 75,0 13,6 57,3 30,6 439 7
Biscay C| 8,65 75 66,5 12,9 57,0 282 31,8 8
Dromos C| 8,61 85 70,5 12,8 56,8 29,1 35,1 9
Fény 8,55 70 76,5 13,1 57,4 28,8 38,5 10
Hollo 8,37 85 75,0 14,0 57,6 33,1 48,0 11
Hatyii 8,30 60 72,5 14,2 57,4 32,2 46,5 12
Pentadur (7. durum) 8,21 30 73,0 13,6 57,0 30,3 429 13
Mulan A| 818 75 74,0 13,8 56,3 30,9 38,6 14
JB Asano 8,17 85 74,0 13,8 56,9 31,8 44,0 15
Iridium Al 810 75 74,5 14,6 56,1 33,9 52,3 16
Federer E| 8,04 80 74,0 13,7 56,9 32,1 44 4 17
Bakfis Al 803 70 74,0 14,1 57,1 32,7 43,1 18
Hymack (hybridni) 7,97 85 70,0 13,3 56,8 30,0 36,3 19
IS Agape 7,89 30 76,5 14,7 55,8 34,7 48,9 20
KM 52-09MRS 7,76 85 73,0 14,7 56,3 35,1 50,7 21
Baletka Al 772 80 74,5 14,0 57,7 31,3 439 22
KM 53-09MRS 7,72 85 69,0 15,1 55,9 33,9 46,1 23
Axis 7,67 75 76,0 13,8 56,1 31,5 43,7 24
IS Bonnet 7,61 70 74,5 15,0 56,4 35,1 54,7 25
Josef 7,34 70 75,5 15,3 54,8 37,2 54,0 26
Hybnos 1 (hybridni) 7,27 85 66,5 13,8 56,1 31,3 37,9 27
Alacris 7,24 75 74,0 14,5 56,2 33,0 49,5 28
Karpatia 7,17 75 74,0 14,5 56,6 34,0 50,2 29
IS Median 6,51 70 72,5 14,2 56,5 32,5 41,2 30
Zavér

Byla zjisténa reakce linii s dlouhymi plevami (LG), mnohofadym klasem (MRS) a normalnim klasem
(NS) na rozdilné systémy péstebni technologie, pfedevsim na odstupniované davky dusiku a fungicidni
ochranu.
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Jako Slechtitelsky perspektivni se jevi LG, které byly pieneseny do pSenice seté z Triticum polonicum L.
Linie s LG mély pfiznivou vynosovou odezvu na intenzitu hnojeni dusikem. Mohly by pozitivn€ ovliviiovat
asimilaéni kapacitu klasu na konci dozravani a ve prospéch tvorby zrna.

Jako Slechtitelsky méné perspektivni se zatim jevi linie s MRS, které se vyznacuji vyssim poctem klaska
vyristajicich z jednotlivych nodi klasového vietena. Oproti o¢ekavani linie s MRS nemély pfiznivou
vynosovou odezvu na zvysujici se intenzitu hnojeni dusikem.

Podékovani: Prace byla podpoiena projektem cesko-slovenské spoluprace KONTAKT-mobilita
MEB0810001 (na Slovensku APVV-SK-CZ-0007-09) a projektem Cesko-¢inské spoluprace KONTAKT
ME10063 Ministerstva Skolstvi mladeze a t€lovychovy Ceské republiky.
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IDENTIFIKACIA NOVYCH PODJEDNOTIEK VYSOKOMOLEKULARNYCH
GLUTENINOV PRI RODE TRITICUM
IDENTIFICATION OF THE NEW HIGH MOLECULAR WEIGHT GLUTENINS
AT THE GENUS TRITICUM

Daniel MIHALIK — Tatiana KLEMPOVA — Svetlana SLIKOVA — Edita GREGOVA —
Katarina ONDREICKOVA — Jan KRAIC

The basic area of molecular marker usage is plant genotype identification. Till this time a broad range of DNA markers
for particular plant genome locus is known. The most exact way how to describe the plant genome is the level of DNA
nucleotide sequence, eventually by expression of proteins coded by individual genes.

Key words: DNA, PCR, HMW-GS, marker

Uvod

V zavislosti od rastlinného druhu je mozné pre rozliSovanie genotypov efektivne vyuzivat’ polymorfizmus
v sekvencii nukleotidov DNA v koédujucej i nekodujucej Casti génu. V rastlinnom organizme sa vyskytuju
bielkoviny v kazdej bunke a s zastipené molekulami réznych velkosti, vlastnosti a funkcii. Rastliny
obsahuju desiatky tisicok roznych typov molekul bielkovin. Medzi zakladné typy bielkovin patria zasobné
bielkoviny, su evolué¢ne mlads$im typom bielkovin a st vhodné pre genetické markerovanie rastlin. Jednotlivé
genotypy (odrody, hybridy, populacie) pol'nohospodarskych plodin sa vzajomne ¢iastoc¢ne liSia niektorymi
morfologickymi a agronomickymi znakmi a vlastnostami. Genotypy je vSak potrebné vediet navzajom
odliSovat’ a diferencovat’ a hodnoverne identifikovat. Vysokomoleklarne gluteninové podjednotky (HMW-
GS) st kddované alelami lokusov Glu-1 lokalizovanymi na dlhych ramenach chromozémov 1 homologickej
skupiny (Glu-1A, Glu-1B, Glu-1D). Lokusy maji podobu tzv. komplexnych lokusov, kazdy lokus obsahuje
dva gény kodujuce typ podjednotky x snizSou relativnou molekulovou hmotnostou atyp y s vysSou
relativnou molekulovou hmotnost'ou. Hexaploidna pSenica mdze preto teoreticky obsahovat’ az Sest’ roznych
HMW-GS, v skutoénosti je v désledku zoslabenia niektorych génov poéet HMW-GS pit’ a menej. Struktira
HMW-GS je tvorena centralnou oblastou, ktord obsahuje repeticie aminokyselin glutamin a prolin, N- a C-
terminalne oblasti obsahuju nerepetitivne sekvencie, ktoré st bohaté na aminokyselinu cystein, ktora
umoznuje vznik intermolekulovych disulfidickych vézieb pri tvorbe velkych polymérov. Zaujimavym
faktom je, ze doteraz popisané gény HMW-GS pSenice vo svojej Struktire neobsahujii Ziadne intrdony.
Struktary typickej podjednotky typu x ay publikoval Shewry et al. (1992), ktori podrobne analyzovali
podjednotky x-typ (1Dx5) ay-typ (1Dy10). Rozdiely vo velkosti podjednotiek st dosledkom rozdielneho
poctu opakujucich sa nona- a hexa-peptidov v type y a nona-, hexa- a tripeptidov v type x vo vnutri centralnej
domény. Na turovni sekvencie DNA, respektive aminokyselin boli porovnavané niektoré HMW-GS.
Sekvencie DNA kodujicich casti jednotlivych HMW-GS maji vyssi stupenn homoldgie ako nekodujuce
sekvencie, najméd N- a C- terminalne ¢asti HMW-GS, ktorych sekvencie st vel'mi konzervativne (De Bustos
et al. 2000), aj preto sa na identifikdiciu HMW-GS alel vyuzivaju sekvencie znekdodujucich oblasti.
Charakterizaciou a identifikaciou jednotlivych génov kodujucich HMW-GS pomocou PCR sa zaoberal aj
Ahmad (2000).

V tejto praci popisujeme marker, primery ohranicujice PCR produkt, ktorym odliSujeme podjednotku
HMW-GS 1Dy12.3 (Genebank, EF472958) pochadzajicu zo starej francuzskej odrody Noe od doposial
popisanych podjednotick 1Dy10 a 1Dyl12. Presne popisujeme podmienky polymerazovej retazovej reakcie
a taktieZ aj optimalne podmienky separacie amplifikovanych fragmentov.

Material a metody

V préaci boli pouzité vybrané genotypy hexaploidnej pSenice letnej formy ozimnej (Triticum aestivum L.)
Vsetky vzorky genotypov boli ziskané z kolekcie genetickych zdrojov pSenice Génovej banky semennych
druhov Slovenskej republiky vo Vyskumnom tstave rastlinnej vyroby v Piest'anoch.

PCR na odliSenie Dy-podjednotiek vysokomolekularnych gluteninov

Na selekciu jednotlivych Dy-podjednotick HMW-GS na trovni DNA sme vyuzili produkty
polymerazovej retazovej reakcie. Templatova genomickd DNA bola izolovana z 200 mg rastlinného
materialu pomocou DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany). Pomocou programu Clone Manager
Basic version 8(Scientific and Educational Software, USA) a softvéru BioEdit 7.0.9 Sequence Alignment
Editor boli navrhnuté nasledovné sekvencie primerov: R-5-GGA CAA GGG CAA CAA GGA TA-3" a L-
5’-ATG GTA TGG GC TGT CGT AGC-3'. Zlozenie reakénej zmesi bolo:
0.5 U Platinum® Taq DNA polymeraza (Invitrogen Corp., Carlsbad, California), 2.5 pl 10x reaction buffer,
2.5 pul 50mM MgCl,, 10 pmol z kazdého primeru, 0.125 pl 10 mM dNTP, 25 ng DNA-templatu,.
Ako zdroje templatovych DNA boli pouzité nasledovné genotypy:
- podjednotka 1Dy12 — genotyp Chinese Spring
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- podjednotka 1Dy10 — genotyp Marquis
- podjednotka 1Dy12.3 — genotyp Noe

Cyklus PCR pozostaval z5 minttovej inicia¢nej denaturacie pri 94°C, nasledovalo 30 cyklov s 1
minutovou denauraciou pri 94°C, 1 minutovym annealingom primerov pri 60°C, 1 minutove] extenznej
reakcie pri 72°C, zavere¢na synteticka Cast’ cyklu trvala 7 mintt pri 72°C. Produkty PCR boli analyzované
pomocou 8% akryalmidového gélu vyfarbenym pomocou ethidium bromidu. Separacia prebehla cez noc pri
napiti 10V/cm vzdialenosti medzi elektrodami v roztoku 0.5xTBE. Ako Standard molekulovej velkosti DNA
fragmentov bol pouzity 100 bp DNA-Leiter, extended (Carl Roth, SRN).

Vysledky

Odlisenie Dy-podjednotiek HMW gluteninov pri Triticum aestivum L.

Porovnanim sekvencii DNA kédujacich Dy-podjednotky HMW-GS pri Triticum aestivum L. sme navrhli
hrani¢né useky DNA, ktoré boli identické pre vietky podjednotky — Dy10, Dyl12 a Dyl12.3, aviak dizka
fragmentov medzi tymito hrani¢nymi usekmi bola pre kazda podjednotku rozdielna (Thompson et al. 1994,
X03041; Anderson et al. 1989, X12929).

Dané useky pri vSetkych Dy-podjednotkach kédovali Cast’ centralnej domény génu (obr. 1). Fragmenty
polymerazovej retazovej reakcie boli najprv separované v agarézovom géli (nepublikované vysledky), avsak
rozdiely v mobilite fragmentov neboli dostatocne markantné, preto sme pouzili na separaciu tychto
fragmentov 8% akrylamidovy gél (obr. 2), kde sme dosiahli pozadované rozdiely v migracii fragmentov.
Analyzované fragmenty dosahovali tieto vel'kosti:

Dy12.3 - 581 bp, Dy10 — 599 bp, Dy12- 605 bp.

Diskusia

Srachtitel'ska prax vyzaduje na selekciu vhodnych genotypov markery, ktoré sa daju vyuzit v rannom
stadiu ontogenetické¢ho vyvoja. K biosyntéze HMW-GS podjednotick dochadza az vo finalnych fazach
vyvoja, ¢o je pre vCasne pozadovani selekciu nevhodné. Pre beznu slachtitel'sktl prax je vyhodné mat
markery, pomocou ktorych mézeme rychlo selektovat’ dany genotyp. Vychadzajic z vysokej homologie
podjednotick HMW-GS, sme analyzovali konzervativne domény Dy-podjednotieck HMW-GS na urovni
genomickej DNA.

Po navrhnuti primerov, ktoré boli stucastou tychto konzervativnych usekov, sme pomocou PCR tieto
useky amplifikovali. Predpokladané rozdiely vo velkostiach fragmentov jednotlivych Dy-podjednotiek sa
nam potvrdili, a tak sme ziskali ve'mi praktické a vyuZziteI'né markery na genotypizaciu hexaploidnej pSenice
a potvrdili sme tym tiez originalitu novej podjednotky 1Dy12.3 z kultivaru Noe.

Konkrétne sme vyuzili fakt, Ze nova podjednotka ma v centralnej doméne na trovni DNA deléciu
kédujicu dipeptid, resp. hexapeptid v porovani s podjednotkami 1Dyl2 a 1Dyl0. Tym sme dosiahli
jednoducht, jednoznacnu arychlu identifikaciu novej podjednotky. Optimalizovali sme detekciu PCR
produktov. Malou nevyhodou detekcie vSak je, ze dané rozdiely velkosti sme nemohli pozorovat’ pomocou
elektroforetickej separacie DNA v prostredi agardzy, dané rozdiely vsSak boli evidentné v8 %
akrylamidovom géli. Vzhl'adom k progresu v separacnych metodikdch DNA, akymi s napriklad analyzy
,»lab on chip“(Agilent, USA), bude mozné vyuzit tieto markery k presnej a vel'mi rychlej genotypizacii.

Kazdopadne sme dokéazali pritomnost novej podjednotky, ktora ma blizky evoluény vztah ku
podjednotke 1Dy12, ¢o mozeme potvrdit’ na zaklade analyzy evoluénych vztahov. Hoci diverzita D Casti
genomu pekarskej hexaploidnej pSenice je vel'mi nizka v porovnani s B ¢astou genomu, identifikacia novej
podjednotky HMW gluteninu kodovanej lokusom Glu-1D vSak tato hladinu zvySuje a podporuje fakt, ze
studium historickych genotypov hexaploidnych pSenic méze byt zdrojom novych génov pri zlepSovani
pekarskych vlastnosti dnesnych genotypov.

Zaver

Identifikacia tohto selekéného markeru je jednym z dokazov potvrdzujucich originalitu novoobjavenej
podjednotky1Dy12.3 hexaploidnej pSenice (T. aestivum L.) pri kultivare Noe. Dana praca poukazuje na
dolezitost’ Stidia historickych materialov génovych bank, ¢o je dolezité k spoznaniu diverzity genetickych
zdrojov a jeho vyuzitia v §l'achtite'skom procese.

Pod’akovanie. Tato praca vznikla vd’aka podpore v ramci OP Vyskum a vyvoj pre projekt: Vyvoj
novych typov rastlin s geneticky upravenymi znakmi hospodarskeho vyznamu. ITMS: 26220220027,
spolufinancovany zo zdrojov Eurdpskeho fondu regionalneho rozvoja.
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Obr. 1: Porovnanie sekvencii HMW gluteninov s vyznacenim pozicie primerov

Porovnanie Dy-podjednotiek pomocou PCR, pouzité primery: R-5'-GGACAAGGGCAACAAGGATA-3" a
L-5"-ATGGTATGGGCTGTCGTAGC-3’, teoreticka velkost’ produktov PCR: Dy12.3 - 581 bp, Dy10 — 599
bp, Dyl2- 605. Sipky zndzoriiuji polohu primerov a sekvencie vramcéekoch vyjadiuju rozdiely

v sekvenciach.
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Dy12 Dy12.3

Dy10 =599bp
Dy12 =605bp
Dy12.3=581bp

Obr.2:  Odlisenie Dy-podjednotiek pri Triticuum aestivum pomocou PCR, elektroforetickd separacia
fragmentov DNA

Separacia PCR produktov v 8% akrylamidovom géli vyfarbovanom pomocou roztoku ethidium bromidu.
Templatové DNA:

- podjednotka 1Dy12 — genotyp Chinese Spring

- podjednotka 1Dy10 — genotyp Marquis

- podjednotka 1Dy12.3 — genotyp Noe

Adresa autorov:
Daniel Mihalik, Tatiana Klempova, Svetlana Slikova, Edita Gregova, Katarina Ondrei¢kova, Jan Kraic
Centrum vyskumu rastlinnej vyroby, Vyskumny ustav rastlinnej vyroby, Piestany
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OPTIMALIZACIA GENETICKEJ TRANSFORMACIE NEZRELYCH EMBRYI
PSENICE LETNEJ (TRITICUM AESTIVUM L) POMOCOU AGROBACTERIUM
TUMEFACIENS
OPTIMALISATION OF GENETIC TRANSFORMATION OF IMMATURE
EMBRYOS OF COMMON WHEAT (TRITICUM AESTIVUM L.) MEDIATED BY
AGROBACTERIUM TUMEFACIENS

Richard MURIN — Klara MESZAROS

Three different varieties of common wheat (Triticum aestivum L.) were transformed by Agrobacterium tumefaciens strain
AGL1containing plasmids pAL 154/156 which included bar and gus genes under the control of Ubi 1 promoter. As
explants we used immature embryos isolated from plants cultivated in greenhouse conditions (Bobwhite, Csardas) and
field conditions (Astella). In this work we evaluated percentage of positive explants for histochemical analysis GUS,
percentage of regenerants and putative T, transformants.

Key words: Agrobacterium tumefaciens, Triticum aestivum L., immature embryo

Uvod

Geneticka transformécia rastlin pomocou vektora, ktorym je Agrobacterium tumefaciens predstavuje
metddu nepriameho transferu cudzorodého génu do genomu hostitel'ského rastlinného organizmu.
Agrobacterium tumefaciens je pddna baktéria, ktora za normalnych okolnosti napada korefiové bunky rastlin
a Cast’ svojho Ti-plazmidu, T-DNA zabudovava do rastlinného gendmu (Janakiraman a kol., 2002). V
konecnom doésledku tak dochadza k nddorovému bujneniu napadnutych rastlinnych buniek. Nahradenim tzv.
onkogénov v T-DNA oblasti génmi zaujmu (GOI, angl. gene of interest) sa podarilo vytvorit' biologicky
systém pre prenos a zabudovanie cudzorodych génov do rastlinnych buniek (Faragdé 2003). Ako uvadza
Vasil (2007), poéiatocné t'azkosti spojené s transformaciou obilnin vratane pSenice pomocou Agrobacteria
boli prekonané vyuzitim supervirulentnych kmeiiov A. tumefaciens v pritomnosti acetosyringdénu. Prva
sprava o ziskani Agrobacteriom uspesne transformovanej pSenice pochadza od Chenga et al. (1997), ktori
ako explantat vyuzili prave nezrelé embrya. Od prvej Gispesnej transformacie pSenice pomocou A.tumefaciens
sice uplynulo uz vySe desatroCie a bolo vykonanych mnoZzstvo transformadcii tohto typu s pouzitim jeho
réznych modifikacii, o ¢om referuje mnozstvo autorov, napr. Wu et al. (2003); Khanna a Daggart (2003); Hu
et al. (2003); Przetakiewicz et al. (2004), no moznosti vylepSovania tohto transformacného systému este ani
dnes nie st vyCerpané.

Material a metédy

Vychodiskovym materidlom na genetickt transformaciu boli nezrelé embrya troch variet pSenice letnej f.
ozimnej (Triticum aestivum L.): slovenskd odroda Astella poskytnuta firmou ISTROPOL SOLARY a.s.
Horné Myto, dopestovana v polnych podmienkach a madarskd odroda Csardas poskytnutd z génovych
zdrojov Pol'nohospodarskeho instititu Mad’arskej akadémie vied v Martovasari. Ako kontrola nam posluzila
jarna odroda Bobwhite. Odrody Csardas a Bobwhite boli dopestované v sklenikovych podmienkach
v PoI'nohospodarskom institaite MAV. Na transformaciu sme pouzili bakteridlny kmeni AGL1 obsahujuci
plazmidy pAL 154/156 obsahujuce gény bar agus, ktoré si pod kontrolou promotora génu Ubil
z kukurice (Zea mays L.). Po povrchovej sterilizacii nezrelych zfn sme vramci kazdého genotypu
odoberali vySe dvesto explantatov umiestnenych na pevné zivné média v pocte 30 na jednu Petriho misku.
Podrobny popis pripravy zivnych médii, ako i metodiky naSej prace od izoldcie explantitov cez
transformaciu, kokultivaciu, regeneraciu a selekciu je popisany v protokole od Jonesa et al. (2005), podla
ktorého sme postupovali. V ramci experimentu sme uskutocnili dve histochemické GUS analyzy, prva 5 dni
po transformacii (GUS'"), ktord vypoveda o prechodnej expresii transgénov a druhti 10 dni po transformacii
(GUS?), ktora vypoveda o stabilnej expresii transgénov. V ramci tychto analyz sme z kazdej Petriho misky
odobrali 5 explantatov urCenych na farbenie. V praci sme hodnotili frekvenciu explantitov pozitivne
reagujucich na GUS vzhladom na pocet farbenych explantatov, frekvenciu regenerantov ako
i frekvenciu domnelych transformantov, t.j. explantatov, ktoré prezili proces selekcie, v prepoéte na 20
zostavajucich explantatov v Petriho miskach.

Vysledky a diskusia

V ramci jednotlivych genotypov sme najvys§iu hodnotu v ramci GUS' zaznamenali pri odrode Csardas
druhy deni po farbeni (87,777 %), rovnako aj pri GUS® opit’ dosiahla najvyssiu hodnotu varieta Csardas
druhy den po farbeni (83,333 %), ako uvadza obrazok 1. Vysledky poukazuji tiez na to, Ze pri vSetkych
troch pouzitych varietich bola kone¢na hodnota frekvencie GUS pozitivnych explantatov v rameci GUS'
v druhy defi po farbeni vzdy vysia nez konetna hodnota GUS® v druhy def po farbeni. U odrody Bobwhite
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tak poklesla frekvencia GUS? pozitivnych explantatov oproti frekvencii GUS' pozitivnych explantatov
0 1,538%, u odrody Csardas o 4,444% a u odrody Astella dokonca 0 9,259 %. Z uvedeného teda vyplyva, ze
hodnota prechodnej expresie génov je porovnatel'ne vysSia nez hodnota stabilnej expresie génov.
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Obr 1. Frekvencia GUS pozitivnych explantatov

V ramci hodnotenia regeneracie dosiahla najvyssiu hodnotu odroda Bobwhite (6,346 %), zvysné dve
variety dosiahli hodnotu regeneracie 3,333 % (Csardas) a 3,148 % (Astella) (Obr. 2). Rovnako aj v ramci
hodnotenia percentualneho podielu domnelych transformantov, t.j. explantatov, ktoré prezili proces selekcie,
najvyssiu hodnotu dosiahla varieta Bobwhite (5,192 %), hodnoty zvy$nych dvoch variet boli u oboch 0,25 %,
ako uvadza obrazok 2.
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Obr 2. Frekvencia regenerantov a domnelych transformantov (%)

Napriek celkovo vysSiemu poctu regenerantov i domnelych transformantov u variety Bobwhite oproti
zvy$nym dvom varietam, nemozno ani tieto vysledky povazovat’ za uspokojivé. Nad nie prili§ uspokojivou
hodnotou regeneracie mozno polemizovat. Jej uspeSnost atiez uspesnost transformacie moéze byt
ovplyvnena jednak vyberom explantatu, kultivaénymi podmienkami, spravnostou identifikacie transgénnych
rastlin (Nadolska-Orczyk et al. 2000; Bhalla 2006) a tiez od rastovych podmienok a veku donorovych rastlin
(Vasil 2007). Pastori et al. (2001) priamo zistili korelaciu medzi frekvenciou transformacie a vekom
donorovych rastlin, kde obnova transgénnych rastlin odvodenych od nezrelych embryi z mladsich rastlin bola
vys$ia nez pri embryach odvodenych zo starSich rastlin.

Zaver

Danymi zisteniami o hodnotach GUS, percente regenerantov a domnelych transformantov nasa praca
vramci daného experimentu nekonci, nakolko na redlne zistenie pocétu skutoénych transformantov je
potrebné uskutocnit’ poslednt — tretiu histochemicki GUS analyzu a taktiez molekularno-biologicku analyzu
PCR z Ty rastlin, ktoré st momentalne v §tadiu vernalizacie. Do budicna ostava stile otvorena otazka
zvysenia frekvencie GUS?, ako i zvysenie poétu regenerantov, nakolko od ich poétu priamo zavisi aj podet
transformantov.

Pod’akovanie: Dakujeme Ing. Gyulovi Zalabaiovi, PhD., riaditelovi ISTROPOL SOLARY a.s. Horné
Myto za poskytnutie pSenice odrody Astella. Praca bola vypracovana v ramci rieSenia projektu APVV LPP-

0125-07.
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SLECHTENI CHMELE (Humulus lupulus L.) ZAKRSLEHO TYPU PRO NiZKE
KONSTRUKCE
HOP OF DWARF HOPS (Humulus lupulus L.) FOR LOW TRELLIS GROWING

Vladimir NESVADBA — Alena HENYCHOVA — Zdénka POLONCIKOVA —
Josef JEZEK

Hop Research Institute in Zatec is engaged in hop breeding of hop material suitable for cultivation under low trellis
system. The main objective is to develop hop plants with short internodes, which should not be longer than 10 cm. The
common distance between nodes in commercially grown tall hops is 20-35 cm. We have managed to develop six dwarf
genotypes from the original selections. New selections ““4900” and “5021” seem to be the most suitable ones for low
trellis system. They have their origin in Czech (Sladek), resp. English cultivars (First Gold). Within goal-directed
breeding we have been able to develop 49 dwarf hop genotypes with characteristics good for low trellises. Bitter
genotypes prevail among them. Two of them show high alpha bitter contents (14%).

Key words: dwarf hops, Humulus lupulus L., low trellis, hop breeding, new genotypes, internodes, bitter acids.

Uvod

V Ceské republice se v poloving 90. let poprvé testovala moznost péstovani chmele na nizké konstrukei.
V roce 1996 byl tento pokus po tfiletém hodnoceni ukoncen. Testovani bylo provadéno pouze na Ceskych
odrtidach Zatecky polorany Gervenak (ZPC), Sladek a Premiant, které nejsou vhodné pro tento zplisob
péstovani. Bohuzel technologie véetné strojniho vybaveni nebyla do té doby, ani v pribéhu pokusu téméf
fesena. Po ukonceni tohoto sledovani se vedeni ¢eského chmelatstvi a vyzkumu shodlo, Ze tato technologie
nema pro nase chmelafstvi perspektivu. Vyvoj technologie pro péstovani chmele byl fesen pouze v Anglii a
v USA (Darby 2001). Duvod byl jasny a to nizka potieba lidské prace. Tyto zemé do vyzkumu vlozily
znaéné finanéni prostiedky a vyuZitim této technologie se zabyvaji vice jak 20 let (Glendinning 2009). Ceska
republika jako témét vSechny ostatni chmelaiské zemé nepreferovaly tento smér moznosti péstovani chmele.
Ale v poslednich letech, kdy byl v Ceské republice znaény problém ziskat pracovni sily na sezonni prace ve
chmelu, se zah4jila vysadba chmele do nizkych konstrukci (Jezek & Kiivanek 2010). Z tohoto diivodu bylo
Slechténi chmele téz zaméfeno na nizké konstrukce. Soucasné jsou ve Slechténi vyuzivany i genotypy pro
farmaceutické vyuziti, kde jsou preferovany prenylované flavonoidy a dalsi latky (Miranda 2000).

Slechténi chmele na nizké konstrukce ma nékolik cili. Hlavnim cilem jsou kratka internodia, kde je
pozadavek vzdalenosti internodii 8 az 12 cm. Dalsi cile jsou shodné s odridami pro vysoké konstrukce —
odolnost k chorobam a skidctim, vysoky vynos, stabilita vykonnosti, agrotechnické aspekty, kvalitativni
pivovarské vlastnosti dle skupin chmel - aromatické az superalfa (Nesvadba & Krofta 2003). Zakladnim
vychozim materidlem pro Slechténi na nizké konstrukce jsou genotypy z Anglie a to jak samici rostliny
(odrudy First Gold, Admiral atd.), tak i sam¢éi rostliny z anglického Slechtitelského genofondu.

Metodika

Pro kifzeni na nizké konstrukce byly vyuZity mateéné rostliny Zatecky polorany &ervenak (Seska odrtida)
— H38 a H39, Agnus (Ceska odruda) — H7 a Taurus (némecka odruda) — H36, z unikatni polni kolekce
genetickych zdrojii chmele (MZe 33083/03-300 6.2.1. — MZe CR). Saméi rostliny byly vybrany z anglické a
Ceské kolekce samcich genotypti. Potomstva z realizovanych kfizeni byla ziskana dle metodiky Slechténi
chmele Chmelaiského institutu Zatec. Ziskané rostliny byly vysazeny do hybridni $kolky. Nasledné byly
hodnoceny vsechny genotypy v ramci téchto potomstev. Méfeni internodii bylo provadéno u nahodného
souboru rostlin o min. poctu 113 genotyptl z potomstva (omezeno maximalnim poctem rostlin v potomstvu).
Hodnoceni chmelovych hlavek bylo provedeno dle metodiky pro Slechténi chmele. Z kazdého testovaného
genotypu byl ziskan primérny vzorek chmelovych hlavek. Tyto hlavky byly pfed analyzami ususeny pii
konstantni teplot¢ 55 °C po dobu 8 hodin. Chemické analyzy pro stanoveni obsahu i slozeni chmelovych
pryskyfic v chmelovych hlavkach byly provedeny HPLC metodou /EBC 7.7/, (Analitica, 1997). Chmelové
silice byly stanoveny plynovou chromatografii.

Pro hodnoceni byly vybrany zakladni statistické parametry: pramér pro variabilitu, smérodatna odchylka
a stonasobek varia¢niho koeficientu. Pro stanoveni prikaznosti rozdilu mezi jednotlivymi genotypy v ramci
potomstev byl pouzit t-test. Vysledky byly zpracovany statistickym programem STATISTICA — StatSoft.

Vysledky a diskuse

Na zékladé¢ méfeni vzdalenosti internodii u genotypti pro vysoké konstrukce (¢eské odrudy Premiant a
Sladek) a nizké konstrukce (anglicka odriida First Gold a ¢eské novoslechténi 5021) byla pomoci t-testu
stanovena statickd priikaznost rozdilu s 99 % pravdépodobnosti mezi uvedenymi skupinami genotypt.
V tabulce 1 je patrné, Ze genotypy pro vysokou konstrukci vykazuji vzdalenost internodii 0,277 m (Premiant)
a 0,237 m (Sladek) a genotypy zakrslého typu maji primérnou vzdalenost internodii 0,075 m (First Gold) a
0,092 m (N8I 5021). Nejnizsi variabilitu vykazuje odriida Premiant (16,59 %) a naopak nejvyssi variabilitu
ma anglicka odrida First Gold (24,88 %).
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Tabulka 1: Variabilita vzdalenosti internodii u genotypt vysokého a zakrslého rustu

QOdrada Premiant Sladek First Gold 5021
Pramér (m) 0,277 0,237 0,075 0,092
Smér. odchylka 4,589 5,219 1,876 2,180
Var. koeficient (%) 16,59 21,99 24,88 23,73
Min. délka (m) 0,160 0,130 0,025 0,022
Max. délka (m) 0,350 0,350 0,112 0,145

Potomstva F; generace H37 az H39 byla ziskana po sam¢im anglickém genotypu zakrslého typu.
Potomstvo H7 je po rodi¢ovské kombinaci pro vysoké konstrukce. V tabulce 2 jsou uvedeny statistické
parametry hodnocenych potomstev. Potomstva pro nizké konstrukce vykazuji oba typy genotypu (pro nizké a
vysoké konstrukce) coz charakterizuje vyssi variabilita (Vk = 40,42 az 51,61 %). Pomoci t-testu byla
stanovena 99 % pravdépodobnost rozdilu v délce internodii potomstva H7 k ostatnim potomstviim pro nizké
konstrukce.

Tabulka 2: Variabilita vzdalenosti internodii u genotypii vysokého a zakrslého riistu u potomstev F; generace

QOdrada H 37 H 38 H 39 H7

Pramér (m) 0,067 0,069 0,067 0,168
Smér. odchylka 32,016 27,986 34,730 37,208
Var. koeficient (%) 47,48 40,42 51,61 22,04
Min. délka (m) 0,026 0,026 0,020 0,087
Max. délka (m) 0,186 0,154 0,218 0,257

Z Slechtitelského materidlu ziskaného v predeslych letech bylo vybrano 5 genotypt (tab. 3), které
vykazovaly niz§i vzrist (pfedpoklad pro nizké konstrukce), odolnost k houbovym chorobdm a dobré
kvalitativni parametry chmelovych hlavek. U oznaceni genotypu je uvedena i matecna rostlina, ktera
poukazuje na mozné pivovarské zafazeni. Genotypy po vysokoobsaznych odridach Agnus a Taurus budou
patfit do skupiny s vy$§im obsahem alfa kyselin (4903 a 5059) a genotypy po odridach Sladek a First Gold
se fadi do skupiny hoikych chmelti (5019) az aromatickych chmelt (4900, 5020 a 5021). Dosazené vysledky
jsou z klasické vysoké konstrukce $lechtitelskych skolek.

Tabulka 3: SloZeni chmelovych pryskyfic u genotypt se zakrslym charakterem ristu (Steknik, 2007 — 2009)

Oznadeni genotypu Alfa kys. (% hm.) Beta kys. (% hm.) Pomeér (alfa/beta) | Kohumulon (% rel.)
4900 (Sladek) 6,0-7,5 2,5-35 1,7-2,1 26 -29
4903 (Agnus) 9,0-12,0 4,5-6,0 1,8-2,2 26 -31
5019 (F. Gold) 4,5-6,0 3,5-5,0 1,3-1,7 32-36
5020 (F. Gold) 5,5-85 5,0-6,5 1,L1-1,7 30-33
5021 (F.Gold) 6,0-8,0 55-175 09-1,2 27-32
5059 (Taurus) 8,0-13,0 5,0-6,5 1,5-25 23-30

V ramci Slechténi na nizkou konstrukei semenadcti Sm08 (po dvouletém hodnoceni) celkem ziskano 14
genotypu (tab. 4). Genotyp 5282 je velmi perspektivni pro své aromatické vlastnosti (pomér alfa/beta kyselin
= 1,4). Genotyp 5285 vykazuje velmi vysoky obsah jak alfa kyselin (15,2 %), tak i beta kyselin (7,4 %).
Vsechny ziskané genotypy byly vysazeny spoleéné s vybéry Sm09 (vybéry téZ pro nizkou konstrukei) do
Slechtitelské nizké konstrukce (vyska 3 m — klasicka nizka konstrukce). Zde jsou rostliny vysazeny vyhradné
k dratkim (nepouziva se sit’), aby bylo mozné stanovit vynos kazdého genotypu oddélené. Sklizen se provadi
ruénim strhavanim a jednotlivé rostliny jsou strojové cesany (Wolf), aby byly vSechny vysledky
Slechtitelského materidlu porovnatelné (shodné ztraty pii sklizni). Jako standardni odrida byla do této
chmelnice vysazena anglick4 odriida First Gold. Pro §lechtitelské uéely bude tato $kolka oznadena HSKMNK
(hybridni skolka kmenovych matek pro nizké konstrukce).

Z Slechténi chmele na nizkou konstrukci se vroce 2009 ziskalo 32 nad€jnych genotypti chmele
z potomstev Sm09. Vzhledem k tomu, Ze se jednd o genotypy hodnocené v prvnim roce péstovani nebyl
stanoven vynos chmele. Jako standardni odriida byla vybrana anglicka odrtida First Gold. Rada genotypt
vykazuje vyrazn¢ vys$$i obsah alfa hotkych kyselin nez First Gold. Nejvyssi obsah alfa kyselin vykazuje
genotyp H27/75 (14,2 %), dalsi dva genotypy H24/28 a H27/65 vykazuji obsah alfa kyselin na Girovni 12 %.
Dle obsahu beta kyselin je zfejmé, ze zadny genotyp nespliiuje aromatické parametry. Pouze genotypy
H24/37 a H17/78 maji pomér alfa/beta kyselin 1,5. Genotypy H24/28, H24/38, H24/4 a H24/37 vykazuji
nejnizs$i podil kohumulonu, ktery je pod hranici 20 % rel. Tento znak je sledovan fadou pivovari a to
z hlediska vlivu na charakter horkosti. OvSem negativni hranice je nad 40 % rel., coz zadny genotyp
nevykazuje.
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Tabulka 3: Chemické analyzy pryskyfic u vybéri Sm08 pro nizké konstrukce (2009)

Cislo Vynos alfa kys. beta kys. pomér Kohumulon
genotypu (rost/kg™) (%hm.) (%hm.) (alfa/beta) (Yorel.)
5285 3,5 15,2 74 2,0 27,9
5295 1,9 11,1 3.8 2,9 23,0
5288 3,2 10,8 3.8 2,9 25,2
5287 5,6 10,1 34 2,9 25,3
5292 2,1 9,6 4,0 24 25,3
5284 3,3 9,0 3,2 2,9 37,0
5282 1,2 7.9 5,6 1,4 34,8
5283 4,0 7,7 33 23 29,2
5293 1,4 7,5 3,8 2,0 25,1
5296 1,8 7,5 39 1,9 33,5
5290 1,5 7,2 32 2,2 29,4
5286 3,3 7,1 3,5 2,0 32,2
5289 ruéné 7,0 3,5 2,0 33,9
5294 3,6 6,1 2,8 2,2 26,0

Zavér

Z dosaZenych vysledkl je patrné, Ze pfi pouziti rodi¢ovskych zakrslych genotypti vykazuji potomstva
prikazné krat$i internodia nez po rodicovské kombinaci na vysoké konstrukce. Tento poznatek je velmi
dilezity pro Slechténi chmele. Zakrslost je zalozena jednim genem (ovéfeni zahrani¢ni publikace). Prvni
ziskané genotypy pro nizké konstrukce vykazuji parametry hotkych az vysokoobsaznych chmeltl. Z hlediska
obsahu a slozeni chmelovych pryskyfic jsou ziskané genotypy nejvice podobné ceské odridé Premiant.
V roce 2010 budou vyhodnocena potomstva aromatického i vysokoobsazného typu. Lze piedpokladat, ze se
ziska nova fada nadéjnych genotypti chmele. Na zakladé ziskanych genotypu a potomstev 1ze predpokladat,
ze se podari ziskat prvni Ceské genotypy pro péstovani na nizkych konstrukcich do 5 let..

Obr. 1: Genotyp pro vysokou konstrukci
(internodia 0,35m)

Obr. 2: Genotyp pro nizkou konstrukci
(internodia 0,008m)

Podékovani: Tento pfispévek byl zpracovan vrameci vyzkumného zaméru MSM 1486434701 a
vyzkumneho projektu 2B06011 Vyvoj genotypii chmele pro biomedicinalni a farmaceutické ucely, které
podporuje MSMT CR.
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UPLATNENI PLANYCH DRUHU CELEDI FABACEAE V TRAVNICH
SPOLECENSTVECH
THE APLICATION OF WILD SPECIES OF THE FAMILIES FABACEAE IN
GRASSLANDS

Jan PELIKAN — Daniela KNOTOVA

The possibility of cultivation of selected wild species of the families Fabaceae as grassland components has been tested
seven years on the locality in Troubsko. It can be pointed, that most of the tested species is able to persist in the
grasslands. However, it is necessary to decide which type is suitable for the concrete conditions of the habitat.
Prerequisite for their practical application is successful seed technology to ensure sufficient seed and sowing rate of the
species.

Keywords: Diversity, wild species, Fabaceae, clover-grass mixtures.

Uvod

V ramci sbérovych expedici v Ceské republice i zahrani¢i, konanych nasim pracovi§tém pii feseni
Néarodniho programu konzervace a vyuzivani genetickych zdroji rostlin a agro-biodiversity, je pozornost
vénovana vedle sbérii planych forem kulturnich rostlin ¢eledi Fabaceae, také dalsim druhim této Celedi. Aby
tyto sbéry nebyly samouéelné, jsou hledany cesty k vyuziti téchto materialii v polnich podminkach. V Ceské
republice jiz v padesatych letech minulého stoleti prezkousel Vacek (1963) celou skalu planych druhd ¢eledi
Fabaceae a nékteré z nich doporudil k péstovani. Také ve svété jsou v soucasné dobé shromazdovany a
zkouseny plané druhy (Jansone & Jansons 2007; Martincova et al. 2007; aj.). O vysledcich dosazenych pfi
feSeni dané problematiky prubézné informovali Pelikan et al. (2005) a Markova et al. (2009). Prispévek
shrnuje vysledky dosazené v pribéhu let 2004 — 2010.

Material a metodika

Pro ovéfeni moznosti uplatnéni planych forem v travnich spolecenstvech byl v roce 2004 na lokalité
Troubsko (nadmofiska vyska 280 m, primérnd ro¢ni teplota 8,5°C, roéni thrn srazek 547 mm) zaloZen polni
pokus se standardni travni smési, do nizZ bylo pfidano v kazdé varianté 50 semen zkouSeného druhu ¢eledi
Fabaceae (bez ohledu na mnozstvi tvrdych semen). ZkouSeno bylo 20 planych druhti ¢eledi Fabaceae.
Standardni travni smés byla tvofena kostfavou lucni, jilkem vytrvalym a lipnici luéni (po 23 %) a dale
bojinkem luénim a festucoidnim hybridem (po 15,5 %). V piepoétu ¢inil vysevek travni smési 26 kg.ha™.
Vlastni pokus byl zalozen metodou znédhodnénych blokii ve tiech opakovanich pii velikosti parcel 5 m’.
V prubéhu vegetace byl v jednotlivych rocich zkouseni na parcelach zjistovan v n€kolika terminech pocet
rostlin z&jmového druhu. Na porostu byly kazdorocné realizovany dvé sece. Ze vSech pozorovani daného
roku byl pro piislusny druh vypocitan primérny vyskyt rostlin. Primérné pocty rostlin daného druhu
v jednotlivych rocich jsou znazornény graficky.

Vysledky a diskuse

Veskeré dosazené vysledky jsou soustfedény do grafii. V grafu 1 jsou shromazdény primérné vyskyty
zéastupct rodu Trifolium za jednotlivé roky sledovani. U vSech druhti tohoto rodu dochézi vice, ¢i méné
k postupnému narastu jedinci. Nejvetsi postupny nartist je zaznamenan u druhu Trifolium medium, a to diky
jeho rozristdni pomoci podzemnich vybézkt. U druht Trifolium alpestre, Trifolium dubium a Trifolium
campestre dochazi k nartstu do Sestého roku vegetace a v sedmém roce se zacina projevovat ubytek rostlin.
Prestoze druhy Trifolium dubium a Trifolium campestre jsou jednoleté, v porostu se udrzuji. Je to dano tim,
ze oba druhy jsou pomérné nizké a v dobé 1. seCe nejsou kvetouci rostliny zcela pokoseny, takze semena
dozraji a z nich se vytvofi nové rostliny. Druhy Trifolium montanum a Trifolium fragiferum se vyskytovaly
v porostu v mensi mife, coz je dano tim, Ze podminky pokusného mista nejsou pro tyto druhy zcela idealni.
Trifolium fragifeum preferuje vihéi podminky a Trifolium montanum pidy bohaté vapnem.

Druhou z4jmovou skupinou byly druhy rodu Vicia, jejichz vysledky jsou uvedeny v grafu 2. Ze zastupct
tohoto druhu se nejvice uplatnila Vicia cracca. Jeji vysoky vyskyt vSak zptisobuje problémy pii sklizni
zelené hmoty pro jeji dlouhé lodyhy a dale potlacuje travni komponenty ve smésce. Vyskyt druhtt Vicia
pisiformis, Vicia angustifolia a Vicia tenuifolia (5 aZ 10 rostlin na 5 m?) byl uspokojivy. Druh Vicia villosa se
uplatnil v roce vysevu, v dalsich letech vSak doslo k poklesu poctu rostlin.

V grafu 3 jsou uvedeny vysledky zéastupct rodu Lathyrus a dale druhG Lotus uliginosus a Lupinus
polyphyllus. Z této skupiny se velice dobte uplatnil druh Lathyrus sylvestris, avsak jeho vysoké zastoupeni
v porostu zpisobuje problémy pii sklizni hmoty, stejné jako u druhu Vicia cracca. Druh Lathyrus tuberosus
se v porostu uplatnil velmi dobte. Lupinus polyphyllus byl dobie zastoupen v roce vysevu, ale se starnutim
porostu postupné ustupoval. Lotus uliginosus nemél na pokusném misté vhodné podminky (preferuje vlihka
stanoviste), piesto se v porostu vyskytoval po celou dobu trvani pokusu.
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Vysledky poslednich ¢tyi zkousenych druhit jsou uvedeny v grafu 4. Ze zastupcu rodu Astragalus se velmi
dobte uplatnil Astragalus cicer, a to opét diky podzemnim vybézkim, kterymi se druhotné rozmnozuje. 1
kdyz literatura uvadi, ze vSechny druhy rodu Astragalus jsou jedovaté, v Americe a Kanad¢ je tento druh
Slechtén (Townsend 1988, 1990) a vyuzivan do pastevnich smési pro ovce (Johnston et al. 1975). Stejny
trend jako u druhu Astragalus cicer byl zjistén také u druhu Medicago falcata. Druhy Melilotus officinalis a
Astragalus excapus se uplatnily pouze vroce zalozeni a 1. uzitkovém roce, v dalSich letech z porostu
vymizely.

Zavér

Monitoring vyskytu pfisetych druhd a sukcese jetelovinotravnich spolecenstev je dlouhodoba zalezitost.
Po sedmi letech zkouseni na lokalité v Troubsku Ize konstatovat, ze vétSina zkouSenych planych druhti celedi
Fabaceae mize byt pfidavana do smési urcenych pro zvyseni biodiverzity druhové chudych travnich
porostli. V pfiznivych stanoviStnich podminkach se zastupci Celedi i pii minimalnim zastoupeni ve smési
v porostu nejen objevi, ale jsou schopni se zde i udrzet. Je v§ak nutno uvazlivé rozhodnout, ktery druh je
vhodny pro konkretni podminky daného stanovisté. Predpokladem jejich uplatnéni v praxi je také uspésna
semenarska technologie zajist'ujici dostatek osiva a dale stanoveni vysevného mnozstvi pfislusného druhu.

Podékovani: Vysledky byly dosazeny pri FeSeni Narodniho programu konzervace a vyuziti genetickych
zdrojit kulturnich rostlin a agrobiodiverzity financovaného MZe CR , vyzkumného projektu ¢. 2B06101
Optimalizace zemédélské a vicni krajiny CR s diirazem na rozvoj biodiverzity, financovaného MSMT CR.a
Vyzkumného zaméru MSM 2629608001 financovaného MSMT CR.
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Graf 1: primérné vyskyty poctu rostlin u druhi rodu Trifolium

W Vicia villosa
= Vicia pisiformis
W Vicia angustifolia

W Vicia tenuifolia

W Vicia cracca

Graf 2: pramérné vyskyty poctu rostlin u druhi rodu Vicia

M Lotus uliginosus
1 Lupinus polyphyllus

B Lathyrus sylvestris

B Lathyrus tuberosus

Graf 3: primérné vyskyty poctu rostlin u druhti rodt Lotus, Lupinus a Lathyrus
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H Astragalus excapus
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Graf 4: primérné vyskyty poctu rostlin u druhti rodt Astragalus, Melilotus a Medicago
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VPLYV PESTOVATELSKYCH PODMIENOK A GENOTYPU NA OBSAH
VYBRANYCH BIOLOGICKY AKTiVNYCH LATOK V CHMELI OBYCAJNOM
EFFECT OF GROWING CONDITIONS AND GENOTYPE ON THE CONTENT
OF SELECTED BIOLOGICALLY ACTIVE COMPOUNDS IN HOPS

Ivana PSENAKOVA'” * — Juraj FARAGO' — Karel KROFTA’~ Vladimir NESVADBA®

In the work, we analyzed the total polyphenol and flavonoid content in leaves of 16 different genotypes of hops (Humulus
lupulus L.) grown in different cultivation conditions in field collections of genetic resources in Zatec (Czech republic)
and Piestany (Slovak republic). The genotypes included 7 cultivars and nine wild type hops of different provenience. We
observed significant differences in contents of bioactive compounds in hop leaf extracts, mainly due to growing
conditions in Czech Republic vs. Slovakia and genotypes. However, marked differences were also registered between the
group of cultivated genotypes and wild type plants, with increased variability detected among genotypes of wild type
plants. The antioxidative abilities of hop leaf extracts, determined using the DPPH radical scavenging assay, were
correlated more with the total polyphenolic content than with the total flavonoid content.

Key words: Humulus lupulus, wild type, polyphenols, flavonoids, antioxidant activity, genetic variability, cultivation

Uvod

Chmel’ obycCajny (Humulus lupulus L.) je trvaca a dvojdoma rastlina, kde samicie rastliny tvoria
chmelové hlavky, v ktorych st lupulinové Zliazky s vysokym obsahom chmelovych Zzivic. Chmel je
vyznamnou hospodarskou plodinou, ktora je vyuzivana v rade oblasti. Hlavné pouzivanie je v pivovarnictve,
pretoze chmelové hlavky obsahuju zivice, ktoré su zédkladom pri vyrobe piva. NajvyznamnejSie zlozky
chmel'ovych Zzivic, a- a B-horké kyseliny, dodavaji pivu intenzitu horkosti a ich vzdjomny pomer ovplyviiuje
charakter horkosti (Nesvadba & Krofta 2007).

Vyskum pri chmeli sa v poslednom desatro¢i zaobera do znacnej miery biologickou aktivitou
jednotlivych zloziek chmel'u, najmi xantohumolu a izoxantohumolu medzi prenylflavonoidmi (Miranda et al.
2000; Vanhoecke et al. 2005; Zhao et al. 2005; Ho et al. 2008; Vogel & Heilman 2008) a humulénu medzi
horkymi kyselinami (Piendl & Biendl 2000; Tagashira et al. 2004; Mikyska et al. 2008; Yamaguchi et al.
2009). Ich protizapalova, antioxida¢na, antilipoperoxida¢na aktivita, ako aj antimikrobialne, antitromboézne,
antiangiogenetické, antiproliferativne, antimutagénne a apoptotické u¢inky, stanovené najmi v in vitro
stadiach, mierne naznaéuju moznost’ chemopreventivnej aktivity (Milligan et al. 1999; Miranda et al. 2000;
Zanoli & Zavatti 2008). Vzrastajici pocet informacii o vyuziti tychto latok k liecbe viacerych nadorov a
civiliza¢nych ochoreni ponuka vyuzitie v chemoprevencii tychto chordéb (Hofta 2004). Chemopreventivny
ucinok xantohumolu pri karcinogenéze vacsinou spociva v inhibicii metabolickej aktivacie prokarcinogénov,
zvySeni aktivity karcinogén-detoxifikacnych enzymov alebo inhibicii rastu nadorov v ranom S$tadiu.
Xantohumol a niektoré chmelové prenylflavonoidy moézu inhibovat’ enzymy cytochromu P-450. Ziskané
poznatky naznacuju, ze chmelové prenylflavonoidy mézu byt efektivnymi protinadorovymi liecivami, aj
v pripade indukcie karcinogén-detoxifikacného enzymu chinonreduktazy (Henderson et al. 2000).
Xantohumol spolo¢ne s niektorymi zlozkami chmelovych zivic tiez pdsobia inhibicne pri vzniku
osteopordzy (Milligan et al. 1999).

Cielom naSej prace bolo zistit' obsah polyfenolov a flavonoidov aich vzt'ah k antioxida¢nej aktivite
v extraktoch izolovanych z listov 16 genotypov (génovych zdrojov kultirnych odréd a divorastucich rastlin)
chmel'u pestovanych v réznych podmienkach na dvoch lokalitich, v Zatci (CR) a v Piestanoch (SR).

Material a metody

Rastlinny material

Jednotlivé vzorky listov divorasticich a kultGrnych chmelov boli poskytnuté génovou bankou
Chmelaiského institutu s.r.o. v Zatci (CHI, CR) a Génovou bankou SR pri CVRV v Piestanoch (CVRV, SR)
resp. zberom v uréenych lokalitich. Vzorky dodané CHI v Zatci boli poskytnuté z kolekcie génovych zdrojov
chmel'u (MZe 33083/03-300 6.2.1.). Vsetky ¢eské odrody a divorastiice chmele s pestované na rovnake;j
lokalite v spone 1,3 x 1 m, vyska 6m. Pri testovanych genotypoch boli zabezpecené Standardné postupy a
rovnaka technologia pestovania a oSetrovania v priebehu rastu rastlin. Stanovena variabilita na danej lokalite
nie je ovplyvnena prostredim, ale genotypom vybraného chmel'u. Génové zdroje v CVRV st pestované
v improvizovanej chmelnici v rovnakom spone ako v Zatci a vyske 2m, aviak sminimom oSetrovani
(herbicidy, pesticidy, fungicidy) pocas rastu.

Spracovanie rastlinného materialu

Odber vzoriek v CR (10 genotypov) bol vykonany v rovnakom termine (jil 2010) a po usudeni pri
laboratdrnej teplote bol rastlinny material odoslany pre laboratérne analyzy na UCM Trnava. V CVRV (7
genotypov) bol odber listovych vzoriek uskutoéneny 9.8.2010. K homogenizovanému vysuSenému
rastlinnému materialu  bol pridany metanol v pomere 1:20 (w/v). Zmes bola 1 hodinu zahrievana
pod spatnym chladi¢om pri teplote ~70°C. Po vychladnuti bola zmes prefiltrovana. V oddelovacom lieviku
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bol k filtratu pridany hexan v pomere 1:1 (v/v) a nasledne destilovana voda v pomere 1:2 (v/v). Po rozdeleni
faz bola vodna vrstva odparend na rotacnej vakuovej odparke pri teplote 50°C a odparok bol nasledne
rozpusteny v ekvivalentnom mnozstve metanolu. Ziskany extrakt bol zbaveny chlorofylu pomocou SPE
kolonky. Extrakty boli uchovavané do doby analyz v chladni¢ke pri 4°C.

Stanovenie obsahu celkovych polyfenolov

Obsah celkovych polyfenolov bol stanoveny podla metddy opisanej Singletonom a Rossim (1965).
Metoda je zaloZena na spektrofotometrickom merani farebnych produktov reakcie hydroxylovych skupin
fenolovych zlucenin s Folin-Ciocalteau ¢inidlom. Celkovy obsah polyfenolov bol vyjadreny ako ekvivalent
kyseliny galovej v 1g vysuSeného rastlinného materidlu (d.w.). K vypoctom bola pouzitad linearna rovnica
regresie y =0,04335+0,00731x, (R*=0,999).

Stanovenie obsahu flavonoidov

Flavonoidy v chmel'ovych extraktoch boli stanovené spektrofotometrickou metodou podl'a Rakotoarisona
et al. (1997). Celkovy obsah flavonoidov bol vyjadreny ako ekvivalent kvercetinu v 1g vysuSeného
rastlinného materialu. K vypo&tom bola pouzité linedrna regresia y =0,014x-0,0052, (R?=0,999).

Stanovenie antioxidacnej aktivity pomocou vychytavania DPPH radikalu in vitro
Antioxidac¢nd aktivita chmel'ovych extraktov bola stanovena spektrofotometricky podl'a metddy popisanej
Yen a Chen (1995). Antioxidacna aktivita bola vypocitana podl'a vztahu:
m(DPPH) = m(DPPH),,, x IC x DF
pricom IC=[(AbSkontrola~AbSyzorka)/AbSkontrola]l, DF=10 X D X Vexpakn/Mexerma, kde D je riedenie vzorky.
Antioxidacna aktivita bola vyjadrené ako mg inhibovaného DPPH radikalu 1g suchého rastlinného materialu.

Vysledky a diskusia

Celkovy obsah polyfenolov v listovych vzorkach rastlin 16 genotypov chmel'u obycajného sa pohyboval
od 1,5 mg/g d.w. (divorasttici genotyp D2, SR) po 10,3 mg/g d.w. (divorastuci genotyp P68, USA) (Tab. 1).
Rozdiely boli statisticky signifikantné ako medzi genotypmi (ANOVA, P<0,001), tak aj medzi rastlinami
pestovanymi v Zatci, alebo v Pie§tanoch (ANOVA, P<0,001) a medzi divorasticimi rastlinami a odrodami
(ANOVA, P<0,01). Vo vseobecnosti vyssie hodnoty obsahu polyfenolov boli zaznamenané pri divorasticich
genotypoch (priemer 6,9 mg/g d.w., rozsah 1,5-10,3 mg/g d.w.) ako pri odrodach chmel’u (priemer 5,0 mg/g
d.w., rozsah 2,4-6,8 mg/g d.w.). Napriek relativne nizkemu poctu analyzovanych genotypov boli koeficienty
variacie pre obsah polyfenolov pri divorastucich rastlinach signifikantne vyssie (17,4% pre genotypy P8-
P123; 49,8% pre genotypy D1-D3), neZ pri odrodach (8,7% pre Zatecké odrody a 32,0% pre génové zdroje
pestované v Piestanoch), ¢o naznacuje vyssiu geneticku variabilitu pre tento znak pri divorasticich rastlinach
chmelu (Stevens et al. 2000; NESVADBA et al. 2009). Zaznamenali sme tiez rozdiely v obsahoch
polyfenolov v listoch rastlin pestovanych v Zatci (intenzivna agrotechnicka starostlivost) a v Pie§tanoch
(minimum agrotechnickych zasahov a oSetreni). Obsahy polyfenolov boli pri odrodach 1,6-krat
a divorastiicich genotypoch pestovanych v Zatci 3,0-krat vysSie neZ prirastlinich pestovanych alebo
divorasticich v Piestanoch. Sved¢i to o silnom vplyve pestovatel'skych podmienok na celkovy obsah
polyfenolov v zelenych castiach rastlin chmel'u obyc¢ajného. Vel'mi dobre sved¢i v prospech tejto hypotézy
napr. porovnanie odr. Sladek pestovanej v CR (6,8 mg/g d.w.) a SR (3,2 mg/g d.w.).

Celkovy obsah flavonoidov v listovych vzorkach rastlin 16 genotypov chmelu obycajného ukazoval
podobny vzor ako obsah polyfenolov, ¢o je mozné Ciastocne vysvetlit' tym, ze flavonoidy samotné patria
medzi zlGéeniny fenolického charakteru (Stevens et al. 1998). Flavonoidy tvorili od 1,6 mg (ekv.
kvercetinu)/g d.w. (Sifem, SR) do 6,6 mg/g d.w. (P64, USA) (Tab. 1). Rozdiely v obsahu flavonoidov boli
Statisticky vyznamné medzi genotypmi (ANOVA, P<0,0001), kultirnymi vs. divorasticimi rastlinami
(ANOVA, P<0,01) arastlinami zCR a SR (ANOVA, P<0,01). Koeficient variacie obsahu flavonoidov
celkového suboru genotypov chmel'u bol nizsi (33,8 %), nez pri obsahu polyfenolov (44,5 %). Priemerny
obsah flavonoidov bol pri divorastiucich genotypoch o 33% vySsi nez pri kultirnych genotypoch. Ako pri
polyfenoloch, v CR pestované odrody aj divorastice genotypy mali vyssie obsahy flavonoidov o 14 %, resp.
036 %. Koeficienty variacie pre obsah flavonoidov boli pri rastlinach pestovanych v CR vysie pri
divorastucich genotypoch (31,9 %), nez pri odrodéach (7,9 %), naopak pri rastlinach pestovanych v SR boli
pri génovych zdrojoch (42,1%) oproti divorasticim rastlinam (33,4 %). Podobne ako pri obsahu polyfenolov,
aj na celkovy obsah flavonoidov vyraznym sposobom vplyvali aj podmienky, v ktorych boli rastliny chmel'u
pestované v SR a CR.

Antioxidacnd aktivita extraktov z listovych vzoriek 16 genotypov chmelu obyc¢ajného varirovala
v Sirokom rozsahu od 0,6 do 11,4 mg DPPH g d.w. (Tab. 1). Koeficienty variacie pre tento znak boli
pomerne vysoké privSetkych podstiboroch genotypov, tj. ,Ceskych“ odrodach (46,2 %),
»ceskych® divorasticich genotypoch (52,7 %), ,slovenskych® génovych zdrojoch (23,5 %) a
»slovenskych divorastucich rastlinach (52,0 %), ¢o sved¢i o vysokej variabilite pre tento znak. Najvyssia
antioxidaéna aktivita bola zaznamenana pri divorasticom genotype P8 povodom zo Svajéiarska (11,4 mg
DPPH/g d.w.). Pri tomto znaku boli zaznamenané §tatisticky vyznamné rozdiely medzi genotypmi (ANOVA,
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P<0,0001) arastlinami zCR vs. SR (ANOVA, P<0,0001), ale nie medzi kultGrnymi rastlinami
a divorasticimi genotypmi. Z hladiska porovnania antioxidacnej aktivity extraktov zrastlin pestovanych
v SR vs. CR, vykazovali rastliny pestované v CR az 4,8-krat vys§ie hodnoty (priemer 6,4 mg DPPH/g d.w.)
nez rastliny pestované v SR (2,6 mg DPPH/g d.w.), ¢o tiez sved¢i o silnom vplyve podmienok pestovania
rastlin (podnebie, poda, hnojiva, pesticidy atd’.) na sledovany znak. Potvrdzuje to aj o 43 % nizSia hodnota
antioxidacnej aktivity odrody Sladek pestované v kolekcii génovych zdrojov v SR (Piestany) oproti tej istej
odrode pestovanej v Chmelaiskom Institute v Zatci (CR).

Ako ukazuje obrazok 1, diskriminacnd analyza pouzitim udajov celkového obsahu polyfenolov
a flavonoidov jasne oddelila divorastiice rastliny rastice v SR od vsetkych genotypov pestovanych v CR,
génovych zdrojov pestovanych v SR od divorasticich genotypov pestovanych v CR, odréd pestovanych
vCR od divorastacich genotypov pestovanych v SR a divorasticich genotypov pestovanych v CR od
vietkych genotypov pestovanych v CR.

Pre posudenie vztahov medzi obsahom polyfenolov a flavonoidov a antioxida¢nou aktivitou extraktov
sme vykonali korela¢nu analyzu, ktorej vysledky s zndzornené na obrazku 2A,B. Z obrazku vyplyva, ze
vyssia korelacia bola medzi obsahom polyfenolov a antioxida¢nou aktivitou (obr. 2A), neZ medzi obsahom
flavonoidov a antioxidacnou aktivitou (obr. 2B), ¢o suhlasi s literdrnymi udajmi (KANEDA a kol., 1995).
Zaznamenali sme tiez vysoku koreldciu medzi obsahom polyfenolov a obsahom flavonoidov v zelenych
listoch chmel'u (vysledky neuvedené).

Zaver

V praci sme analyzovali obsahy polyfenolov a flavonoidov v zelenych listoch 16 réznych genotypov
chmel'u pestovanych v odlisnych podmienkach v kolekcidch génovych zdrojov v CHI v Zatci (CR) a CVRV
v Piestanoch (SR), vratane divorastiicich genotypov. Zaznamenali sme rozdiely v obsahoch bioaktivnych
latok najmé plyvom odlisnych kultivaénych podmienok a genotypov, ale tiez rozdiely medzi kultirnymi
odrodami a divorasticimi genotypmi. Antioxida¢na aktivita extraktov z listov rastlin viac korelovala
s obsahom polyfenolov, ako s obsahom flavonoidov.
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Tabul’ka 1: Sumarne vysledky analyzy celkového obsahu polyfenolov, flavonoidov a antioxidaénej aktivity
extraktov z listov 16 r6znych genotypov chmel'u obyc¢ajného

Polyfenoly Flavonoidy Antioxida¢na
Genotyp Povod (mg kys. gallovej | (mg kvercetinu/ g aktivita (mg
/gdw.) d.w.) DPPH/gd.w.)
Vital odroda, CZ 6,47+0,05 3,12+0,07 6,64+0,11
Harmonie odroda, CZ 5,77+0,04 2,98+0,06 2,05+0,08
Sladek odroda, CZ 6,82+0,06 3,56+0,06 5,70+0,08
Rubin odroda, CZ 5,73+0,04 3,13+0,09 8,20+0,16
K/71 (Sladek) GZ, SK 3,25+0,04 3,224+0,01 3,254+0,03
K/114 GZ, SK 4,36+0,05 4,24+0,08 4,74+0,18
Sifem GZ, SK 5,11+0,06 1,62+0,02 3,43+0,06
Aromat GZ, SK 2,37+0,05 2,09+0,01 2,80+0,04
P8 DRG, CH 9,94+0,03 4,43+0,04 11,39+0,38
P18+19 DRG, FR 6,35+0,07 3,11+0,03 5,37+0,30
P42 DRG, CZ (Teplice) 7,64+0,04 2,65+0,08 6,66+0,18
P 64 DRG, US 9,61+0,05 6,59+0,07 1,03+0,06
P 68 DRG, US 10,30+0,06 4,68+0,14 9,91+0,24
P123 DRG, RU (Kaukaz) 9,46+0,05 4,76+0,07 7,05+0,19
D1 (Vah) DRG, SK (Piestany) 3,02+0,06 3,62+0,02 0,580+13
D2 (Kaufland) DRG, SK (Piestany) 1,47+0,32 1,99+0,02 1,96+0,35
D3 (Sladkovi¢ova PN) DRG, SK (Piestany) 4,43+0,06 4,01+0,01 1,73£0,16
Odrody CZ 6,20+0,47 3,19+0,22 5,6542,26
DRG (Svet) 8,88+1,41 4,37+1,27 6,90+3,32
Priemery GZ SK 3,77+1,04 2,79+1,01 3,55+0,72
DRG (SK) 2,97+1,21 3,20+0,87 1,42+0,60
Priemer CZ 7,81£1,74 3,90+1,15 6,40+3,00
Priemer SK 3,43+1,19 2,97+0,98 2,64+1,25
Priemer celkom 6,01+£2,64 3,52+1,18 4,85+3,06

Legenda: DRG = divorastice genotypy; GZ = génové zdroje
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Function 2

Function 1

Obr. 1: Diskrimina¢na analyza celkového obsahu polyfenolov a flavonoidov v listovych extraktoch 16 genotypov chmelu
oby¢ajného (1 = odrody, CR; 2 = divorastuce genotypy, CR; 3 = génové zdroje, SR; 4 = divorasttice genotypy, SR)
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Obr. 2: Korela¢na analyza vztahov medzi obsahom polyfenolov (A, TPC) a flavonoidov (B, TFC) a antioxida¢nou
aktivitou (AA) listovych extraktov 16 genotypov chmel'u obycejného.
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HODNOTENIE VYBRANYCH ZNAKOV A VLASTNOSTI
OVPLYVNUJUCICH URODU ZRNA JACMENA SIATEHO F. OZIMNEJ
THE EVALUATION OF SELECTED TRAITS AFFECTING THE YIELD OF
WINTER BARLEY

Michaela BENKOVA — Cubomir MENDEL — Pavol HAUPTVOGEL

Variability for agronomic traits was determined in 20 winter barley genetic resources evaluated on experimental basis of
PPRC Piestany in 2007/2008 — 2008/2009. The data obtained were evaluated by variance analysis. The results have
shown on differences between two- and six- row winter barley. The six-row winter barley achieved higher mean yield of
grain than two-row barley. The results of variance analysis have shown high significant effect of the year on variability

of the all traits except grain mass per a spike. Of the set we can choose the genotypes with permanent yield in our
condition: Lomerit (DEU), Nord 02611 (DEU), BE 650503 (NLD, Mascara (FRA), Barcelona a Premuda (NLD).
Key words: winter barley, genetic resources, evaluation, variance analysis

Uvod

Ja¢men siaty je neodmyslite'nou si¢ast’ou obilnin, ktory sa z hl'adiska svetovej produkcie zarad’'uje na 4.
miesto za pSenicu, ryZu a kukuricu. Na Slovensku mu patri v zastupeni po pSenici druhé miesto, kde sa
pestuje ako surovina pre potravinarsky priemysel, na kifmenie zvierat a na vyrobu sladu. V st¢asnosti je na
Slovensku registrovanych 56 odrdd ja¢mena siateho formy jarnej a 23 f. ozimnej (Listina registrovanych
odrdd, 2010). Vsetky ozimné formy boli vyslachtené v zahrani¢i. Stcasné registrované odrody maju
biologicko-hospodarske znaky, ktoré spifiaji podmienky intenzivneho pestovania, maju primeranti
rezistenciu proti listovym chorobam a dobra sladovnicku kvalitu. Prvoradou podmienkou na vysl'achtenie
kvalitnych odrod jacmena siateho je vyber vhodnych genetickych zdrojov. Pri forme ozimnej sa §lachtenie
zameriava hlavne na kfmnu kvalitu, zimuvzdornost’, odolnost proti polichaniu a zdravotny stav. Sestradové
ozimné jatmene maju vyssiu zimuvzdornost, st adaptabilnejSie k podmienkam prostredia a menej naro¢né
na predplodinu a podu. Dvojradové ozimné jaCmene su v poslednej dobe perspektivne aj na vyrobu sladu.

Ozimny ja¢men je trodnejsi ako jarny jaémen a na pddach menej tirodnych, 'ah$ich prekonava aj ozimna
pSenicu a raz. Je suchovzdornejsi, takze sa uplatituje aj v suchych oblastiach, kde svojou skorost'ou a skor§im
zberom nie je az tak poskodzovany prisuskami a vysokymi letnymi teplotami (Zimolka 2006).

Vykonnost, teda uroda jaémeina siateho f. ozimnej zavisi od biologickych danosti odrody, ale tiez od
podmienok prostredia, genetického vybavenia odrody a tiez od vlozenych energetickych vkladov. Ciel'om
nasej prace bolo zhodnotit’ a porovnat’ vybrané zahrani¢né 6-radové a 2-radové genotypy jacmena siateho f.
ozimnej v naSich podmienkach z hl'adiska znakov a vlastnosti ovplyviiujucich celkovia urodu zrna.

Material a metody

Na experimentdlnom poli Centra vyskumu rastlinnej vyroby Piestany v Piestanoch sme v rokoch
2007/2008 az 2008/2009 hodnotili 20 genotypov jacmena siateho f. ozimnej zahrani¢ného a domaceho
povodu.

Pokus sa vysieval strojom na parcelky so zberovou plochou 2,5 m? v dvoch v opakovaniach. Do
hodnotenia boli zaradené genotypy dvojradové: Carrero, Emily, Verticale (DEU), Boreale, Mascara (FRA),
Finesse (GBR), Nure (ITA), Amsterdam, CEB06204, CEB 05212, Cebeco 20254, Barcelona, Premuda,
Graciosa (NLD), RD-H-1 (SVK). Zo Sestradovych genotypov to boli: Heidy (AUT), Alinghi, Campil,
Fridricus, GW 2207, Lomerit, Nord 02611 (DEU), BE 650 503, Gerlach (NLD), Luran, Luxor (CZE)
V polnom experimente bola hodnotend dizka vegetatnej doby (VD) v ditoch, vyska rastliny (VR) v mm,
z chorob odolnost’ vo¢i mii¢natke travovovej - Blumeria graminis (BG), s bodovym ohodnotenim 9-1 bod,
odolnost’ vo¢i polichaniu (POL) s bodovym ohodnotenim 9-1 bod, pocet klasov na m* (PK/m2), vaha zrna z
klasu (VZ/klas) v g, hmotnost’ 1000 zin (HTZ) v g a troda zrna (U) v g na m*. Stbor bol vyhodnoteny
zakladnymi Statistickymi charakteristikami pomocou Statistického balika SPSS 8,1 pre Windows (SPSS,
1998).

Vysledky a diskusia

Klimatické podmienky v roku 2008 boli lepSie a vyrovnanejsie pre pestovanie jacmena ako v roku 2009,
avSak zaznamenali sme Vac¢si vyskyt mucnatky travovej, ktory sa zacal prejavovat’ uz na jeseil v roku 2007
a zvyraznil sa v jarnom obdobi nasledujuceho roka.

Vyskyt tejto listovej choroby ovplyvnil hmotnost’ 1000 zin a nasledne aj priemernu trodu. Vegetacné
obdobia v sledovanych rokoch neboli markantne rozdielne, avSak vykyvy teplot a zrdZzok sme zaznamenali.
Aprilové sucho v roku 2009 sposobilo slabSie odnoZovanie, ¢im sa znizil pocet produktivnych klasov na
jednotku plochy. Pocet klasov v tomto roku bol v priemere o 97 klasov nizsi pri Sestradovych genotypoch
a0 159 klasov pri dvojradovych genotypov, v porovnani s rokom 2008. Napriek tomu vysSie teploty
a dostatoéné zrazky v d’alSich mesiacoch ovplyvnili nalievanie zfn v klasoch, ¢im sa dosiahla vyssia HTZ.
V kone¢nom dosledku celkova priemerna tiroda zrna genotypov bola v roku 2009 vyssia ako v roku 2008.
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Stbor sme analyzovali na zaklade rozdelenia ja¢menov typu dvojradového a Sestradového. Na zaklade
analyzy rozptylu (tab. 1) sme zistili Statisticky vysoko preukazny vplyv (P<0,05) ro¢nika na vSetky
sledované znaky pri obidvoch typoch, okrem znaku véha zrna na klas.

Tabul’ka 1:
ZNAKY
VD (dni) VR (mm) PK/m2 VZ/klas U (g/m2) HTZ BG (9-1b) | POL (9-1b)

Faktory dft

MS MS MS MS MS MS MS MS
Dvojradové typy
Roky 1 96,10%* 909947** | 570732%* 0,82 1532290%* | 343 4%* 72,90%** 6,40**
Genotyp 14 8,16* 7726%* 17330%* 1,49 29907,00 14,5%* 7,07** 0,42
Roky x Genotyp | 14 3,36 3952%* 7152%* 1,5 50623%* 18,6%* 4,04%* 0,69
Rezidual 60 431 1099 3597 2,49 18138 1,3 0,18 0,69
celkovy @ 256,23 900,56 833,77 1,90 1100 56,03 7,26 8,73
Sm.odchylka (%) 2,41 113,14 112,65 0,33 0,21 3,16 1,64 0,82
V% 0,94 12,56 13,51 17,64 18,70 5,64 22,59 0,37
O za rok 2008 257,27 1001,11 913 1,98 970 54,08 6,36 8,47
O za rok 2009 255,20 800,01 754 1,77 1227 57,98 8,16 9,00
Sestradové typy
Roky 35 35%* 727020%* | 153411** 0,1426 1490004** 62,1%* 82,970%** 11,045%*
Genotyp 6 6 3035* 10998%** 0,3695%* 48780** 47.2%* 4,276%* 3,279**
Roky x Genotyp | 4 4 1997 13620%* 0,7732%* 12920 9,4%* 3,403** 3,279%*
Rezidual 4 4 1462 3833 0,1230 17107 0,7 0,136 0,212
celkovy @ 255,55 927,17 774,52 2,73 1240 52,82 6,94 8,59
Sm.odchylka (%) 2,16 113,79 93,50 0,53 209,75 3,18 1,60 1,15
V% 0,85 12,27 12,07 19,42 16,89 6,02 23,01 13,38
O za rok 2008 256,27 1032,12 823 2,77 1090 51,85 5,82 8,18
O za rok 2009 254,82 822,21 726 2,67 1391 53,78 8,06 9,00

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

Vysoko preukazny (P<0,05) vplyv genotypu pri obidvoch typoch sme zaznamenali pri znakoch pocet klasov
na m% hmotnost 1000 zin aodolnost vo&i mucénatke travovej. Rozdielne vysledky porovnavanim
dvojradovych a Sestradovych typov sme zaznamenali pri znakoch véaha zrna na klas, celkova Groda zrna na
m® a odolnost’ vo&i poliehaniu. Tieto znaky a vlastnosti boli vysoko preukazne (P<0,05) ovplyviiované
genotypom len pri Sestradovych typoch jaémena. Preukazny (P<0,01) az vysoko preukazny (P<0,05) vplyv
interakcie roky x genotyp pri obidvoch typoch sme zaznamenali na znaky hmotnost’ 1000 zfn, odolnost’ voci
mucnatke travovej a pocet klasov na m” (tab. 1).

Z hodnotenych choréb sme zaznamenali v obidvoch sledovanych rokoch vyskyt mucnatky travovej
(Blumeria graminis), najmi v roku 2008, s celkovym priemerom 6,36 bodov pri dvojradovych genotypoch
a 5,82 bodov pri Sestradovych genotypoch, ostatné sledované choroby mali minimalny vyskyt, preto neboli
ani vyhodnocované. Hodnoty odolnosti vo¢i micnatke travovej mali pri obidvoch typoch vysoky stupeil
variability s variacnym koeficientom od 22 — 23% (tab. 1).

Uroda zrna je znak sthrnny, na ktorom sa podiela po¢et a hmotnost’ zrna hlavného klasu, dizka klasu a
pocet produktivnych odnozi. Geneticka podmienenost’ sa preto urcuje obtiazne (Holkova 2003). Pri tomto
znaku sme tiez zaznamenali vysoko preukazny vplyv ro¢nika (P<0,05) a vplyv genotypu len pri
Sestradovych typoch. V roku 2008 vykazali sledované genotypy nizSiu celkovu trodu zrna v porovnani
s rokom 2009. Priemernad tGroda zrna 3estradovych jaémefiov bola vyssia (1240 g.m?) v porovnani s
dvojradovymi ja¢mefimi (1100 g. m?).

Hmotnost” 1000 zin (g) je charakterizovany ako najstabilnejsi Grodotvorny prvok s najnizSou variabilitou
v zavislosti od vplyvu prostredia (Holkova 2003). Varia¢ny koeficient tohto znaku bol sice nizky, av§ak v
nasom experimente na hmotnost’ 1000 zfn pri obidvoch typoch mal vysokopreukazny vplyv rocnik (tab. 1).
Priemernd hmotnost’ 1000 zfn bola vysSia v roku 2009 v porovnani s rokom 2008 pri obidvoch typoch
genotypov jaémena.

Délezitym prvkom urodnosti je pocet klasov na plochu. V sticasnom $lachteni na zéklade morfotypu
rastliny sa pocet produktivnych odnozi stava stredobodom pozornosti, pretoze zvySuje produktivitu rastliny
a tym celkové narastanie hektarovych Grod. Genetické zlepSenie Grody zrna prostrednictvom zvySenia poctu
klasov sucasnych odrdd potvrdil aj Grausgruber (2002). Napriek tomu, Zze pocet klasov bol pri obidvoch
typoch v roku 2008 vyssi ako v roku 2009, na urode zrna sa to neprejavilo, pretoze v tomto roku bol znaény
vyskyt macnatky travove;.
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Zaver

Z vysledkov analyzy rozptylu sme zistili Statisticky vysoko preukazny vplyv (P<0,05) ro¢nika na vsetky
sledované znaky pri dvojradovych ako aj pri Sestradovych typoch ja¢mena siateho f. ozimnej, okrem znaku
véha zrna na klas. Vysoko preukazny (P<0,05) vplyv genotypu pri obidvoch typoch sme zaznamenali pri
znakoch pocet klasov na m?, hmotnost’ 1000 zfn a odolnost’ vo&i muénatke travovej. Napriek tomu, Ze v roku
2008 sa dosiahol v sledovanom subore vyssi pocet klasov na jednotku plochy a vyssia vaha zrna na klas pri
dvojradovych ako aj pri Sestradovych typoch ja¢mena, vyskyt mucnatky travovej v tomto roku zredukoval
urodu, ktord bola v kone¢nom ddsledku nizsia ako tiroda v pestovatel'skom roku 2009, ktory bol ovplyvneny
suchom. Priemerna troda zrna Sestradovych jaémenov bola vyssia v porovnani s dvojradovymi jaémenmi
0 12%. V naSich podmienka sa najlepSie adaptovali Sestradové genotypy: Lomerit (DEU), Nord 02611
(DEU), BE 650503 (NLD) a dvojradové genotypy Mascara (FRA), Barcelona a Premuda (NLD).

Pod’akovanie: Tato Studia vznikla vd’aka podpore v ramci Operaéného programu Vyskum a vyvoj pre
projekt: Transfer, vyuzitie a diseminacia vysledkov vyskumu genofondu rastlin pre vyzivu
a pol'nohospodarstvo (ITMS: 26220220058), spolufinancovany zo zdrojov Europskeho fondu regiondlneho
rozvoja
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HODNOTENIE NESPECIFICKEJ A SPECIFICKEJ ODOLNOSTI
NOVOSLCACHTENYCH KMENOYV PSENICE LETNEJ VOCI PATOGENOM
MUCNATKE TRAVOVEJ NA PSENICI A HRDZI PSENICOVEJ
ASSESSMENT NONSPECIFIC AND SPECIFIC RESISTANCE OF NEW WHEAT
BREEDING LINES TO POWDERY MILDEW AND LEAF RUST

Katarina BOJNANSKA — Stefan MASAR

Resistance of 98 wheat breeding lines to powdery mildew and to leaf rust was evaluated in 2010. The evaluation was
done at the field conditions. The range of the attack of wheat leaf rust under field conditions was expressed by AUDPC
values. Significantly differences were found among the AUDPC values of breeding lines. The feature Leaf tip necrosis —
Ltn was observed at some breeding lines. These lines have had significantly the lowest leaf rust AUDPC values and they
were simultaneously detected by the non-specific resistance to leaf rust. Specific resistance genes to wheat powdery
mildew Pm4b and Pm8 were found in several varieties and breeding lines.

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

Uvod

Odolnost’ rastlin vo¢i patogénom je tvorena nesSpecifickou a Specifickou odolnostou. Nespecificka
odolnost’ je podmienend viacerymi génmi malého ucinku a méze mat réznu urovenl. Vyhodnocuje sa
predovsetkym v polnych podmienkach, kde jej pritomnost’ v testovanych genotypoch signalizuju hodnoty
nameranych epidemiologickych parametrov (Broers et al. 1996). Specificka odolnost je podmienend
samostatnymi génmi velkého ucinku. V stcasnosti si zname Specifické gény rezistencie vo¢i mucnatke
travovej, Pm1 — Pm43 a priblizne 66 Lr $pecifickych génov rezistencie voci hrdzi pSenicovej. V pol'nych
podmienkach bola sledovana odolnost’ novoslachtenych kmetiov psenice letnej (Triticum aestivum L.) vodi
obligatnym patogénom Blumeria graminis (DC) Speer f. sp. tritici Marchal (poévodca mi¢natky travovej na
pSenici) a Puccinia recondita Rob. ex Desm. f. sp. tritici (Ericks., & E. Henn) (p6vodca hrdze pSenicovej).
U vybranych novoslachtenych kmetioch bola hodnotena Specificka rezistencia voci uvedenym patogénom
v laboratérnych podmienkach.

Material a metody

V polnych podmienkach CVRV - VURV v Pieitanoch bolo vroku 2010 hodnotenych 98
novo§lachtenych kmeniov (d’alej len kmene) pSenice letnej formy ozimnej (Triticum aestivum L.)
pochadzajucich z VSS Viglas — Pstrusa (59 kmefov), z VSS Maly Sari§ (26 kmefiov) a zo spoloénosti
HORDEUM s.r.0. zo Sladkovi¢ova (13 kmenov). Rozsah vizualnych symptomov napadnutia na listoch bol
vyjadreny percentualne. Ziskané hodnoty napadnutia z dvoch opakovani boli pouzité na vypocet AUDPC
(plochy napadnutia pod krivkou vyvoja choroby) podla Shanera a Finneya (Shaner & Finney 1977).

Specificka rezistencia kmefiov vo&i patogénom bola hodnotend po umelej infekcii vybranymi
diferenénymi rasami a patotypmi patogénov Puccinia recodita f. sp. tritici a Blumeria raminis f. sp. tritici
v kontrolovanych laboratonych podmienkach. Hlavné infekéné typy pre hrdzu pSenicovu boli hodnotené
podl'a Mclntosha et al. (1995) a pre mii¢natku travovi na pSenici podl'a Kiralyho (1970).

Vysledky a diskusia

Napadnutie micénatkou travovou v polnych podmienkach bolo hodnotené v troch terminoch. Stagnacia
vyvoja patogéna spdsobend nevhodnymi poveternostnymi podmienkami, mala za doésledok, Zze neboli
zésadné rozdiely v ploche napadnutia medzi kmenmi anebolo mozné stanovit hodnoty AUDPC pre
mucnatku travovu.

Medzi kmeiimi z VSS Viglas-Pstruga boli v hodnotaich AUDPC hrdze pSenicovej zistené vyznamné
rozdiely (P<0,01). Hodnoty AUDPC varirovali od 31,5 do 810,25. Statisticky vyznamne najnizsie (P<0,05)
hodnoty AUDPC kmene V2-15 a V2-17. Kmene V2-15, V2-17, V2-18, V2-23, V2-24, V2-33, V2-37 a V2-
40 mali nekrozu na konci najmladsich listov (Leaf tip necrosis — Ltn). Koreldcia medzi znakom Ltn
a hodnotami AUDPC bola vyznamna (P<0,01). Percentualne hodnoty listovej plochy napadnutia mucnatkou
sa pohybovali od 0-15 %. Kmene V2-15, V2-33, V2-57, V2-58 a V2-59 mali 0 % vyskytu symptémov
mucnatky na listoch.

Medzi genotypmi z VSS Maly Sari§ boli v hodnotich AUDPC hrdze pienicovej zistené vyznamné
rozdiely (P<0,01). Hodnoty AUDPC varirovali od 36,75 do 842,00. Statisticky vyznamne najnizsie hodnoty
AUDPC (P<0,05) mali kmene K 2089-49, K 2089-51, K 2089-58, MS 1588 V2 4, MS 1782, K 1750-184-
107-8, MS 1588 V2 5, MS 1953 a odroda Venistar. Kmene K 2089-49, K 2089-51, K 2089-58, K 1750-184-
107-8 a K 1750-184-115-1 mali nekroézu na konci najmladsich listov (Leaf tip necrosis — Ltn). Korelacia
napadnutia mucnatkou travovou (0-5 %) mali kmene K 1750-184-115-1, MS 1997, MS 2123 a MS 1782.
U vybranych kmenov bola analyzovana $pecifickd odolnost’ vo¢i miiénatke travovej. U kmenov MS 1744-1,
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MS 1744-2, MS 1997, MS 2123, K 1744-7-5-58, K 1744-7-6-55 a MS 1782 nebol detegovany ani jeden zo
sledovanych $pecifickych génov. U kmeniov MS 1732, MS 1953, MS 1375, MS 1588 V24 a MS 1588 V2 5
bol detegovany Specificky gén Pm4b.

V pol'nom a laboratornom pokuse bolo na rezistenciu proti hrdzi pSenicovej analyzovanych 13 kmenov
povodom z Hordeum Sladkovicovo spol. s.r.o. Medzi genotypmi boli v hodnotach AUDPC hrdze pSenicovej
zistené vyznamné rozdiely (P<0,01). Hodnoty AUDPC varirovali od 5,25 do 332,50. Statisticky vyznamne
najnizsie hodnoty AUDPC (P<0,05) mali kmene SK-173 a SK-172. Kmene SK-173, SK-172, SK-171 a SK-
174 mali nekrézu na konci najmladsich listov (Leaf tip necrosis — Ltn). Ltn bola pozorovana v genotypoch
s génmi rezistencie Lr34 a Lr46 (Schnurbusch et al. 2004; Rosewarne et al. 2006). Korelacny koeficient
hodn6t AUDPC a detekcie mal hodnotu r=0,6 a bol Statisticky vyznamny (P<0,01). Genotypy SK-170 a SK-
175, ktoré nemali $pecificku rezistenciu voci ziadnemu patotypu Puccinia triticina , ale mali nizku hodnotu
AUDPC, maji pravdepodobne rezistenciu dospelych rastlin - Adult Plant Resistance - APR (Pathan & Park
2006). Laboratérnou analyzou pomocou S$pecifickych patotypov Puccinia triticina sme zistili, Ze genotypy
SK-169 a SK-176 maju S$pecificki rezistenciu vo¢i siedmym rasam Puccinia triticina. Z toho mozno
usudzovat’ na zéklade hodnét AUDPC hrdze pSenicovej, Ze Specificka rezistencia tychto genotypov bola
prekonana novou virulentnou rasou v poslednom obdobi. Genotyp SK-174 ma pravdepodobne gén
hodnoty napadnutia mucnatkou mali kmene SK-168, SK-170, u ktorych boli detegované Specifické gény
Pm4b+Pm8. Najnizs§iu plochu napadnutia mal aj kment SK-171, avSak nebola u neho potvrdena $pecificka
rezistencia. Mozno predpokladat’, Ze odolnost’ toho kmena v polnych podmienkach je podmienena
nespecifickou rezistenciou. Specificka rezistencia nebola potvrdena ani u kmeniov SK-167, Sk-169, SK-174,
SK-176, SK-177 a SK-178. Specificky gén rezistencie Pm4b bol najdeny u kmeniov SK-172, SK-173 a SK-
175. Kmen SK-179 ma specificky gén Pm8.

Na zaklade vyskumu Paillarda et al. (2000) je potrebné tvorit odrody v podmienkach, pre ktoré budu
novovzniknuté odrody urcené, nakolko prostredie v dlhSom casovom obdobi ovplyviuje vyvin populécii
rastlin.

Zaver

V hodnotenych odrodach a kmenoch bola analyzovana Specificka rezistencia vo¢i mucnatke travove;j.
Boli detegované Specifické gény rezistencie Pm4b a Pm8. Pri hodnoteni odolnosti kmefiov voéi hrdzi
pSenicovej bol pozorovany znak nekrdza na konci najmladsich listov (Leaf tip necrosis — Ltn). Vyskytoval sa
u kmenov V2-15, V2-17, V2-18, V2-23, V2-24, V2-33, V2-37, V2-40, K 2089-49, K 2089-51, K 2089-58, K
1750-184-107-8, K 1750-184-115-1, SK-173, SK-172, SK-171 a SK-174. Tieto mali vyznamne najniz§ie
hodnoty AUDPC hrdze psenicovej a znak koreloval s detegovanou neSpecifickou rezistenciou voci hrdzi
psenicove;j.

Pod’akovanie: Tato praca bola podporovana finanénymi prostriedkami APVV VMSP-P-0047-09 a MP
SR v ramci rezortnej tlohy VaV na roky 2010 — 2012 s ndzvom “Vyuzitie biotechnologickych metod pri
tvorbe novych typov rastlin”.
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SPECIFICKA ODOLNOST VYBRANYCH GENOTYPOV PSENICE LETNEJ
VOCI OBLIGATNYM PATOGENOM
SPECIFIC RESISTANCE TO OBLIGATE PATHOGENS OF SELECTED WHEAT
GENOTYPES

Katrina BOINANSKA — Stefan MASAR — Jozef GUBIS — Alzbeta ZOFAJOVA — Martin
PASTIRCAK — Tibor ROHACIK

Wheat varieties and breeding lines originated from SELEKT Research and Breeding Institute Bucany, Inc. were
evaluated in the character of resistance to powdery mildew and leaf rust in 2010. The range of the attack of wheat leaf
rust under field conditions was expressed by AUDPC values. Significantly differences were found among the AUDPC
values of varieties and breeding lines. Varieties Eva, Ignis and Stanislava and breeding lines BU-117, BU-144, BU-152,
BU-153, BU-158, BU-159, BU-160, BU-161, BU-164 and BU-166 have had significantly the lowest leaf rust AUDPC
values and they were simultaneously detected by the nonspecific resistance to leaf rust. Specific resistance genes to wheat
powdery mildew Pml, Pm4b and PmS8 were found in several varieties and breeding lines.

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

Uvod

Obligatne patogény Puccinia triticina Eriks. (syn. Puccinia recondita Rob,. ex Desm. f. sp. tritici) a
Blumeria graminis (DC) Speer f. sp. tritici Marchal spdsobuju listové hubové choroby psSenice. Listové
ochorenie mucnatka travova sa mdze pocas priaznivych podmienok pre vyvoj vyskytovat uz na mladych
jesennych porastoch psenice. Skodlivost’ patogénov spoéiva v redukcii asimilaénej plochy rastlin. To ma za
nasledok redukciu poc¢tu a hmotnosti zin v klase, ¢o mdze spdsobit’ az 48 % straty (Everts & Leath 1992;
Shtienberg 1992). Takisto sa vyznamne znizuje vytaznost muky a st nepriaznivo ovplyvnené aj iné
parametre kvality zrna (Perugini et al. 2008). NajcastejSie je odolnost’ rastlin pSenice podmienena
$pecifickymi génmi rezistencie. Specifické gény rezistencie zabezpe&ujii obranu rastlin pocas celého vyvoja
rastlin. V s¢asnosti su zname Specifické gény rezistencie vo¢i mucnatke travovej, Pml — Pm43 (HE et al.
2009) a priblizne 66 Lr Specifickych génov rezistencie voci hrdzi pSenicovej (Mclntosh et al. 2009).

Material a metédy

V polnych podmienkach CVRV - VURV v Piestanoch bolo v roku 2010 hodnotenych 9 registrovanych
odréd a 22 novoslachtenych kmeiiov pSenice letnej formy ozimnej (Triticum aestivum L.) poévodom zo
SELEKT Bucany a.s. Rozsah vizudlnych symptomov napadnutia na listoch bol vyjadreny percentualne.
Ziskané hodnoty napadnutia z dvoch opakovani boli pouzité na vypocet AUDPC (plochy napadnutia pod
krivkou vyvoja choroby) podl'a Shanera a Finneya (Shaner & Finney 1977). Hodnoty AUDPC boli pouzité
na analyzu variancie. Na $tatistické spracovanie bol pouzity §tatisticky program SPSS® (13.0).

Specificka odolnost odrdd a novoslachtenych kmefov voéi patogénom bola hodnotena po umelej infekcii
vybranymi diferenénymi rasami a patotypmi patogénov Puccinia recodita f. sp. tritici a Blumeria raminis f.
sp. tritici v kontrolovanych laboratornych podmienkach. Hlavné infekéné typy pre micnatku travovi na
pSenici boli hodnotené podl'a Kiralyho (Kiraly 1970) a pre hrdzu psenicova podl'a Mclntosha (McIntosh et
al. 1995).

Vysledky a diskusia

Napadnutie listovej plochy mucnatkou travovou v polnych podmienkach bolo hodnotené v troch
terminoch. Poveternostné podmienky pocas vegetacného obdobia pSenice boli nevhodné pre rozvoj patogéna
Blumeria graminis f. sp. tritici a spdsobili stagnaciu jeho vyvoja. Plocha napadnutia sa po prvom termine
hodnotenia vobec nemenila a bola rovnaka pocas celého obdobia hodnotenia. Nebolo mozné stanovit
hodnoty AUDPC. Percentudlne hodnoty sa pohybovali v rozsahu od 0 - 15 %. V oboch opakovaniach mala
0 % odroda Klaudia a kmeni BU 153; 0 — 5 % hodnotu mali odrody Ilona, Eva, Sarlota a Stanislava a kmene
BU-130, BU-142, BU-154, BU-156, BU-157, BU-158, BU-159, BU-162, BU-164 a BU-166. Analyzovana
bola $pecifickd odolnost’ vo¢i miénatke travovej podmienena Specifickymi génmi Pmi, Pm2, Pm3, Pm4b,
Pm8, Pm9 a Mld. Gény Pm9 a Mld patria medzi efektivne. Ostatné gény st prekonané a niektoré z nich maju
rezidualny ucinok na ne$pecifickt rezistenciu (Paillard et al. 2002). V odrodach Ignis, Blava, Klea, Ilona,
Eva aSarlota, ani vkmefioch BU-138, BU-154, BU-160, BU-161, BU-165 nebol nijdeny Ziadny z
detegovanych Specifickych génov. Odroda Ilona mé zabudovany Specificky gén pm5 (LUTZ et al. 1992),
ktory vsak pouzitymi diferencnymi patotypmi nebolo mozné detegovat. U odrod Blava aKlea bola
potvrdend nepritomnost’ $pecifickych génov rezistencie (Barto§ & Hanugova 1993; Svec et al. 1999). Kmene
BU-153 a BU-157 maju Specificku rezistenciu, ktord nebolo mozné analyzovat pouzitymi izolatmi. Na
v pol'nych podmienkach, o pravdepodobne poukazuje, na to, ze zabudované Specifické gény rezistencie su
efektivne a chrania rastliny pocas celého vyvoja. Zo sledovanych génov rezistencie boli v genotypoch
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detegované gény Pml, Pm4b a Pm8. Samostatné gény Pm4b boli detegované v odrodach Viginta
a Stanislava a v kmefioch BU-117, BU-144, BU-152, BU-156, BU-158, BU-159, BU-162, BU-164 a BU-
166; Pm8 bol detegovany u kmena BU-163. Kombinacia génov Pm4b+8 bola u odrody Klaudia a kmenov
BU-130, BU-142 a BU-155. Kombinacia génov Pml+4b+8 bola ukmenov BU-149 a BU-150. Podla
autorov Barto§ a HanuSova (1993) a Lutz et al. (1992) nie je odolnost odrody Viginta podmienena
Specifickym génom rezistencie, avSak v naSej praci Viginta reagovala zhodne s odrodou testovacieho
sortimentu Armada, ktora ma v gendme gén rezistencie Pm4b obsiahnuty. Mala diverzita detegovanych
$pecifickych génov rezistencie vo¢i mucnatke travovej potvrdzuje poznatky, ktoré prezentuja BARTOS et al.
(2002). Autori zistili, ze len velmi malo génov je zabudovanych v gendmoch eurdpskych psenic.
Najfrekventovanejsie uvadzaju gény Pm2, Pm4b, pm5, Pm6 a Pm8.

Hodnoty AUDPC hrdze pSenicovej varirovali od 5,25 do 329,00. Medzi hodnotami AUDPC boli medzi
mali kmene BU-142, BU-144, BU-149, BU-150, BU-155, BU-156, BU-157, BU-158, BU-159, BU-160, BU-
162, BU-163, BU-166 a odrody Stanislava a Sarlota. Laboratérnou analyzou pomocou izolatov $pecifickych
patotypov Puccinia triticina sme zistili, ze kmene BU-142, BU-149, BU-150, BU-155, BU-156, BU-157
a BU-162 maju $pecificku rezistenciu vo¢i najmenej piatim rasam Puccinia triticina. Reakcie tychto kmenov
na patotypy Puccinia triticina boli zhodné s rekciami izogénnych linii odrody Thatcher s génmi rezistencie
Lr9, Lrl9, Ciastoéne Lrl, Lr24, Lr29 a LrW. Kmene BU-117, BU-144, BU-152, BU-153, BU-158, BU-159,
BU-160, BU-164, BU-166 a odrody Eva, Ignis a Stanislava mali nekrézu na konci najmladsich listov (Leaf
hodnotami AUDPC (BU-144, BU-158, BU-159, BU-160 a BU-166). Ltn bola pozorovana v genotypoch
s génmi rezistencie Lr34 a Lr46 (ROSEWARNE et al. 2006). Fenotypové alebo molekularne markery tychto
génov moézu pomoct’ pri identifikécii a lokalizacii génov, ktoré s pri¢inou pomalého hrdzavenia psenice.
Dalsie genotypy sLtn Ignis, Eva, Stanislava, Bu-117, BU-152, BU-153, BU-161 aBU-164
s identifikovanym znakom Ltn mali tiez Statisticky vyznamne nizke hodnoty AUDPC. Korelaény koeficient
hodnét AUDPC a morfologickych pozorovani Ltn mal hodnotu r=0,24 a bol §tatisticky vyznamny (P<0,05).
V kmenioch BU-158 a BU-160 bol na zaklade reakcii na patotypy Puccinia triticina detegovany gén Lr26,
v genotype BU-163 gén Lr28. Odroda Viginta ma gén rezistencie Lr3a a odroda Blava Lr3ka (Pathan & Park
2006; Winzeler et al. 2000). Odroda Klaudia mala $pecifickt rezistenciu voci vSetkym patotypom Puccinia
triticina, napriek tomu mala najvyssiu hodnotu AUDPC. Mozno z toho usudzovat’, ze Specificka rezistencia
tejto odrody bola prekonana novou virulentnou rasou v poslednom obdobi abolo by potrebné ju
identifikovat’.

Zaver

V hodnotenych registrovanych odrodach anovoslachtenych kmenoch bola analyzovana Specificka
rezistencia vo¢i mucnatke travovej. Boli detegované Specifické gény rezistencie Pml, Pm4b a Pm8
samostatne alebo v kombindciach. Pri hodnoteni odolnosti genotypov voci hrdzi bol pozorovany znak
nekrdza na konci najmladsich listov (Leaf tip necrosis — Ltn). Tento znak sa vyskytoval u odrdod Eva, Ignis
a Stanislava a kmenov BU-117, BU-144, BU-152, BU-153, BU-158, BU-159, BU-160, BU-161, BU-164 and
BU-166, ktoré mali vyznamne najnizSie hodnoty AUDPC akoreloval s detegovanou neSpecifickou
rezistenciou voci hrdzi pSenicove;.

Pod’akovanie: Tato praca bola podporovana finanénymi prostriedkami Agentiry na podporu vyskumu a
vyvoja VMSP-P-0056-09.
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PRIPRAVA MARKER-FREE TRANSGENNYCH RASTLIN REPKY OLEJKY

(BRASSICA NAPUS L.).
PREPARATION OF MARKER-FREE TRANSGENIC OILSEEDRAPE PLANTS
(BRASSICA NAPUS L.).
Eva BOSZORADOVA - Jana MORAVCIKOVA - Martin JOPCIK - Ildiké

MATUSIKOVA — Jana LIBANTOVA

We have tested the efficiency of self-excision Cre recombinase mediated removal of antibiotic marker gene from
transgenic oilseed rape plants (Brassica napus L.). In the preparared vector construct, the Cre recombinase gene was
under the control of seed-specific cruciferin C promoter from Arabidopsis thaliana. Antibiotic marker gene linked with
cre gene were placed between two loxP sites in direct orientation. Gene of interest (beta-glucuronidase gene) was
localized out of the lox sites embedded sequence. This system was introduced into B. napus by Agrobacterium-mediated
transformation. The premature activation of Cre-mediated excision in Ty generation of transgenic oilseed rape plants
was found. Progeny of transgenic line Heros-14 was subjected to PCR analysis. The complete elimination of antibiotic
marker gene was detected in 1 out of 30 assayed plants.

Key words: Agrobacterium tumefaciens, Brassica napus, Cre/lox, marker-free plants

Uvod

Repka olejka (Brassica napus L.) patri medzi hospodarsky najvyznamnejsie zdroje oleja vyuzivaného pre
potravinarske ucely ako aj zdroje krmiva bohatého na proteiny. Repka sa v poslednom desatroci coraz
CastejSie pestuje aj za ucelom vyuzitia jej biomasy pre vyrobu biopaliva. S ohl'adom na tieto skutocnosti je
vel'mi ziaduce zlepSovat’ vlastnosti uz existujucich elitnych odrdd pripadne pripravovat’ nové kultivary
s vylepSenymi vlastnostami. Nedavne objavy v bunkovej a molekularnej bioldgii otvorili nové cesty ako
mozno dosiahnut’ zlepSenie pozadovanych vlastnosti u odrdd rychlejsie ako klasickym $lachtenim. Ked'ze
repka patri medzi rastliny, ktoré pri transformacii tazsie integruju cudziu DNA do svojho genému, je
nevyhnutné pouzitie selekénych markerovych génov, ktoré nasledne na selekénom médiu umoznia rast len
transformovanych buniek. Na tento el sa najcastejSie vyuzivaju gény rezistencie voc¢i antibiotikdm. Po
uspesnej selekcii transgénnych rastlin je vSak pritomnost’ takychto génov v rastlinnych bunkach nepotrebna,
ba az neZiaduca aj vzhl'adom na legislativu SR (Zakon ¢. 151/2002 Z.z. v zneni Zakona 77/2005 Z.z.), podl'a
ktorej nie je mozné uvolnovat do zivotného prostredia geneticky modifikované rastliny nesuce gény
rezistencie voci antibiotikam. Jednym z najcastejSie vyuzivanych sposobov odstranenia génu rezistencie voci
antibiotikdm je pouzitie miesto-Specifickych rekombinacénych systémov, medzi ktoré patri aj Cre/lox
rekombinacny systém.

Ciel'om nasej prace je priprava marker-free transgénnych rastlin repky olejky prostrednictvom pletivovo-
$pecificky riadenej autoexcizie Cre rekombindzy a génu rezistencie voci kanamycinu vo vyvijajucich sa
semenach F| generacie repky po samoopeleni.

Material a metody

Semena jarnych odrdd repky olejky (Brassica napus L.) Topas a Westar sme ziskali od spolo¢nosti SW
AB, Svalov, Weibull, Svédsko; odrody Heros a Hunter z firmy SUPEROSEV s.r.o., Pieitany, odrody
Campino a Haydn z Norddeutsche Pflanzenzucht, Hans-Georg Lembke KG, Holtsee, Nemecko.

Geneticku transformdciu rastlin repky oleky sme uskutocnili podl'a protokolu Moloney et al. (1989)
s malymi modifikaciami pomocou Agrobacterium tumefaciens LBA4404/pEV2. Rastlinny transformaény
vektor pEV2 (Vaculkova et al. 2007) obsahoval medzi hranicami T-DNA B-glukuronidazovy (gus) gén pod
kontrolou dvojittho CaMV 35S promoétora a samovystrihujicu sa kazetu, v ktorej medzi dvoma loxP
sekvenciami orientovanymi ako priame opakovania sa nachadzali selekény neomycinfosfotransferazovy
(nptll) gén riadeny nos promotorom acre rekombindzovy gén pod kontrolou semeno-$pecifického
kruciferinového cruC prométora.

-RB — dCaMV35S/GUS — loxP — cru/CRE — nos/NPTII — loxP — LB-

Transgénny charakter ziskanych vyhonkov sme zistovali pomocou histochemickej detekcie aktivity gus génu
podl’a Jeffersona et al. (1987). Genomovu DNA z listov rastlin repky sme izolovali podl'a metdody Chena et
al. (1992). Standardnid PCR sme robili v termocykleri Primus 25 (MWG-BIOTECH AG) v reakénej zmesi
obsahujicej 20 ng gendomovej DNA, 20 pmol kazdého primeru, 200 uM dNTP, 1 x RB pufru a 1,25U
FIREPOL DNA polymerazy (Solid BioDyne, Estonsko). Na detekciu pritomnosti gus génu sme pouzili sadu
primerov P1 5-GTT CCT GAT TAA CCA CAA ACC-3'a P2 5-TGC ACA CTG ATA CTC TTC A-3' na
amplifikaciu cca 750 bp DNA fragmentu, na potvrdenie pritomnosti nptll génu primery P3 5'-GAT GGA
TTG CAC GCA GGT TCT-3' a P4 5'-ATG GGT CAC GAC GAG ATC ATC-3' na amplifikaciu priblizne
550 bp PCR produktu. Na overenie funk¢énosti Cre/lox rekombinaéného systému boli navrhnuté sekvencie
primerov P5 5'-ATA TTG CGC GTT GGC GGT AAC AAG-3' a P6 5'-TCC GGC TCG TAT GTT GTG

70



Nové poznatky z genetiky a $'achtenia po'nohospodarskych rastlin Zbornik zo 17. vedeckej konferencie, Piestany : VURV, 2010

TGG AAT-3' pre amplifikaciu DNA fragmentu o velkosti = 550 bp. Profil PCR reakcie bol: prvy krok 95°C
4 minuty, nasledne 38 cyklov: 95°C 45 sekund, 61°C pre gus (62°C nptll a 64°C zostrih) 45 sekiind, 72°C 1
minuta a posledny krok 72°C 10 minut. Vysledny PCR produkt sme detekovali elektroforeticky v 1 %
agarézovom géli.

Vysledky a diskusia

Genetickou transformaciou repky olejky pomocou Agrobacterium tumefaciens sme ziskali u kazdej
odrody sadu transgénnych rastlin. Transformac¢na ucinnost’ sa u jednotlivych odrdd lisila a bola v rozhrani od
0.6% (odroda Campino) do 4.8% (Hunter). Odrodovo $pecifické vysledky transformacnej G¢innosti u repky
zaznamenali viaceri autori (Damgaard et al. 1996; Khan et al. 2003). Ziskané transgénne rastliny sme
podrobili molekularno-biochemickym analyzam. U 25 vyhonkov, u ktorych sme histochemicky zistili
pritomnost’ aktivneho gus génu, sme pritomnost’ tohto génu ako aj nptll génu potvrdili pomocou PCR
metddy. Pri pouziti daného systému pri transformacii tabaku sme zaznamenali, ze uz v T, generacii
transgénnych rastlin dochadzalo k ¢iasto¢nému zostrihu nptll génu (Moravcikova et al. 2008). PCR reakciou
sme potvrdili, Ze aj v rastlinach repky dochadza k aktivacii systému a tym k cCiastocnému odstranenie nptil
génu uz v parentalnej generacii rastlin. Rastliny boli prenesené do in vivo podmienok za i¢elom ziskania
semenného materidlu po samoopeleni. Tridsat’ rastlin F, generacie linie Heros-14 bolo analyzovanych na
uspesSnost’ odstranenia antibiotikového nptll génu pomocou PCR, pricom tplny zostrih selekéného
markerového (nptll) génu ako aj cre rekombindzového génu sme potvrdili v pripade 1 rastliny (3.3%).

Zaver

Utinnost transformacie u §iestich pouzitych odréd repky olejky sa lisila. Aj urepky sme pozorovali
predcasnu aktivaciu Cre/lox rekombinacného systému uz v T, generacii transgénnych rastlin. PCR analyzami
F, generacie transgénnej linie Heros-14 sme potvrdili, ze z 30-tich analyzovanych rastlin, u jednej rastliny
doslo k tplnému odstraneniu nptll génu a mozno ju vyhodnotit’ ako ,,marker-free*.

Pod’akovanie: Tato praca bola financovana z EEA grantu SAV-FM-EHP-2008-02-01 a projektu VEGA
2/0011/08.
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HODNOTENIE CITLIVOSTI NA VYSOKU TEPLOTU NA UROVNI
FOTOSYNTETICKEHO APARATU SYRSKYCH NOVOSCACHTENCOV
JACMENA
ASSESSMENT OF HEAT SUSCEPTIBILITY OF PHOTOSYNTHETIC APPARATUS
IN NEWLY-BREEDED SYRIAN LINES OF BARLEY

Marian BRESTIC — Marek ZIVCAK — Katarina OLSOVSKA — Ol'ga KISSOVA — Ayman S.
AL-OUDA — Ayham A. AL-HOMSSI

During pot experiments in growth chamber conditions the heat susceptibility and acclimation capacity of newly-breeded
Syrian barley lines were tested using measurements of rapid fluorescence kinetics and high temperature test in plants grown
at moderate temperature (non-acclimated) and in plants exposed to 42°C for app. 8 hours. We found similar sensitivity of
genotypes if measured in non-acclimated plants; however, after high temperature exposure, the differences among genotypes
were obvious suggesting differences in acclimation capacity of observed genotypes. High temperature test combined with
rapid increase of ambient temperature realized in controlled conditions seems to be useful tool for evaluation of
photosynthetic sensitivity and acclimation capacity in screening for heat tolerance.

Key words: heat stress, barley, chlorophyll fluorescence

Uvod

Pri vytvarani novych genotypov existuje dlhodobo snaha zahrnit' do programov aj kontrolu a zvySovanie
termostability a plasticity odréd, obzvlast pre podmienky s pravidelnym vyskytom nadoptimalnych teplot. V
tomto kontexte sme v spolupraci so Syrskymi §lachtiteI'mi realizovali testovanie novoslachtencov pre overenie
a dopracovanie metdd hodnotenia citlivosti a aklimaénej schopnosti genotypov.

Material a metody

Rastliny 15 novoslachtencov ja¢mena boli pestované v nadobach naplnenych Standardnym substratom
Klassmann TS-3 v klimatizovanom boxe pri teplotnom rezime 23/20°C, fotoperidde 14/10 hodin (deii/noc),
relativnej vlhkosti vzduchu 60 % a intenzite osvetlenia 250 pmol.m™.s, rastliny boli pravidelne zalievané. Na
piatom plne vyvinutom liste bolo realizované hodnotenie termostability fotosyntetického aparatu teplotnym
testom zalozenom na meraniach rychlej kinetiky fluorescencie chlorofylu a a ich analyze JIP-testom s vypoctom
parametrov podla Strassera et al. (2000) V prvom slede boli realizované merania na rastlinach aklimovanych na
mierne teploty (23°C, kontroly), pricom bola zmerana fluorescencia chlorofylu pred (K) a po expozicii listovych
segmentov na 42°C po dobu 30 minut v tme (K-TT 42°C). Nasledne boli celé rastliny v klimatizovanom boxe
exponované teplote vzduchu 42°C po dobu minimalne 8 hodin na svetle (EXP 42°C) a nasledne bola opét
merand fluorescencia pred a po teplotnom oSetreni listu pri 42°C po dobu 30 mintt v tme (teplotny test, EXP
42°C-TT 42°C).

Vysledky a diskusia

e Expozicia listov pri 42°C v tme v ramci teplotného testu sposobila podstatnii zmenu priebehu fluorescenénych
kriviek (obr. 1) poukazujiicu na vyraznu inhibiciu primarnych procesov fotosyntézy.
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Obr. 1: Priebeh nameranych hodndt rychlej kinetiky fluorescencie chlorofylu a zobrazeny na logaritmickej ¢asovej ose pre
genotyp 1640. Krivka namerana po aklimacii na vysoku teplotu nezaznamenava tak vyrazny pokles pri teplotnom teste
v porovnani s rastlinami pestovanymi pri miernych teplotach.
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e Zmena podmienok v klimatizovanom boxe a zvySenie teploty na 42°C na svetle nepdsobila tak vyrazne
inhibi¢ne, ¢o sa da Ciastocne vysvetlit’ nizSou teplotou listu oproti prostrediu vplyvom transpiracie (Bunce
2000), ale predovsetkym spustenim aklimacnych reakcii ako nésledok expresie génov spustanych vysokou
teplotou na svetle (Kotak et al. 2007). Sved¢i o tom aj nasledny teplotny test, kde nie je zretelna takd miera
inhibicie ako pri rastlinach neaklimovanych na vysoku teplotu (obr. 1).

e Pri sledovanych genotypoch aklimovanych na mierne teploty (23°C) sme pozorovali priblizne rovnaki mieru
inaktivacie poctu reakénych centier, s vynimkou genotypu 1470, ktory sa vyznacoval nizSou citlivost'ou (obr
2).

e Vicsie rozdiely medzi genotypmi sme zaznamenali pri ucinku zvySenej teploty prostredia a nasledného
teplotné¢ho testu, kde genotypy prejavili r6znu mieru aklimécie, pricom sme identifikovali genotypy so
znaénym narastom termostability na urovni reakénych centier (viac nez polovica genotypov), ale aj genotypy,
pri ktorych vysledny pocet reakénych centier bol na Grovni neaklimovanych rastlin, teda mozeme u nich
konstatovat’ slabu aklimaéntl kapacitu (genotypy 1182, 1614, 60).

mK OK-TT 42°C B EXP 42°C E EXP 42°C -TT 42°C !

RC/ABS

RO IR I & R R

Obr. 2: Pocet plne funkénych reakénych centier prepocitanych na jednotku absorbovaného ziarenia (RC/ABS) vypocitané
podl'a Strasser et al. (2000) pri jednotlivych hodnotenych genotypoch pri rastlinach pestovanych pri 23/20°C pred (K) a po
teplotnom teste pri 42°C (K-TT 42°C); po zvySeni teploty prostredia na 42°C po dobu minimalne 8 hodin (EXP 42°C) a po
teplotnom teste na tychto rastlinach pri 42°C (EXP 42°C-TT 42°C).

Zaver

Vyuzitim teplotného testu zaloZeného na merani rychlej kinetiky fluorescencie chlorofylu a v kombinacii so
zmenou teplotného rezimu vyuzitim presne regulovaného klimatizovaného boxu sme schopni stanovit
termostabilitu a aklima¢ni kapacitu rastlinného materidlu na urovni fotosyntetického aparatu. Viacsina
hodnotenych novoslachtencov syrskej proveniencie preukazovala pomerne vysoku aklimacénl kapacitu na
vysoku teplotu, ¢o dava predpoklad ich vyuzitel'nosti v podmienkach ovplyviiovanych vysokymi teplotami.

Pod’akovanie: Praca vznikla vd’aka prostriedkom z projektu Strukturdlnych fondov ministerstva Skolstva
ECOVA, projektu VEGA 1/0803/08 a na zaklade MVTS medzi SPU v Nitre a ACSAD, Damascus, Syria
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SVINUTKA REVY 1 (GLRaV-1) V CESKE REPUBLICE A JEJI DETEKCE
THE DETECTION OF GRAPEVINE LEAFROLL-ASSOCIATED VIRUS -1
(GLRAV-1) IN THE CZECH REPUBLIC

Jana CECHOVA —Vé&ra HOLLEINOVA — Jana RADDOVA

Grapevine leafroll associated virus 1 (GLRaV-1) is one of the most spread viral pathogen of grapevine in the Czech
Republic. Mostly used methods for detection are serological method ELISA or RT-PCR as molecular genetic method. The
methodology of RT-PCR-based and ELISA detection of this patogen are described in this work.

Key words: grapevine, viral pathogen GLRaV-1, RT-PCR, ELISA

Uvod

GLRaV-1 je virovy patogen rodu Ampelovirus pattici mezi komplex deviti dosud znamych svinutek na
révé (Gugerli 2003). Je rozsifen ve vinafskych oblastech po celém svété (Biichen-Osmond 2006). V Ceské
republice (CR) byl zjistén u 24 % sledovanych rostlin vybranych zploch udrzovaciho $lechténi révy
(Holleinova 2010). Je pfenasen cervci (Sforza et al. 2003) a predevsim vegetativnim mnozZenim révy.
Komplex svinutek je povazovan za nejskodlivejsi virové onemocnéni na réveé. Zplsobuje opozdéné raseni,
snizeni plodnosti az totdlni neplodnost, snizeni cukernatosti bobuli, jejich horsi vybarveni, zpozdéné zrani,
predcasné zbarveni listl a jejich opad postupujici od paty rostliny k vrcholu. Listy modrych odrid Cervenaji a
zstava zeleny lem podél Zilek 1. a 2. fadu. Podvinuji se okraje listll. Cepel se stava kiehkou a pozdgji
nekrotizuje. U bilych odrid mezizilni pletivo ptfedcasné zloutne (Bovey et al. 1980). U americkych
podnozovych odrid révy se viry svinutky Casto vyskytuji latentné, reakce na infekci jsou malo znatelné
(kromg V. riparia) a je nezbytné laboratorni testovani (Martelli 1993).

V CR, stejné jako v ostatnich zemich Evropské unie, je povinné testovani rozmnoZovaciho materialu révy
na piitomnost vird dle vyhlasky €. 332/2006 Sb. Testy lze provadét na biologickych indikatorech a rovnéz
laboratornimi metodami sérologickymi a molekularnimi. NejCastéji je vyuzivana imunoenzymaticka metoda
dvojitého sendvice protilatek DAS-ELISA (Clarc & Adams 1977), vhodna pro velké série vzorkd.
Molekuléarni detekéni metody jsou povazovany za citlivéjsi (Weber et al., 2002) a pouzitelné pro mensi série
vzorkt a pro pfesnéjsi diagnostiku vird.

Cilem prace bylo optimalizovat diagnostickou metodu RT-PCR k detekci GLRaV-1 tak, aby byl omezen
vyskyt falesné pozitivnich vysledki pfi testovani révy.

Material a metody

Testovani rostlin révy vinné (Vitis vinifera L.) na pfitomnost GLRaV-1 bylo provadéno ze vzorkd révi
odebranych na pfelomu roku 2009/2010 z vinohradii v Borsicich a Perné, které spadaji do slovacké a
mikulovské vinatfské podoblasti. Vzorky byly testovany sérologickou metodou DAS-ELISA (Clarc &
Adams 1977), za pouziti diagnostik od firmy Bioreba a za dodrzeni metodickych pokyni vyrobce diagnostik.
Vzorky s negativnim vysledkem testu byly retestovany molekularnimi metodami.

Dvoukrokova RT-PCR

Pro dvoukrokovou RT-PCR byla pouzita RNA izolovana z lyka révy vinné komerénim kitem Spectrum™
Plant Total RNA Kit. Nasledné byla provedena reverzni transkripce pomoci reverzni transkriptazy M-MuLV
(Fermentas). Do prvni reakce bylo pfidano 12 pl DEPC vody; 0,5 ul random primeru — p(dN) (Roche) a 2 pl
RNA izolatu z testovaného vzorku. Nasledné byl vzorek denaturovan v termocykleru po dobu 5 minut pfi 95
°C. Po ukonceni denaturace byly vzorky ihned zchlazeny na 4 °C. Po vychlazeni bylo do kazdého vzorku
pridano 10 pl smési obsahujici 3,25 pl DEPC vody; 5 pl RT pufru (5x; Fermentas); 1,25 pul ANTP (10 mM;
Invitek); 0,5 pl reverzni transkriptazy M-MuLV (200 U/ul; Fermentas). Dale nasledovala inkubace po dobu 1
hodiny pti 42 °C. Takto pfipravena jednotfetézcova cDNA (ss cDNA) byla pouzita do PCR reakce, ve které
byly pouzity primery k detekci GLRaV-1 dle Gambino a Gribaudo (2006). Slozeni PCR reakce: 13,6 pl
HPLC voda; 2,5 pl pufr (10x; Finnzyme); 0,4 pl ANTP (10 mM; Invitek); 0,5 pl primer F (10 uM) (GLRaV-
1 F - TCTTTACCAACCCCGTAGATGAA); 0,5 pl primer R (10 uM) (GLRaV-1 R -
GTGTCTGGTGACGTGCTAAACG); 0,5 ul polymeraza (2U/ul; Finnzyme) a 2 ul ss cDNA templatu.
Cyklovani bylo provedeno v termocykleru T1 (Biometra) za pouziti teplotniho progamu: 94 °C 4 min; 35
cykli 94 °C 30 's, 56 °C 45 s, 72 °C 1 min; 72 °C 10 min. Elektroforeticka separace byla provedena na 1,2%
agarozovém gelu s pfidanym barvivem GelRed (Biotium) v davce 5 ul/100 ml gelu.

Vysledky a diskuze

Bylo vyzkouseno nékolik pracovnich postupti RT-PCR. Jednoznac¢nych vysledki testu bylo dosaZzeno za
pouziti primerové kombinace dle Gambino a Gribaudo (2006) za podminek popsanych vyse, a to na skupiné
testovanych rostlin révy oznacenych BOR1, PE4, PES, BOR2, BOR3, NEG (obr. 1). Pozitivni vzorky byly
identifikovany viditelnym pruhem o velikosti 232 bp, zatimco u vzorkd negativnich pruh pfitomen nebyl. Pro
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100% potvrzeni pfitomnosti virového patogena v testovanych vzorcich, byla provedena sekvenace amplikont
ze vzorki BORI1, PE4 a PES5. Po srovnani ziskanych nukleotidovych sekvenci ztéchto vzorkd s
nukleotidovymi sekvencemi v elektronické databazi NCBI se ukazalo, ze sekvencované amplikony byly
shodné s jiz popsanymi sekvencemi svinutky révy 1 (GLRaV-1), coz potvrzuje pfitomnost infekce. Nasledné
rutinni testovani dal§ich vzorki potvrdilo vhodnost tohoto protokolu pro identifikaci viru GLRaV-1
v infikovanych pletivech révy.

Zavér

Pro Gcely testovani rostlin révy na pfitomnost viru GLRaV-1 metodou RT-PCR bylo vyzkouseno nekolik
protokolii. Jako nejvhodnéjsi byl vybran protokol, v kterém bylo pouzito primerti dle Gambino a Gribaudo
(2006) a ktery je mozné doporucit pro rutinni testovani GLRaV-1 s jednoznacnou interpretaci vysleda

e

detekce. Detekce patogena byla spolehlivéjsi nez u metody DAS-ELISA za pouziti antisér Bioreba.

BOR1 PE4 PE5 BOR2BOR3 NEG -_1,“1‘:11'}-' POZ Bla

GLRa V1

produkt 232 bp -

Obr. 1: Detekce GLRaV-1 pomoci dvoukrokové RT-PCR s pouzitim primera dle Gambino a Gribaudo
(2006).
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VARIABILITA URODY A KVALITY SLNECNICE ROCNEJ VPLYVOM
ROZNEHO BIOLOGICKEHO MATERIALU
VARIABILITY OF SUNFLOWER YIELD AND QUALITY INFLUENCED OF
DIFFERENT BIOLOGICAL MATERIALS

Ivan CERNY — Zuzana BACSOVA — Alexandra VEVERKOVA

The field polyfactorial experiment was established in Dolna Malanta in 2009. In the experiment were
observed five hybrids of sunflower (NK Brio,NK Alexandra, NK Simfoni NK Ferti, NK Alego) From the
biological materials was hybrid Brio the most fertile. Hybrids which reached the highest yield parameters
were lowest achenes production and oil contents.

Key words: hybrids, biological materials

Uvod

Rod Helianthus reprezentuje v rozli¢nych oblastiach nasej zemegule asi 260 jednoro¢nych a viacro¢nych
druhov, zktorych najroziirenejsi je druh Helianthus annuus L. (Hraska 1989). Uspesnost’ pestovania
slne¢nice rocnej je priamo umerne zavisla od vyberu hybridu. Hybrid je jednym z najdélezitejich faktorov
pestovania slnecnice ro¢nej (Ferreras et al. 2000). Podl'a Bearda a Genga (1982) hybridy ovplyviiuji nielen
urodu a olejnatost’, ale aj jednotlivé urodotvorné prvky.

Material a metody
Ciel'om experimentu bolo zhodnotit’ trodovll vykonnost' (priemer tiboru, hmotnost’ uboru, HTN troda
naziek) a olejnatost’ sledovanych hybridov slne¢nice ro¢ne;j.
Hlavné ukazovatele hodnotenia pokusu:
> troda naZiek z kazdého variantu (t.ha™)
» obsah oleja (%) — extrakéna metdda (extrakény pristroj Soxhled)

Pol'ny polyfaktorovy pokus bol realizovany v roku 2009 na experimentalnej baze SPU - Dolna Malanta v
Nitre. Zakladné meteorologické udaje (teploty a zrazky) daného pestovatel'ského roku boli ziskané
z Agrometeorologickej stanice Katedry biometeorologie a hydrologie Fakulty zahradnictva a krajinného
inzinierstva SPU v Nitre.

Priemerné teploty (°C) vegeta¢ného obdobia v roku 2009 Priemerny uhrn zraZok (mm) za vegetacné obdobie v roku
2009
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Pokus bol rieseny metédou delenych dielcov v troch opakovaniach, pricom jednotlivé varianty pokusu
boli v ndhodnom usporiadani.

Predsejbova priprava pody a spdsob zalozenia porastu boli uskutocnené v stlade so zasadami konvencnej
technoldgie pestovania slnecnice ro¢nej. Zakladné hnojenie bolo vykonané bilanénou metddou na zaklade
agrochemického rozboru pody na predpokladant vysku tGrody 3 t.ha™.

V pokuse bol pouzity vysoko vykonny biologicky material slnecnice ro¢nej NK Brio, NK Alexandra, NK
Simfoni, NK Ferti, NK Alego.

Vysledky a diskusia

Urodovy potencial sucasnych hybridov je na tGrovni 4,8-5,7 tha'. Jeho vyuzitie v nasich
agroekologickych podmienkach je 60-70 %, ¢o predstavuje trodu 2,8-4 tha” (Mirrales 1997). Takuto
produkciu z hektdra mozno dosiahnut’ iba za velmi priaznivych agroekologickych podmienok. V nami
sledovanom experimentalnom roku 2009 bola dosiahnuta priemerna troda 2,36 t.ha" a priemerna olejnatost’
40,82 %. V ramci hybridov bola najvyssia troda dosiahnuta pri hybride NK Brio (2,88 tha™) a naopak
najniz§ia uroda naziek bola dosiahnutd hybridom NK Simfoni (1,69 t.ha™) ¢o je az 1,19 t rozdiel. Najvyssiu
olejnatost’ mal taktiez hybrid NK Brio (42,78 %) a 0 4,29 % nizsia olejnatost’ bola zaznamenana na hybride
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NK Alego. Steera a Seilera (1990) tvrdia, ze olejnatost’ a zlozenie oleja je do znacnej miery ovplyvnené
genotypom. Potvrdzuju to aj nami dosiahnuté vysledky.

Hybrid Uroda (t.ha™) Obsah oleja (%)
Brio 2,88 42,78
Alexandra 2,61 41,32
Simfoni 1,69 41,03
Ferti 2,03 40,48
Alego 2,58 38,49

Hmotnost’ 1000 naziek sa moze pohybovat’ u su¢asnych hybridov v intervale 30-80 g, optimum 40-60 g
(Mirrales 1997). Pri hodnoteni HTN (g) boli najlepsie vysledky zaznamenané pri hybride Alexandra (82,7 g),
najniz§iu HTN (g) mal hybrid NK Brio (66,77 g) (graf 3). Marinkovic (1992) poklada za hlavny urodotvorny
komponent HTN. Na druhej strane Egli (1998) za hlavny tirodotvorny prvok poklada pocéet naziek. Tvrdi, ze
silne zavisi od genotypu, environmentalnych a pestovatel'skych faktorov.

v

v

bol namerany pri hybride NK Ferti (117 mm) (graf 4)

HTN (g) hybridov slnec¢nice ro¢nej Priemer iboru (mm) hybridov sne¢nice ro Hmotnost’ Gboru (g) hybridov sIneénice ro¢nej
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Graf 3 Graf 4 Graf 5

Zaver

Z priebeznych jednoroénych vysledkov polného pokusu realizovaného v teplej a suchej oblasti
vyplyvaji nasledovné zavery:
- najvyssia hektarova roda naziek bola zistena na hybride NK Brio, ktory mal az o 1,19 t vyssiu Grodu ako
najslabsi hybrid NK Simfoni,
- najvyraznejsi rozdiel v obsahu oleja bol medzi hybridmi NK Brio (42,78%) a hybridom NK Alego
(38,49%),
- variabilita v hodnotidch jednotlivych urodotvornych parametrov. Hybridy ktoré dosiahli najvyssie
urodotvorné parametre mali najslab$iu produkciu naziek a obsah oleja.

Pod’akovanie: Prispevok bol vypracovany za podpory projektu Vega 1/0388/09/8 ,Racionalizacia
pestovatel'ského systému slneénice ro¢nej (Helianthus annuus L.) v podmienkach globalnej zmeny klimy.*
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VPLYV ORGANIZACIE PORASTU A FOLIARNEHO OSETRENIA ATONIKOM
NA URODOVO - KVALITATIVNE PARAMETRE SLNECNICE ROCNEJ
(Helianthus annuus L.)

INFLUENCE OF GROWTH ORGANIZATION AND FOLIAR APPLICATION OF
ATONIK ON THE YIELD AND QUALITY PARAMETERS OF SUNFLOWER
(Helianthus annuus L.)

Ivan CERNY — Alexandra VEVERKOVA — Zuzana BACSOVA

The aim of experiment was evaluate the influence of the growth organization and foliar application on the
quantity and quality parameters of sunflower. In the experiment were used three hybrids of sunflower (NK
Brio, NK Armoni, NK Ferti). Influence of hybrids was statistically high significant on the oiliness. The year
and preparation influenced selected parameters statistically high significant. Growth organization was
statistically high significant influence on the yield of sunlower.

Key words: hybrids, growth organization, Atonik, yield, oiliness

Uvod

Slnecnica ma v podmienkach Slovenska kratku pestovatel'skii minulost’ a preto su ddlezité¢ vSetky nové
poznatky pre optimalizdciu systému jej pestovanie (Zubal 2003). Jednym z najdolezitejSich faktorov
ovplyviiujicich uspesnost’ pestovania slneCnice rocnej je spravny vyber hybridu. V ostatnom case sa zacina
uplatiiovat’ prispdsobovanie technologie pestovania jednotlivym typom hybridov (Karaba 2005).

Bezna organizécia porastu slnecnice rocnej je 55-65 tisic naziek na hektar. V zavlahovych podmienkach
mozno pocet jedincov zvysit az o 10 % (Pospisil 2007).

Jankowski a Dubis (2008) uvadzaju, ze biostimulatory ako biologicky aktivne latky obsahujuce hormony,
enzymy, proteiny, aminokyseliny, mikroelementy ainé komponenty, ktoré ked sa aplikuju v malych
davkach, aktivujii metabolizmus zamerany hlavne na zlepSenie rastu a vyvinu rastlin. Hlavna tiloha spociva
v regulacii zivotnych procesov na trovni bunky, jednotlivych organov a organizmu v celku.

Ciel'om experimentu bolo zhodnotit’ vplyv organizacie porastu a folidrne aplikovaného pripravku Atonik
na urodu a olejnatost’ slnecnice rocne;.

Material a metody

PolI'ny polyfaktorovy pokus sme realizovali v PD Nitrianska Blatnica v rokoch 2007-2009.

Pokus sme zalozili metédou delenych blokov v 4 opakovaniach, pricom stupne faktorov boli v nahodnych
usporiadaniach. Vysledky experimentu boli vyhodnocované v §tatistickom programe Statgraphics Plus
pomocou viacfaktorovej analyzy rozptylu.

Priemerné teploty a zrazky za jednotlivé ro¢niky sme ziskali zo stanice Velké Ripnany.

Do pokusu sme zaradili tri hybridy slne¢nice ro¢nej: NK Brio (stredne neskory), NK Armoni (stredne
neskory), NK Ferti (stredne skory).

Z hladiska organizacie porastu bol pouzity vysev:

= 56 000 naziek na hektar,

= 65000 naziek na hektar.

Urovne o3etrenia Atonikom:

e kontrolny variant (neoSetreny Atonikom)

e oSetreny Atonikom (1.termin: BBCH 18; 2.termin: BBCH 53)

Vysledky a diskusia

Kovacik (2000) aini autori konStatuju, ze poveternostné podmienky rocnika maji podmienujico
vyznamny vplyv na tvorbe Urody slnecnice ro¢nej. Uvedeny nazor potvrdzuju nami dosiahnuté vysledky,
v ktorych ro¢nik mal Statisticky vysoko preukazny vplyv na sledované ukazovatele hodnotenia pokusu
(Tab. 3).

Odroda ovplyvnila Statisticky nepreukazne urodu naziek, ale Statisticky vysoko preukazne ovplyvnila
obsah oleja. Jednotlivé hybridy ovplyvnili vysku urody statisticky nepreukazne (Tab. 1). Vsetky sledované
hybridy mali Statisticky vysoko preukazny vplyv na obsah oleja v nazkach (Tab. 2).

78



Nové poznatky z genetiky a $'achtenia po'nohospodarskych rastlin Zbornik zo 17. vedeckej konferencie, Piestany : VURV, 2010

Tabul’ka 1: Vplyv hybridu na arodu (Tukey test) Tabulka 2: Vplyv hybridu na olejnatost’ (Tukey test)
Hybrid Uroda 1 Hybrid Ootl);ilh 1 2 3

NK Armoni 3,661667 L INK Ferti 4023556 | *wxs

NK Brio 3,691806 #EEE | NK Armoni 4222708 o

NK Ferti 3,718333 *#kx | | NK Brio 43,49139 ok

Tabulka 3: Analyza rozptylu (ANOVA) sledovanych parametrov slne¢nice ro¢ne;j

Faktor
Sledovany parameter p-hodnota _
Rok Odroda Orgsgszzf 1a Preparat
Uroda naziek 0,0000%* 0,3809 0,0000%* 0,0000%*
Olejnatost’ 0,0000** 0,0000** 0,7268 0,0000**

** Statisticky vysoko preukazny vplyv faktora na sledovany parameter

Organizacia porastu sa prejavila Statisticky vysoko preukazne na urode naziek ale vplyv na olejnatost’ bol
Statisticky nepreukazny (Tab. 3).

V ramci sledovania vplyvu rastového stimulatora Atonik, uvedené vysledky koreSponduju so zavermi
viacerych autorov (Cerny et al. 2001; Cerny 2002), ktori dospeli k zaveru, ze Atonik je vyznamny
intenzifikacny faktor pri pestovani polnych plodin. Pri aplikacii foliarneho pripravku bol zaznamenany
Statisticky vysoko preukazny vplyv na vysku urody a obsah oleja slne¢nice rocnej.

Zaver
e 7 hladiska pddno-klimatickych podmienok sa v experimente pocas rokov 2007-2009 prejavil vplyv
ro¢nika Statisticky vysoko preukazne.
e Odroda ovplyvnila Statisticky vysoko preukazne obsah oleja v nazkach.
e Vplyv organizécie porastu sa $tatisticky vysoko preukazne prejavil na urode naziek.
e Rastovy stimulator Atonik ovplyvnil Statisticky vysoko preukazne oba sledované parametre produkcie
slnecnice rocne;j.

Pod’akovanie: Praca bola financovana Vedeckou grantovou agentiirou Ministerstva $kolstva Slovenskej
republiky, Cislo projektu VEGA 1/0388/09/8 ,,Racionalizacia pestovatel'ského systému slnecnice rocnej
(Helianthus annuus L.) v podmienkach globalnej zmeny klimy.
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FYZIOLOGICKE ASPEKTY UCINKOV IONOV KADMIA A ARZENU NA
VYBRANE ODRODY SOJE FAZULOVEJ
PHYSIOLOGICAL ASPECTS OF REACTION OF CADMIUM IONES ON
CHOOSEN VARIETIES OF SOYBEAN

Terézia DOBROVICZKA — Beata PIRSELOVA — I1diko MATUSIKOVA

Different plant species show different levels of tolerance to ions of heavy metals. However, this variability is not only
between different species, but it is present also between individual genotypes. This work is focused on observation of
physiological aspects of cadmium and arsenic impact on chosen varieties of soybean. After 10 days of plant growth in
contaminated soil (5 mg.kg™ As®**, 50 mg.kgCd?®*) shoots were separated from roots and subsequently their length,
weight of fresh biomass, dry mass and size of leaf area were determined. The soybean varieties responded to iones of
cadmium and arsenic differently. The roots of both varieties reacted most sensitively to arsenic iones. We observed
statistically significant decrease of length (by 20,56 %) and fresh weight (by 47,82 %) in the case of variety Bolyi 44,
while in variety Cordoba fresh weight decreased by 40 %. Dry mass contents declined by 34,88 % (cv. Bolyi 44) and by
25 % (cv. Cordoba). Roots of both varieties were also sensitive to ions of cadmium; we detected decrease of fresh weight
by 28,26 % (cv. Bélyi 44) and by 40 % (cv. Cordoba), as well as decrease of dry mass by 39,53 % (cv. Cordoba).
Concerning shoots, we only observed growth retardation due to metal presence in variety Bolyi 44 (by 17,5 %).
Knowledge on metal impact on other physiological, structural and biochemical parameters might contribute to revealing
possible mechanisms of soybean tolerance against ions of cadmium and arsenic.

Key words: soybean, cadmium, arsenic

Uvod

Problematika znecistovania zivotného prostredia sa zacala rozvijat' od pociatkov priemyselnej vyroby.
Ide najmi o primarne znecistovanie zloziek zivotného prostredia (voda, pdda, ovzdusie), ktoré sekundarne
vplyva ina biotu a v kone¢nom doésledku ina ¢loveka. Za hlavné kontaminanty, ktoré znecCistuji zivotné
prostredie mdézeme povazovat’ viaceré chemické latky (oxidy dusika, oxid uholnaty, Ciastocky prachu,
radionuklidy, dusi¢nany, organické zluceniny), medzi nimi aj tazké kovy.

Tazké kovy predstavujii pre rastliny vyznamny stresovy faktor, ktory vyvoldva pocetné fyziologické
zmeny veduce k inhibicii rastu a v kone¢nom doésledku i zaniku rastlin. Toxické kovy s T'ahko prijimané
z pody korenimi, prave v nich sa i najviac hromadia, Cast’ je prenasana do nadzemnych organov. Najviac vSak
ovplyviuju fyziologické procesy v listoch, v prvom rade fotosyntézu (Prochéazka et al. 2003). Cielom nasich
experimentov bolo zhodnotit” fyziologické aspekty odpovede vybranych odrod soje fazulovej (Glycine max
L. (Merill.) cv. Bolyi 44 a cv. Cordoba) na i6ny kadmia a arzénu v podmienkach nadobového pokusu.

Material a metody

Z testovaného stiboru 19 odrdd soje fazulovej sme vyselektovali odrody s relativne vysokou a nizkou
toleranciou k ionom kadmia a arzénu (cv. Cordoba, cv. Bolyi 44). Vysterilizované semena vybranych odrod
sme nechali nakli¢it’ na Petriho miskach (& 12 cm) s dvojitou vrstvou filtracného papiera. Naklicené semena
sme vysadili do plastovych ¢repnikov (@ 25 cm, objem 1 500 ml) do zmesi raselinovej zeminy BORA (pH 5
— 7; vlhkost 65 %) a perlitu (v pomere 4:1), azaliali sme ich destilovanou vodou, ktorej mnozstvo
zodpovedalo maximalnej sorpcnej kapacite pody (~700 ml). Na rastliny v $tadiu prvych asimilaénych listov
(10. det nadobového pokusu) sme aplikovali roztoky kovov (5 mg.kg” pody As*', 50 mg kg™ pody Cd*") vo
forme roztokov As,O; a Cd(NOs;),.4H,0 resp. destilovani vodu (kontrola) v objeme 100 ml. Nadobové
pokusy sme uskutocnili v rastovej komore (s kontrolovanou klimou) pri teplote 23 °C, vlhkosti vzduchu 60 —
70 %, svetelnej periode 12 hodin svetlo/12 hodin tma, pri intenzite Ziarenia maximalne 800 pmol.m™.s™". Po
10 ditoch rastu sme vyhonky oddelili od korefiov a stanovili ich dizku, erstvi hmotnost, hmotnost’ susiny
a velkost listovej plochy. Udaje sme §tatisticky vyhodnotili Studentovym t-testom v programe Microsoft
Excel.

Vysledky a diskusia

Pri zvolenych davkach tazkych kovov (5 mgkg' pody As®*, 50 mg.kg" pody Cd*") vykazovali sledované
odrody soje fazul'ovej urcité rozdiely v tolerancii (Tab. 1). NajcitlivejSie reagovali korene oboch odrdd na
iony arzénu. V pripade odrody Bolyi 44 doslo k Statisticky vyznamnému poklesu dizky o 20,56 %, &erstvej
hmotnosti 0 47,82 % a v pripade odrody Cordoba doslo k poklesu cerstvej hmotnosti o 40 %. Obsah susiny
sa znizil o 34,88 % (cv. Bolyi 44) a 0 25 % (cv. Cordoba). Citlivo reagovali korene oboch odrod aj na iony
kadmia. Zaznamenali sme znizenie Cerstvej hmotnosti o 28,26 % (cv. Bolyi 44) ao 40 % (cv. Cordoba),
hmotnosti susiny 039,53 % (cv. Cordoba). ZvySenad citlivost’ rastlin na i6ony kadmia aarzénu je
pravdepodobne dana ich ukladanim v korenioch, ako na to poukazal aj Prochazka et al. (2003). Vplyv i6nov
kovov na rast vyhonkov sme zaznamenali iba v pripade dizky iénmi kadmia u odrody Bolyi 44 (zniZenie o
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17,5 %). Viaceri autori poukazali na inhibiciu rastu koreflov aj vyhonkov vplyvom idnov tazkych kovov
(Cataldo et al.1981; Lozano-Rodriguez et al. 1997; Choudhury 2008; Vazquez et al. 2009), priCom bola
popisana aj variabilita v tolerancii rdznych rastlinnych odrod (Metwally et al. 2005). Inhibiciu rastu korefiov
a vyhonkov pravdepodobne spdsobuje spomalené bunkové delenie a pomaly rast buniek do dizky (Godbold
et al. 1985). Velkost listovej plochy spodnych a vrchnych listov nebola ovplyvnena pritomnostou idnov
kadmia a arzénu v pddnom substrate (Tab. 1).

Tabulka 1: Vplyv a¢inkov iénov kadmia a arzénu na fyziologické parametre soje fazul'ovej (Glycine max (L.) Merill. cv.
Bolyi 44 a cv. Cordoba)

Kontrola [ As 5 mg kg pody [ Cd 50 mg kg " pody
Sledovany parameter Bolyi 44 [ Cordoba | Bolyi 44 [ Cordoba | Bolyi 44 [ Cordoba
korene

dlzka (cm) 20,75 4.68 22325637 20112375 17,73 23,92 * 18442439 21631478

Zerstva hmotnost (g) 0,46 0,18 0.4+0,14 0,24 0,08 ** 0,20 £ 0,07 *** 0,33 +0,24 * 0,24 + 0,08 **%

sufina (g) 0,043 £ 0,012 0,04£0.011 0,028 +0,011 *** | 0,030,007 * | 0,026=0,0076*** 0,04 + 0,0076

vyhonky

dfzka (cm) 2055+ 1,9 2933 = 4,94 21,04+ 2,83 30,94 % 5,63 2101347 30,61 4,71

Zerstva hmotnost (g) 12+032 1,70 0,39 1,1320.27 1,53 % 0,60 0,99 £ 0,34 * 1,69 = 0,27

susina (g) 0,13 = 0,04 0,24 +0,06 0,15 +0,04 0,24 + 0,06 0,12 +0,05 025+ 0,05
spodny list

listovd plocha (mm?) | 134994425 | 1293341085 | 1347741592 | 13841928 | 13573+1489 | 123382073
vrchny list

listové plocha (mm?) 82794815 | 10403+1284 | 887647035 | 10486+1079 | 88694625 | 1024241065

Hodnoty zodpovedaji aritmetickému priemeru = smerodajna odchylka (n > 20). Hladiny vyznamnosti rozdielov: *
P<0,05; ** P<0,01; *** P<0,001.

Zaver

V naSej praci sme zhodnotili u¢inky kadmia a arzénu na vybrané fyziologické parametre rastlin soje
fazulovej (Glycine max (L.) Merill. cv. Bélyi 44 acv. Cordoba) v podmienkach nadobového pokusu.
Z testovanych fyziologickych parametrov boli najviac ovplyvnené iénmi kovov parametre korenia (dizka,
cerstva hmotnost™ a suSina), priCom na iény arzénu citlivejSie reagovali korene odrody Cordoba a na i6ny
kadmia korene odrody Bélyi 44. Dalsie hibsie fyziologické, biochemické a molekularno-biologické analyzy
su potrebné k odhaleniu moznych mechanizmov odolnosti tychto odrdd séje voci ionom kadmia a arzénu.

Pod’akovanie: Prica bola vypracovani v ramci rieSenia projektov APVV LPP-0125-07, COST FA
0605 a UGA - VI1/6/2010.
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RANCIDITY DEVELOPMENT OF SELECTED MILLET SPECIES UNDER
DIFFERENT STORING CONDITIONS

Zdislava DVORAKOVA — Petra HLASNA CEPKOVA — Dagmar JANOVSKA

Rancidity development was studied in selected millet varieties (Panicum miliaceum L., Setaria italica (L.) P.Beauv.
Pennisetum americanum (L.) K.Schum., Echinochloa frumentacea Link, Eleusine coracana Gaertn.). Changes in whole
grains during the 12-week storage period were evaluated as titratable acidity. Slightly modified Czech State Norm (CSN)
56 0512-9 was used as a standard method for titration. Significant differences were found among tested millet species.
The highest changes appeared in pearl millet (Pennisetum americanum (L.) K.Schum.). The titratable acidity did not
change in foxtail millet variety (Setaria italica (L.) P.Beauv. convar. Maxima). Titratable acidity was significantly
affected by variety.

Keywords: Millet species, lipid content, free fatty acids, rancidity, storing conditions

Introduction

Millets are some of the oldest cultivated crops (McKevith 2004). Millet refers to a number of different
species, all of which are small-grained, annual cereal grasses that are native to many parts of the world. There
are two broad categories of the various millet species; these are pearl millet Pennisetum glaucum (L.) R.Br.
and the small or minor millets (Belton and Taylor 2003); i.e. foxtail millet (Setaria italica (L.) P.Beauv.),
proso millet (Panicum miliaceum L.), finger millet (Eleusine coracana Gaertn.) and barnyard millet
(Echinochloa crus-galli (L.) P.Beauv.). Millets are high energy, nutritious foods recommended especially for
infants, lactating mothers, elderly and reconvalescent (Lasztity, 1996).

Millet grains have higher lipid content, high ratio of unsaturated fatty acids and high enzymatic activity
which are particularly sensitive to decreasing the quality and lead to rancidity (Galliard 1983). The foods
made from them rancid after few days (Lasztity 1996). Storing conditions (especially temperature conditions)
are one of the factors affect development of rancidity (Malekian et al. 2000). Rancidity is defined as averse
quality factors, arising directly or indirectly from reactions of endogenous lipids, producing undesirable
tastes and odour or unacceptable functional properties (Galliard 1983).

The main objective of this experiment was to find out whether or not the level of free fatty acids raises in
selected millet grains during storage.

Material and Methods

Fifteen selected samples of millet from the Crop Research Institute (CRI) in Prague and from
greenhouses of Institute of Tropics and Subtropics (ITS) of Czech University of Life Sciences Prague (CUA)
were obtained. For the experiment were used whole grains which were stored in paper bags in laboratory
conditions. Method used for the experiment was based on Czech state norm CSN 56 0512-9 —Determination
of titratable acids’, originally designed for wheat and rye. This method consisted in the simple titration of a
flour suspension with phenolphthalein as an indicator of the end point.

For the free fatty acids evaluation, acidity of suspension of samples was determined by a slightly
modified titration standard method (CSN 56 0512-9). The experiment conducted in two repetitions for each
variety. Due to lower yield and insufficient amount of selected species, for the titration was used 5g of flour.
Evaluation of millet storage changes carried out in 12 weeks interval in two repetitions for each sample in
2008/2009.

Results and Discussion

Rancidity of millets was evaluated as titratable acidity caused by increasing free fatty acids. This is
commonly used analytical technique for determining rancidity in fats and oils (Gray 1986). Titration method
used for the experiment was slightly modified because of suspensions non transparency and discoloured.
Modification included using a reference electrode instead of phenolphthalein as an indicator of the end point.
The endpoint pH 9.5 was determined on the basis of repeated blank experiments with phenolphthalein as the
indicator.

The results are shown in Table 1. They demonstrated that the tropical species incline to rapid
development of titratable acidity during storage period. The mean titratable acidity of whole grains during the
whole period of storage was approximately 66.3 mg of NaOH/100g of dry matter (at the beginning it was
61.18+£20.47 mg of NaOH/100g of dry matter and 71.33424.30 at the end of the storage period). The lowest
mean titratable acidity was in variety Setaria italica "01Z22300002" (46.80+8.63 mg of NaOH/100 g of dry
matter) whilst the highest mean titratable acidity appeared in variety Pennisetum americanum (139.98+14.19
mg of NaOH/100 g of dry matter).
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Table 1: Mean titratable acidity of millet varieties

Specie Mean Titr load+SD Specie Mean Titr load+SD

P.miliaceum Omskoe 2 59.98+4.47" S. italica 0122300016 61.29+2.89"

P. miliaceum Irtyskoe 5 62.06+2.54" S. italica 0122300036 51.23+7.10"

P. miliaceum Lug Shuno 16 63.13£11.47* | Pennisetum americanum 139.98+14.19

P. miliaceum Unikum 60.16+2.54% Echinochloa frumentacea 72.52+410.26°%

P. miliaceum Minerva 10 55.78+7.50% Setaria italica 54.20+4.18%

S. italica 0122300002 46.80+8.63% Setaria italica conv. Maxima 52.85+2.35%

S. italica 0122300007 75.87+9.31% Eleusine coracana 80.87+7.50°

S. italica 0172300004 57.14+8.33®

Different letters in the same row are statistically significant at p less than 0.05.

Generally, differences between two measurements of titratable acidity were higher in Setaria italica
varieties. The greatest differences between two measurements of titratable acidity were in Pennisetum
americanum and Echinochloa frumentacea. The titratable acidity of P. americanum, was at the beginning of
the experiment, approximately 127.9 and 152.1 mg of NaOH/100g of dry matter after 12 weeks storage. The
titratable acidity of E. frumentacea was 63.9 mg of NaOH/100g of dry matter at the beginning of experiment
and 81.1 mg of NaOH/100g of dry matter at the end of the experiment. In comparison to the rest, remarkably
stable was Setaria italica convar. maxima, i.e. 52.85%2.35 in both measurements.

Results of Kaced et al. (1984) experiments show that pearl millet can be stored for long periods with
deterioration in quality if the kernels are intact. Over the results of these experiments, our results showed
significant changes in whole pearl millet grains during the storage period. Also Hansen and Rose (1996)
published that ordinary room temperature contributes to development of rancidity, which also showed in
some of our millet varieties.

Conclusion

Degradation of oils was caused by increasing acidity due to increasing free fatty acids. The highest mean
titratable acidity appeared in Pennisetum americanum (L.) K.Schum., thus this species cannot be
recommended for storing in room temperatures. Higher differences between measurements of titratable
acidity were found by Setaria italica varieties. In general, titratable acidity was significantly affected by
variety. The experiment showed that the tropical species incline to rapid development of titratable acidity
during storage period.

Acknowledgement . This study was supported by grant of NAZV QG60130 "Minoritni plodiny pro
specifické vyuziti v potravinarstvi’.
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AGROBACTERIUM- MEDIATED TRANSFORMATION OF MICROSPORES AND
MICROSPORE-DERIVED EMBRYOS OF BRASSICA NAPUS (L.).

Ewa DUBAS — Jana MORAVCIKOVA — Jana LIBANTOVA — Iwona ZUR — Monika
KRZEWSKA

Haploid microspore-derived embryos (MDEs) constitute a unique material for the introduction of new traits into oilseed
rape (Brassica napus L.). MDEs have been transformed with Agrobacterium tumefaciens LBA4404, carrying the binary
vector pEDI containind glucuronidase gene under control of auxin promoter. Putative transgenic microspores were
subjected to histochemical GUS activity assays. Transformation of oilseed rape MDEs facilitates the obtaining of
homozygote for the introduced gene.

Keywords: Agrobacterium tumefaciens, auxin sensitive promoter, f-glucuronidase gene, microspores, microspore-
derived embryos, oilseed rape

Introduction

Production of doubled haploid (DH) crop plants through microspore embryogenesis induction is high of
importance in breeding programmes as well as in many areas of basic research. Isolated microspore culture
can be used as a convenient system in genetic manipulations (Jidhne & Lorz 1995). Transformation of
microspores avoids hemizygosis and chimerism, generating embryos and plants with homozygotic
expression of the introduced transgene in all cells (Dormann et al. 2001). Moreover fertile homozygous
plants within one generation can developed with stable integrated into their genome foreign DNA. Till now,
Agrobacterium-mediated transformation method was successfully applied on the broad range of plants.
However, thick cell wall of the microspores has been considered as the main obstacle for Agrobacterium to
penetrate the cell (Dormann et al. 2001). Brassica napus microspores are haploid cells that can be obtained
during isolation procedure in a large quantity. Stress factors can influence the level of endogenous hormones
in the treated microspores (Zur et al. 2007) that can cause high androgenic potential and high regeneration
capability. Androgenesis could be regulated by differential distribution of the plant hormone auxin. However,
the significant role of auxin, in this system still remains not identified. Because of the similarity between
developmental pathways of embryogenic microspores and zygotic embryos, microspore culture system can
be also used as excellent model in studies on early plant embryogenesis.

The aim of presented research is the auxin gradient localization using reporter gus gene in the
microspores and microspore-derived embryos (MDEs) of Brassica napus at the early developmental stages.

Materials and methods

Plant material

Plants of Brassica napus L. cv. Topas line DH 4079 were used for the experiments and they were grown
according to Custers (2003). When plants just started to flower, flower buds of 3.2-3.5 mm in length were
selected and divided over three bud length classes (3.2-3.3, 3.3-3.4 and 3.4-3.5 mm), and from each class
15-20 buds were used for the isolation of microspores.

Preparation of microspores and transformation procedure

Prior to transformation experiments, microspores were isolated according to Custers (2003) with
modifications by Joosen et al. (2007) and cultured in Petri dishes at the density of 40 000 ml in NLN medium
with 13% sucrose (NLN-13) medium (Lichter, 1982). Embryogenic cultures were obtained by applying
32+0.2°C heat stress followed by transfer to 25°C in darkness. Prior the transformation procedure,
microspore suspension cultures were continuously kept in NLN-13 up to 7" or 21% day of culture.

The microspore cultures were transformed using A. tumefaciens LBA4404 carrying binary vector
DRS5::GUS. The construct DR5::GUS consists of seven-copy tandem direct repeats of the ARF-binding site
from the soybean G3 promoter placed upstream of a minimal cauliflower mosaic virus (CaMV) 35S promoter
and the B-glucuronidase (GUS)-coding sequence (Ulmasov et al. 1997). Standard cloning techniques were
used to introduce the expression unit DR5-GUS (kindly provided by Prof. Tom Guilfoyl, Department of
Biochemistry, University of Missouri, Columbia) into binary vector pPBINPLUS (van Engelen et al. 1995).
The NLN-13 medium for co-cultivation was supplemented with 0.01 mol/l D-glucose and 20 pmol/l
acetosyringone. After 2 days of co-cultivation (at 27°C in darkness), the microspores were washed three
times using NLN medium supplemented with 500 mg/l cefotaxime and the final culture of microspore
suspension in NLN-13 was supplemented with 100 mg/1 cefotaxime.
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Histochemical GUS assay

To assay GUS activity, samples (microspores and MDEs) were incubated with 5-bromo-4-chloro-3-
indolyl-B-D-glucuronide (X-Gluc) solution as described by Jefferson (1987). Samples were vacuum
infiltrated in the X-Gluc solution for 10 min at room temperature and then incubated at 37°C in the dark for
24 hrs. Next to this, samples were whole mounted on microscope slides in a clearing solution of chloral-
hydrate:glycerol:water (8:1:2 [v/v]) as described by Berleth and Jurgens (1993). The samples were covered
analyzed under Nikon Eclipse E-600 microscope and digitally recorded.

Results and discussion

GUS assay in microspores as well as in MDEs was conducted 1 month after Agrobacterium inoculation.
It showed the expression of the introduced gene. We describe a GUS-based auxin biosensor to monitor
endogenous auxin during B. napus microspore embryogenesis at the earliest stages of MDE formation at
cellular resolution. Synthetic auxin response reporter constructs known as DR5::GUS is an important tool to
localize regions of auxin responsiveness, in which the GUS are a reporter gene, and DRS5 is a promoter that
responds to auxin. So, in microspores as well as in the MDEs transformed with the DRS5::GUS, construct can
follow presence of auxin by visualizing the distribution of GUS.

Acknowledgment. The research was supported by the IPP PAS - IPGB SAS bilateral project ("Molecular
analysis of auxin distribution in oilseed androgenic embryos”), VEGA 2/0011/08 and by the EEA Financial
Mechanism SAV-EHP-2008-02-01.
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HODNOTENIE VPLYVU TRANSGENNEJ BT-KUKURICE NA PODNE
BAKTERIALNE SPOLOCENSTVA
EVALUATION OF EFFECTS OF TRANSGENIC BT-MAIZE ON BACTERIAL
COMMUNITIES IN SOIL

Natalia FARAGOVA' — Juraj FARAGO? — Peter MIHALCIK'

We evaluated the effect of two hybrids of transgenic Bt-maize, tested experimentally in field conditions at the
Experimental research station Borovce, on the abundance of active and sporeforming microflora, metabolic diversity and
utilization of C-sources by microbial community of rhizosphere and bulk soil. No transgenic material was collected
besides the rhizosphere and bulk soil samples around the roots of transgenic and non-transgenic plants. The abundance
of active forms of microorganisms differed slightly (by 0.5%) between transgenic and non-transgenic plants, with higher
counts for the transgenic hybrids. The total counts of bacterial spores were by 6 to 20% higher in transgenic hybrids,
however no significant differences were observed. Contrary, statistically significant differences between samples
collected from the rhizosphere and bulk soil of transgenic hybrids and non-transgenic control maize were detected in
metabolic diversity and average utilization of C-sources. The highest metabolic diversity of microbial communities was
observed in samples taken from the surrounding of non-transgenic control maize, exceeding by 4% that of transgenic Bt-
hybrids. An opposite result was obtained for the average utilization of C-sources, where the transgenic hybrids exceeded
the non-transgenic control by 10%. However, similar statistically significant differences in metabolic diversity and
utilization of C-sources by soil microorganisms were observed between samples collected from the field release site
before sowing and from the surrounding free area without plants. Based on the results it can be concluded, that the
selected transgenic plants have no negative effect on the soil microorganisms, and the observed differences were in the
frame of natural variability expected in conventional agricultural systems.

Key words: average metabolic response, Bt-maize, community metabolic diversity, culturable soil microbiota

Uvod

Siroké spektrum vyuzitia a vysoka potencidlna tirodnost zarad’uje kukuricu siatu medzi rozhodujuce
pol'nohospodarske plodiny. Jej pestovatel'ské stanoviste sa stale rozsiruje, a to i do menej priaznivych oblasti.
Optimalne vyuzitie jej produkéného potencidlu sa stdva rozhodujicim atributom ekonomiky jej pestovania
v praxi. Efektivnost’ pestovania kukurice siatej ovplyviiuje cely rad objektivnych i subjektivnych faktorov.
Na zaklade doterajSich analyz ekologickych podmienok a technologickych charakteristik kukurice siatej
rozhoduje o vyske dosiahnutej Grody technolégia pestovania (40 %), spravne zvoleny hybrid (30 %)
a podmienky prostredia (30 %) (Pospisil 2001).

ZvySovanie poziadaviek na uUrodovy potencial a znizovanie nakladov na chemickd ochranu pred
Skodcami viedlo k vyvoju geneticky modifikovanej kukurice s rezistenciou proti vijacke kukuricnej (Ostrinia
nubilalis) s vlozenym génom z pddnej baktérie Bacillus thuringiensis. Gény Cry z Bacillus thuringiensis
zabezpecuju tvorbu 6-endotoxinov (Bt toxinov) v rastline, v podstate tych istych ako su v postrekoch.
V porovnani s pouzivanymi insekticidmi je tak uzitony hmyz uchraneny (Icoz & Stotzky 2008).

Rastliny kukurice s inkorporovanym génom, menej napadnuté vijackou kukuri€nou st aj menej
napadnuté fuzariami, producentmi nebezpecnych mykotoxinov. Insekt rezistentna Bt kukurica s oznacenim
MON 810 je jedinou geneticky modifikovanou plodinou, ktora je pestovand v Eurdpskej unii vratane
Slovenska (James 2009). Vzijomny vztah geneticky modifikovanych rastlin s mikrobialnymi
spolo¢enstvami v rizosfére je jednym z dolezitych aspektov hodnotenia potencialneho rizika pestovania
tychto rastlin (Weinert et al. 2009).

Material a metody

Do experimentov boli zaradené geneticky modifikované hybridy kukurice MON 810 s vnesenym Bt-
génom proti vijacke kukuri¢nej, produkujucimi protein CrylAb, ktory sa prirodzene vyskytuje v podnej
baktérii Bacillus thurigiensis a kontrolné nemodifikované hybridy kukurice. Transgénne (DKC 4627YG,
DKC 3946YG) inetransgénne (DKC 3511) hybridy kukurice siatej sa pestuju na pozemkoch Vyskumne;j
stanice Borovce. Okrem rizosférnych vzoriek sa odoberali i vzorky z okolitej pody v dvoch terminoch odberu
(1. predkultivaény termin — pred vysevom kukurice z pestovatel'skej pddy a vol'nej plochy bez porastu; 2.
jarny termin v ¢ase nasadenia dsmych listov — V4). Odber rizosférnych vzoriek bol uskuto¢neny tak, aby sa
zabranilo sticasnému odberu rastlinného materialu. Vzorky sa spracovavali mikrobiologickymi postupmi
podl'a Tkeda et al. (2006). Po homogenizacii a preosiati pddnych vzoriek cez 2 mm sito bola Cast’ vzorky
vysuSena za ucelom stanovenia susiny a ¢ast’ pripravena na biochemické a mikrobiologické analyzy. Pddne
vzorky sa homogenizovali v 10 mM fosfatovom roztoku na laboratornej trepacke pri otackach 200 rpm. Po
centrifugdcii a riedeni vzoriek sa supernatant pipetoval na selekéné zivné média a do GN (pre gramnegativne
baktérie) a GP (pre grampozitivne baktérie) mikroplatni¢iek obsahujiicich 95 rozlicnych zdrojov C
(Biolog™, Inc., USA). Po inkubécii v biologickom termostate sa v 24-hodinovych intervaloch stanovovala
pocetnost’ kolonii, utilizacia jednotlivych zdrojov C a opticka hustota v komdrkach pri vinovej dizke 590 nm.
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Mikrobiologické analyzy:

a) celkovy pocet aerobnych mikroorganizmov tvoriacich kolonie na Thortonovom agare vyjadrenim
poctu kolonietvoriacich jednotiek (KTJ) v prepocte na 1 g susiny pody

b) mnozstvo bakterialnych spor po pasterizacii vzorky v KTJ/ 1 g suSiny

Biochemické analyzy (identifikacné kity Biolog™ Inc., USA):

a) priemerna respiracna aktivita C-zdrojov mikrobialnych spolocenstiev (AMR)

b) funk¢énd hustota mikrobialnych spolocenstiev (CMD).

Biologické analyzy:

a) celkovy fyziologicky profil GN a GP baktérii (CLPP) v rizosfére geneticky modifikovanych a
nemodifikovanych hybridov kukurice pestovanych v polnych podmienkach v kukuri¢nej agroekologickej
oblasti

b) celkovy fyziologicky profil GN a GP baktérii (CLPP) vpdde zokolia koreniov geneticky
modifikovanych a nemodifikovanych hybridov kukurice pestovanych v pol'nych podmienkach v kukuri¢nej
agroekologickej oblasti.

Vysledky a diskusia

Variabilita celkového poctu sporulujucich anesporulujicich aerébnych mikroorganizmov nebola
Statisticky vyznamne ovplyvnena hybridom kukurice (transgénna Bt-kukurica, netransgénna konven¢na
kukurica) a opakovanim. Statisticky vyznamné rozdiely (p < 0,001) boli pozorované iba pri povode podnych
vzoriek (rizosférna a nerizosférna podna vzorka). Pocetnost’ aktivnych foriem mikroorganizmov sa medzi
transgénnymi a netransgénnymi hybridmi nepatrne lisila (o 0,5 %) v prospech linii Bt-kukurice. Pocetnost’
bakteridlnych spor bola pri Bt-kukuriciach vyssia od 6 do 20 % v porovnani s nemodifikovanym hybridom
DKC 3511.

Oliveira et al. (2008) pocas dvojroéného experimentu hodnotili zmeny v podnych mikrobiologickych

charakteristikdich pddy spdsobené pestovanim dvoch linii transgénnej Bt-kukurice aich izogénnych
netransgénnych linii. Rozdiely v kluCovych mikrobiologickych parametroch, zahfiajucich kultivovatelné
aerobne baktérie, aktinomycéty a mikromycéty, neboli Statisticky potvrdené. Signifikantné rozdiely boli
pozorované medzi rizosférnymi a nerizosférnymi pddnymi vzorkami.
Pri hodnoteni metabolickej diverzity mikrobiadlnych spolocenstiev (CMD) a priemernej utilizacie C-zdrojov
mikrobialnou komunitou (AMR) v pddnych vzorkach geneticky modifikovanych a nemodifikovanych rastlin
kukurice siatej boli zaznamenané Statisticky vyznamné rozdiely medzi jednotlivymi hybridmi (DKC 3511,
DKC 4627YG, DKC 3946YG), typom pddnych vzoriek (rizosférna a okolitd pdda) a pouzitou
mikroplatni¢kou (GP, GN) Biolog™ systému (p < 0,01; p < 0,001).

Najvyssou metabolickou diverzitou mikrobidlnych spoloCenstiev sa vyznacovali vzorky pochadzajice
z okolia koretiov netransgénneho hybridu DKC 3511, ktoré prevysili oba transgénne hybridy Bt-kukurice o 4
%. Naopak, priemerna utilizacia C-zdrojov baktérii odvodenych zo vzoriek transgénnych hybridov Bt-
kukurice DKC 4627YG a DKC 3946YG prevysila netransgénny hybrid o 10 %. Podobné vyledky boli
ziskané z mikrobiologickych analyz pddnych vzoriek geneticky modifikovanych hybridov kukurice na zrno
DK440Bt, nemodifikovanych hybridov DK440 a z volnej plochy bez porastu v rokoch 2006 a 2007 na
pozemkoch Vyskumnej stanice Borovce, kde sa najvy$sim poctom utilizovanych substratov vyznacovala
baktériocendza izolovana z rizosféry transgénnej Bt-kukurice (Faragova et al. 2007).

Vo vseobecnosti méZzeme konstatovat’, ze metabolickd diverzita mikroorganizmov v rizosfére bola vyssia
0 37 % v porovnani s metabolickou diverzitou podnej bioty v okolitej pdde. Priemerna utilizacia C-zdrojov
v rizosférnych spolocenstvach prevySovala 082 % utilizdciu C nerizosférnymi mikrobidlnymi
spolo€enstvami.

Preukazne vyznamné rozdiely (P < 0,001) boli sledované aj pri funkcnej hustote a respiracnej aktivite
gramnegativnych a grampozitivnych baktérii. Pri vSetkych rizosférnych ineriziosférnych vzorkach
pochadzajucich ¢i uz z transgénnych alebo netransgénnych rastlin kukurice siatej boli namerané vysSie
hodnoty oboch znakov v prospech gramnegativnych baktérii. Tieto Udaje koreSponduji aj s vysledkami
ziskanymi pri monitorovani vplyvov troch typov geneticky modifikovanych rastlin lucerny siatej
s vnesenymi Ov, AMV-cp-s, nptll a gus génmi na podne bakteridlne spolocenstva, kde funkéna hustota
gramnegativnych spolocenstiev prevysila grampozitivne spolocenstva o 70 az 92 % (Faragova et al. 2010).

Pestovanim transgénnych rastlin Bt-kukurice sa zvySila metabolicka diverzita mikrobidlnych
spolocenstiev 0 25 % a priemerna utilizacia C-zdrojov o 83 % v porovnani s predkultivaénym rozborom.
Pestovanie geneticky nemodifikovanych hybridov kukurice DKC 3511 zvysilo metabolicku diverzitu o 31 %
a utilizaciu C-zdrojov mikrobialnou komunitou o 67 % v porovnani s rozborom pddy vykonanym pred
vysevom rastlin.

Statisticky vyznamné rozdiely v metabolickej diverzite a priemernej utilizicii zdrojov C v pddnych
vzorkdch boli zaznamenané medzi transgénnym hyridom Bt-kukurice DKC 4627YG a netransgénnym
hybridom DKC 3511 ataktiez medzi transgénnym hybridom DKC 3946YG a DKC 3511 (P < 0,001).
Podobné statisticky vyznamné rozdiely v metabolickej diverzite a utilizacii C-zdrojov (P < 0,001) boli
zaznamenané aj medzi podnymi vzorkami pochddzajiicimi z pozemku pred vysadbou rastlin kukurice a z
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blizkej voI'nej plochy bez porastu, ¢o koresponduje s vysokou dynamikou a heterogenitou pddnej bioty
(Dobler et al. 2001). Preto je ¢asto vel'mi obtiazna determinacia zloZenia mikrobialnych spolo¢enstiev pody
aich odpoved’ na porusenie daného ekosystému (Icoz & Stotzky 2008). Kolektiv autorov Cortet et al.
(2007) porovnavali vzajomny vplyv Bt-kukurice s réznymi konvenénymi odrodami kukurice na podnu
mikrofloru. Bol zisteny urcity signifikantne negativny vplyv Bt-kukurice na mikroartropoédy v podach
s vysokym obsahom ilu. Signifikantne vyssie odlisnosti boli v§ak pozorované medzi réznymi konvenénymi
odrodami kukurice. Preto je diskutabilné, ¢i vplyv Bt-kukurice je odrazom Bt-toxinu alebo len odrody. Na
zéklade vysledkov bol sformulovany zaver, ze vplyv Bt-kukurice na pédne mikroorganizmy bol maly a
zapadal do ramca variability, ktora je oCakévana v konvenénych pol'nohospodarskych systémoch.

Funk¢na hustota mikrobidlnych spolocenstiev a utilizacia C-zdrojov sa zvySovala priamotimerne s casom
bez ohl'adu na typ pddnej vzorky pri vSetkych transgénnych i netransgénnych rastlinach kukurice siatej, coho
vystupom je vypracovanie celkového fyziologického profilu pre gramnegativne i grampozitivne bakterialne
spolocenstva.
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Obr. 1: Celkovy fyziologicky profil mikrobidlnej komunity porovnavajici priemernt utilizaciu C-zdrojov (AMR)
grampozitivnych (A) a gramnegativnych (B) podnych baktérii v rizosfére transgénnych (DKC 4627YG, DKC 3946YG)
a netransgénnych (DKC 3511) hybridov kukurice siate;j.
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Obr. 2: Celkovy fyziologicky profil mikrobidlnej komunity porovnavajuci priemerna utilizdciu C-zdrojov
(AMR)grampozitivnych (C) a gramnegativinych (D) pédnych baktérii z okolia korefiového systému transgénnych (DKC
4627YG, DKC 3946YG) a netransgénnych (DKC 3511) hybridov kukurice siatej.
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Obr. 3: Celkovy fyziologicky profil mikrobidlnej komunity porovnavajuci metabolicki diverzitu (CMD)
grampozitivnych (E) a gramnegativnych (F) podnych baktérii z rizosféry transgénnych (DKC 4627YG, DKC 3946YG)
a netransgénnych (DKC 3511) hybridov kukurice siate;.
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Obr. 4: Celkovy fyziologicky profil mikrobidlnej komunity porovnavajuci metabolickil diverzitu (CMD)
grampozitivnych (G) a gramnegativnych (H) podnych baktérii z okolia korefiového systému transgénnych (DKC
4627YG, DKC 3946YG) a netransgénnych (DKC 3511) hybridov kukurice siate;j.

Zaver

Statisticky vyznamé rozdiely v poletnostiach aktivnych a neaktivnych sporulujucich formach
mikrobialnych spolocenstiev medzi transgénnymi Bt-kukuricami a netransgénnymi liniami neboli
pozorované. Signifikantné rozdiely v pocte kultivovatelnych mikroorganizmov boli sledované iba medzi
roznymi typmi vzoriek (rizosférna a okolitda pdda). NajvysSou metabolickou diverzitou mikrobidlnych
spolo€enstiev sa vyznacovali vzorky pochadzajice z okolia koreiiov netransgénneho hybridu DKC 3511,
ktoré prevysili oba transgénne hybridy Bt-kukurice o 4 %. Naopak, priemerna utilizdcia C-zdrojov baktérii
odvodenych zo vzoriek transgénnych hybridov Bt-kukurice DKC 4627YG a DKC 3946YG prevysila
netransgénny hybrid o 10 %. Statisticky vyznamné rozdiely v metabolickej diverzite a priemernej utilizacii
zdrojov C v pddnych vzorkach boli zaznamenané medzi transgénnym hyridom Bt-kukurice DKC 4627YG
a netransgénnym hybridom DKC 3511 a taktiez medzi transgénnym hybridom DKC 3946YG a DKC 3511,
avSak podobné Statisticky vyznamné rozdiely v metabolickej diverzite a utilizacii C-zdrojov boli
zaznamenané aj medzi poddnymi vzorkami pochadzajiicimi z pozemku pred vysadbou rastlin kukurice a z
blizkej vol'nej plochy bez porastu.
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INDUKCIA ADVENTIVNEJ ORGANOGENEZY V IN VITRO KULTURE
CHMELU OBYCAJNEHO (HUMULUS LUPULUS L.)
INDUCTION OF ADVENTITIOUS ORGANOGENESIS IN IN VITRO CULTURE
OF HOP (HUMULUS LUPULUS L.)

Juraj FARAGO' — Eva KOLLAROVA' — Natalia FARAGOVA?

We evaluated the in vitro organogenic abilities of two types of explants (internode segments vs. leaf-blade segments) of
12 genotypes of hop (Humulus lupulus L.) cultured on two different culture media differing in the sugar content (glucose
vs. maltose). Statistically significant differences in in vitro organogenic ability were observed for all the factors, i.e. plant
genotype, explant type, and sugar content of media. The highest frequency of adventitios shoot regeneration was
observed for internode segments of genotype Zlatan/1/2/T cultured on media containing maltose. In general, media
containing maltose and internode explants proved to be the best for induction of adventitious organogenesis in hop
genotypes tested.

Key words: adventitious plant regeneration, in vitro organogenesis, hops, explant type, genotype, maltose

Uvod

Chmel’ oby¢ajny (Humulus lupulus L.) je dvojdoma popinava trvaca rastlina z ¢el'ade konopovitych
(Cannabinaceae). Najvyznamnej$ou zlozkou chmel'u st samicie $istice, ktoré obsahuju Zzivice a esencialne
oleje dolezité z pivovarnickeho hladiska. Alfa-horké kyseliny zo zivic si zdrojom horkosti piva, zatial
¢o esenciadlne oleje poskytuju pivu arému a chut’ (Hornsey 1999). V poslednej dobe sa zistilo, ze chmel
obsahuje aj rozne iné latky s biologickymi u¢inkami, napr. antioxidacne aktivne latky s protirakovinnymi
ucinkami (Stevens et al. 1997). K tymto biologicky aktivnym latkam chmel’u patria flavonoidy, najmi ich
derivaty prenylované flavonoidy (prenylflavonoidy) (Moir 2000; Zanoli & Zavatti 2008).

Biotechnologické metody st lakavou alternativou ¢i doplnkom beznych s§lachtitel'skych metdd podobne
ako pri inych plodinach, tak aj pri chmeli obycajnom. Mnohé aplikdcie biotechnologickych metdd
v §lachteni vyzaduju pouzitie takzvanych in vitro technik. Regeneracia rastlin z explantatov neobsahujacich
meristémy je preferovanym in vitro regeneraénym systémom pri mnohych biotechnologickych aplikaciach
(Phillips 2004). Vyhodou tychto metdd je kultivacia rastlinného materidlu v kontrolovanych podmienkach
nezavisle od enviromentalnych vplyvov. Napriek tomu prac referujucich o regeneracii rastlin
z nemeristémovych explantatov je pomerne malo (napr. Rakousky & Matousek 1994; Fortes & Pais 2000).

Vhodnym sposobom indukcie regeneracie rastlin pri chmeli sa ukazuje byt indukcia adventivnej
organogenézy z nemeristémovych explantatov (Rakousky & Matousek 1994; Horlemann et al. 2003; Batista
et al. 2008). Preto sme sa v na$ej praci snazili vyvinat’ vysoko u¢inny in vitro regeneraény systém zalozeny
na kultivacii internodalnych a listovych explantatov na Specifickych regenerac¢nych zivnych médiach. V praci
sme sledovali vplyv druhu explantatu, sacharidu a genotypu na parametre adventivnej organogenéze v in
vitro kultare chmel'u.

Material a metody

Rastlinny materidl

Explantaty dvanastich genotypov (K-31/3/7, K-70/4/2, K-71/4/1, K-72/6/13, K-72/6/13M, K-114/24/1, K-
114/24/1M, Sifem/15/4, Aromat/4/6T, Luéan/4/3M, Zlatan/1/2T, PRM/3) chmelu oby¢ajného (Humulus
lupulus L.) boli ziskané z in vitro kultivovanych vyhonkovych kultar z kolekcie bezvirusovych génovych
zdrojov chmel'u v Centre vyskumu rastlinnej vyroby, Vyskumnom ustave rastlinnej vyroby v PieStanoch
(CVRV-VURV). Explantaty v in vitro kolekcii boli uchovavané na udrziavacom zivnom médiu MSW,A
(Farago et al. 2008) a subkultivované na Cerstvé zivné média v intervaloch 12-18 tyzdiov. Explantaty boli
izolované z vyhonkovych kultar udrziavanych na zivnom médiu MSWyA priblizne 10 tyzdnov.

Zivné média

Na kultivaciu explantatov chmelu boli pouzité dva druhy zivnych médii: B2N2G a B2N2M. Obe média
obsahovali minerdlne zlozky MS (Murashige & Skoog 1962) avitaminy podla Wetmorea a Sorokina
(Wetmore & Sorokin 1955). Dal§imi zlozkami zivnych médii boli glycin (2 mg.I""), myo-inozitol (100 mg.1™),
glukéza (20 g.I'") alebo maltdza (30 g.I'), phytagel (2,5 g.1""), 6-benzylaminopurin (BAP, 2 mg.I"") a kyselinu
o-naftyloctovd (NAA, 2 mg.l™"). Média B2N2G a B2N2M sa lidili obsahom sacharidov: médium B2N2G
obsahovalo 20 g.I" glukdzy a médium B2N2M 30 g.I"' maltézy. Média boli autoklavované 20 minut pri 121
C atlaku 100 atm a asepticky rozliate po 25 ml do Petriho misiek s priemerom 10 cm.

Pracovny postup

Na povrch zivnych médii B2N2G a B2N2M boli ulozené dva druhy explantatov: stonkové segmenty (StS)
dIhé priblizne 6-8 mm, a segmenty listovych &epeli (LS) o velkosti priblizne 5x5 mm. Casti listovych Gepeli
boli nasadzané na povrch Zivného média adaxidlnou (spodnou) stranou v kontakte so zivnym médiom a Casti
stoniek vodorovne. Kazda Petriho miska (PM) so zivnym médiom obsahovala 12 explantatov StS a 12
explantatov LS. Petriho misky s explantatmi boli kultivované v kultivac¢nej miestnosti vo fotoperiode 16 h
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svetlo/8 h tma pri teplotach priblizne 22-23 'C (den) a 19-20 'C (noc). Intenzita osvetlenia bola 3500 luxov.
Parametre rastu a morfogenézy kultar boli vyhodnotené po 6 tyzdnoch kultivacie explantatov.

Vysledky a diskusia.

Vysoka frekvencia in vitro regeneracie je predpokladom uspesnej aplikacie technik prenosu génov pri
chmeli (Horlemann et al. 2003; Batista et al. 2008). V nafom experimente bolo testovanych na in vitro
organogénnu schopnost’ spolu 1728 explantatov (864 stonkovych segmentov a 864 listovych cepeli)
dvanastich genotypov chmel'u oby¢ajného kultivovanych na dvoch zivnych médiach, lisiacich sa obsahom
sacharidu (glukéza vs. maltdza).

Sumarne vysledky experimentu st uvedené v tab. 1. Vsetky genotypy tvorili okolo reznych ran kalusové
pletivo po 1-2 tyzdnoch kultivacie. Po 2-3 tyzdiioch pri niektorych explantatoch zacali regenerovat’ kratke
vyhonky. Najvyssia frekvencia regeneracie adventivnych vyhonkov bola pozorovana pri StS explantatoch
genotypu Zlatan/1/2T na médiu B2N2M (52,8%). Frekvencia regeneracie adventivnych vyhonkov sa
pohybovala od 0% (K-72/6/13, K-114/24/1, K-114/24/1M, B2N2G pri LS a StS, B2N2M pri LS) do 52,8%
(Zlatan/1/2T, B2N2M, StS). Na frekvenciu indukcie adventivnych vyhonkov mal signifikantny vplyv
genotyp (ANOVA, P<0,01), typ explantatu (P<0,001) a obsah sacharidu v médiu (P<0,001).

Okrem regeneracie adventivnych vyhonkov sme sledovali aj tvorbu organogénnych nodul, ktoré mozu byt
indikatorom a predstupiiom regeneracie adventivnych vyhonkov pri chmeli (Fortes & Pais 2000). Najvyssia
schopnost’ tvorby organogénnych nodul bola zistena pri genotype Zlatan/1/2T, ¢o je v sulade s hypotézou
vzt'ahu medzi tvorbou organogénnych nodul a schopnost'ou regenerovat’ adventivne vyhonky.

Najdolezitejsimi parametrami z hladiska pouzitia explantatovej kultiry chmelu je okrem frekvencie
regeneracie vyhonkov aj priemerny pocet regenerantov na jeden explantat. VSetky tri sledované faktory
(genotyp, druh sacharidu a druh explantatu) silne ovplyviiovali tento parameter (ANOVA, P<0,001).

Zaver

Zistili sme, Ze ztestovanych 12 genotypov najvySSiu schopnost in vitro regeneracie adventivnych
vyhonkov dosahoval genotyp Zlatan/1/2T pripouZiti stonkovych segmentov kultivovanych na médiu
s obsahom maltézy (médium B2N2M, 52,8 %). V tomto pripade dosahoval najvyssiu hodnotu aj priemerny
pocet regenerovanych vyhonkov na jeden explantat (2,60 vyhonkov/explantat) a pri StS explantatoch
genotypu Zlatan/1/2/T kultivovanych na médiu B2N2M bola tiz zaznamenand najvyssia frekvencia tvorby
organogénnych nodul (66,7 %). Indukcia regeneracie rastlin chmelu vin vitro kultire adventivnou
organogenézou bola zavisla od druhu explantatu (vysSia regeneracna schopnost” StS explantatov) a druhu
sacharidu v zivnom médiu (vysSia indukcia regenerdcie na médiu obsahujicom maltdozu). Aj pri tychto
podmienkach vSak bola schopnost’ explantatov chmelu v in vitro kultare regenerovat’ adventivne vyhonky
genotypovo zavisla.
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Tabulka 1: Porovnanie morfogénnej reakcie dvoch druhov explantatov (stonkovych segmentov, StS a segmentov
listovych Cepeli, LS) dvanastich genotypov chmel'u oby¢ajného (K-31/3/7, K-70/4/2, K-71/4/1, K-72/6/13, K-72/6/13M,
K-114/24/1, K-114/24/1M, Sifem/15/4, Aromat/4/6T, Lucan/4/3M, Zlatan/1/2T a PRM/3) na dvoch druhoch indukénych
zivnych médii (B2N2G a B2N2M) lisiacich sa v zlozeni sacharidu.

Genotyp Meédium | Explt | Poet | % % % % % % % % pr.poc. %
explt. | K | N HE | kalog. * | RRE | reg. v. vyh. | rizog.

B2N2G | LS 36 0 (00| 100 778 | 8571431 0,0 | 0,00 0 0,0

K-31/3/7 B2N2G | StS 36 0 [0,0]100,0 | 100,0 | 250 ] 61,1 | 139 | 2,78 2,00 5,6
B2N2M | LS 36 0 |0,0]100,0 | 100,0 | 83,3 | 16,7 | 0,0 | 0,00 0 16,7

B2N2M | StS 36 0,0 [ 0,0 100,0 | 100,0 | 55,6 | 44,4 | 0,0 | 2,78 3,00 194

B2N2G | LS 36 0,0 {0,0]100,0| 972 | 886|114 ]| 0,0 | 0,00 0 0,0

K-70/4/2 B2N2G | StS 36 0,0 [ 0,0 | 100,0 | 100,0 | 36,1 | 50,0 | 13,9 | 2,78 3,00 11,1
B2N2M | LS 36 0,0 {00 100,0 | 972 |77,1[229] 0,0 | 0,00 0 0,0

B2N2M | StS 36 0,0 | 0,0]100,0 | 100,0 | 52,8 | 41,7 | 5,6 | 11,11 1,75 0,0

B2N2G | LS 36 66,700 333 | 83,3 |[70,0]30,0]| 0,0 | 0,00 0 0,0

K71/4/1 B2N2G | StS 36 | 66,700 333 | 100,0 | 250|750 0,0 | 0,00 0 16,7
B2N2M | LS 36 0,0 [0,0]100,0 | 944 [97,1] 29 | 0,0 | 2,78 1,00 25,0

B2N2M | StS 36 0,0 0,0 | 100,0 | 100,0 | 389 | 52,8 | 83 | 13,89 2,00 0,0

B2N2G LS 36 0,0 {0,0]100,0 | 86,1 [935]| 6,5 | 0,0 | 0,00 0 0,0

K-72/6/13 B2N2G | StS 36 0,0 [0,0]100,0| 97,2 |57,1 37,1 57 | 0,00 0 0,0
B2N2M | LS 36 0,0 0,0 100,0 | 100,0 | 83,3 [16,7]| 0,0 | 0,00 0 0,0

B2N2M | StS 36 0,0 [ 0,0| 100,0 | 100,0 | 58,3 | 41,7 | 0,0 | 13,89 3,00 0,0

B2N2G | LS 36 16,7100 833 | 86,7 [923| 7,7 | 0,0 | 0,00 0 0,0

K-72/6/13M B2N2G | StS 36 56 10,0 | 944 | 100,0 | 38,2 559 | 59 | 0,00 0 2,9
B2N2M | LS 36 0,0 [0,0]100,0 | 972 |89 [171]| 0,0 | 2,78 1,00 27,8

B2N2M | StS 36 0,0 { 0,0 | 100,0 | 100,0 | 38,9 | 50,0 | 11,1 | 19,44 2,43 19,4

B2N2G | LS 36 | 66,700 333 | 750 |77,8[222] 0,0 | 0,00 0 83

Ko114/24/1 B2N2G | StS 36 | 66,7100 333 | 100,0 | 16,7 | 75,0 | 83 0,00 0 16,7
B2N2M | LS 36 00 [28] 972 | 943 |788 (21,2 0,0 | 0,00 0 0,0

B2N2M | StS 36 0,0 { 0,0 100,0 | 100,0 | 333 |63,9] 2,8 | 11,11 1,75 2,8

B2N2G LS 36 0,0 {0,0]100,0 | 944 [ 94,1 59 | 0,0 | 0,00 0 36,1

Ko114/24/1M B2N2G | StS 36 0,0 [ 0,0 | 100,0 | 100,0 | 19,4 [ 80,6 | 0,0 | 0,00 0 25,0
B2N2M | LS 36 28 10,0] 972 | 100,0 | 914 | 86 | 0,0 | 0,00 0 22,9

B2N2M | StS 36 0,0 [ 0,0 | 100,0 | 100,0 | 25,0 | 66,7 | 83 | 22,22 2,38 2,8

B2N2G | LS 36 00 [ 28] 972 | 943 | 788 [21,2] 0,0 | 0,00 0 20,0

Sitem/15/4 B2N2G | StS 36 0,0 [ 0,0 100,0 | 100,0 | 47,2 | 52,8 | 0,0 | 2,78 1,00 36,1
B2N2M | LS 36 28 [0,0] 972 | 97,1 |794[20,6| 0,0 | 0,00 0 5,7

B2N2M | StS 36 0,0 0,0 100,0 | 100,0 | 19,4 | 58,3 | 22,2 | 25,00 3,56 2,8

B2N2G | LS 36 0,0 [0,0]100,0 | 972 |97,1 ] 29 | 0,0 | 0,00 0 0,0

Aromat/4/6T B2N2G | StS 36 0,0 | 0,0 100,0 | 100,0 | 16,7 | 80,6 | 2,8 2,78 1,00 8,3
B2N2M | LS 36 5,6 [0,0] 944 | 100,0 | 824 [ 17,6 | 0,0 | 0,00 0 5,9

B2N2M | StS 36 0,0 [ 0,0 100,0 | 100,0 | 16,7 | 72,2 | 11,1 | 13,89 1,80 0,0

B2N2G LS 36 0,0 {0,0]100,0 | 889 [90,6| 94 | 0,0 | 2,78 2,00 11,1

Lugan/4/3M B2N2G | StS 36 0,0 [ 0,0 100,0 | 100,0 | 194 | 75,0 | 5,6 | 2,78 1,00 30,6
B2N2M | LS 36 00 [ 28] 972 | 914 |[688|31,3] 0,0 8,57 1,33 8,6

B2N2M | StS 36 0,0 [ 0,0 100,0 | 100,0 | 22,2 | 63,9 | 13,9 | 27,78 1,60 0,0

B2N2G | LS 36 0,0 {0,0]100,0 | 944 [ 941 59 | 0,0 | 2,78 1,00 13,9

Zlatan/1/2T B2N2G | StS 36 0,0 { 0,0 100,0 | 100,0 | 11,1 | 61,1 | 27,8 | 5,56 3,00 22,2
B2N2M | LS 36 0,0 [ 0,0 | 100,0 | 100,0 | 63,9 | 36,1 | 0,0 8,33 1,00 2,8

B2N2M | StS 36 0,0 | 0,0 |100,0 | 100,0 | 0,0 | 58,3 | 41,7 | 52,78 2,89 2,8

B2N2G | LS 36 16,700 833 | 86,7 [962] 38 | 0,0 | 0,00 0 0,0

Prm/3 B2N2G | StS 36 28 10,0 97,2 | 100,0 | 143 | 77,1 | 86 | 0,00 0 28,6
B2N2M | LS 36 0,0 [0,0]100,0 | 97,2 | 68,6 31,4 0,0 5,56 1,50 5,6

B2N2M | StS 36 0,0 | 0,0 | 100,0 | 100,0 | 25,0 | 66,7 | 8,3 5,56 3,00 8,3

Legenda k tab 4: B2N2G = médium MSWS s pridavkom 2 mg.1-1 BAP a 2 mg.l-1 NAA s pridavkom sacharidu glukéza (20 g.17);
B2N2M = médium MSWS s pridavkom 2 mg.l-1 BAP a 2 mg.I-1 NAA s pridavkom sacharidu maltéza (30 g.I'"); LS = segmenty listovych
Cepeli, StS = stonkové segmenty; Pocet explt. = pocet kultivovanych explantatov; % K = frekvencia kontaminovanych explantatov; % N =
frekvencia nekrotizovanych explantatov; % HE = percentualny podiel explantdtov hodnotenych na morfogenetické reakcie, t.j.
nekontaminovanych a nenekrotizovanych explantatov; % kalog. = frekvencia kalus tvoriacich explantatov; % *, % **, % *** = vizualne
hodnotena intenzita kalogenézy * = slaba, ** = priemerna, *** = intenzivna; % reg. v. = frekvencia regenerujtcich vyhonkov; Pr. Po¢. vyh.
= priemerny pocet vyhonkov na regenerujici explantat; % rizog. = frekvencia korene tvoriacich explantatov
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KLONOVE SCACHTENIE MATY PIEPORNEJ - MENTHA X PIPERITA L.
CLONAL BREEDING OF MENTHA - MENTHA X PIPERITA L.

Jozef FEJER — Ivan SALAMON — Daniela GRUCOVA

Research and breeding of medicinal and spice plants are carried out at experimental fields at the PreSov University in
PreSov, Slovakia. The plant material with a high content of menthol, as a component of essential oil was obtained during
our selection of peppermint clones. The new cultivar is accumulated in plant herbal tops from 67 to 70% menthol. Plant
leaves are contained from 80 to 85 % of this active component, as a secondary metabolite. Menthol content is
significantly higher than showed available resources of scientific literature. The comparison of morphological
characteristics have been presented differences in order to the variety Perpeta, which is registered in Slovakia.. The
valuable commercial properties (high menthol content, distinctness, uniformity and stability) are a supposition for
registration of this material as a new variety.

Key words: clonal breeding, selection, Mentha x piperita, secondary metabolities, menthol,

Uvod

Na Slovensku ma spotreba a dopyt po lie¢ivych rastlinach vzrastajucu tendenciu. V praxi to znamena, zZe
je nevyhnutné zamyslat’ sa nad vyznamom, délezitostou a pouzitim tychto rastlin, ako aj o zabezpeceni
dostato¢ného mnozstva ziadanych druhov v potrebnej kvalite. Rod Mentha L. patri medzi najvyznamnejsie
rody ¢el'ade Lamiaceae. Mita pieporna (Mentha x piperita L.) je jedna z najviac vyuzivanych a pestovanych
druhov tohto rodu, najmé pre produkciu silice. Ma Siroké uplatnenie ako zlozka ¢ajovych zmesi, podstatne
SirSie vyuzitie vSak nasla v kozmetike, vo farmaceutickom a najmé v potravinarskom priemysle. Silica z tejto
rastliny patri medzi najpopularnejsie a najviac pouzivané pre jej hlavné zlozky mentol a menton. Mita je
trvaci bylinny druh u ktorého sa predpoklada, Ze vznikol kriZzenim druhov méta vodnad Mentha aquatica L.
a méta klasnata Mentha spicata L.

Pre ziskanie drogy vysokej kvality ma vplyv cely rad pddno-klimatickych a agrotechnickych faktorov.
Klicovym prvkom v technoldgii pestovania je vhodnd odroda s vysokym produkénym potencidlom
ziadanych sekundarnych metabolitov.

Material a metody

Mentha x piperita L. je hybrid, u ktorého sa uvadza pocet chromozémov 2n = 66 alebo 2n = 72 (Gobert
et al., 2002). Vychodiskovy material (PO-MENTH_PIP-1) pre S$lachtitel'ski pracu bol ziskany z
Vyskumného ustavu agropriemyselnej vyroby vo Velkej Bakte, Zakarpatie, na Ukrajine. Tento druh
nevytvara generativne organy. MnozZenie sa realizuje vegetativne. S ohl'adom na tiito skuto¢nost’ sa pristipilo
k §Pachteniu metdédou klonového vyberu podl'a schémy
na obr. 1, ktorda zobrazuje sled selekénych skolok.
Hlavnym cielom §l'achtitel'skej prace bolo vytvorenie
odrody so schopnostou produkovat vysoky obsah
ziadanych  sekundarnych  metabolitov.  Hlavna
pozornost’ sa venovala dominantnej obsahovej zlozke
v silici midty mentolu. Genotyp z Ukrajiny bol
introdukovany do pestovania na Skolskom pozemku
PreSovskej univerzity v PreSove, kde boli zalozené
zékladné vyberové skolky (r = rok 2007, obr. 1).
V dalsich rokoch (r+1 az r+3, obr. 1) sa uskutoéfiovalo
mnozenie pomocou korenovych vybezkov.
Selektovaly sa klony, tj. vegetativne potomstva
vybranych jedincov s vysokym obsahom mentolu v
silici. Sucasne s tym sa hodnotil zdravorny stav klonov
\A b/ a morfologické znaky podla testovacej prirucky
. A UPOV TG 229/1. Hodnotenia sa porovnavali na
Co000C000000 odrodu Perpeta, ktorda je registrovand ako jedin
+3 00000000000 S kei blik
00000000000 v Slovenskej republike.

C0O0OOCOOOCO0O0

(oJeloXooRoNoRe oo o)

(o}

r,O—@OOO

Q0000

@000

O@000

TOo00®0

Ry
(@)
0000t

0000

oooooﬁ::

00000
coood

(o]
o}
o]
o}

00000 ¢— &

333 8
2 o000
000 O
000 O

Obr. 1: Schéma klonovy vyber (Rod et al. 1982)

Vysledky a diskusia
Vicsina pestovanych odrdd rastlin bolo vytvorenych konvenénymi selekénymi metddami. Bernath (2002)
uvadza pri Geladi Lamiaceae pouzitie individualneho vyberu klonov alinni ako velmi &asté. Selekciou
klonov bola vyslachtena odroda s vysokym obsahom carvonu z druhu Mentha spicata. V $lachtitel'skej praci
je pri lieCivych rastlinach velmi Casto vyuzivané medzidruhové krizenie, resp. vyuzitie prirodzenych
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hybridov vzniknutych spontannym prekrizenim. Jednym z prikladov, pri ktorom sa predpoklada vznik
spontannym medzidruhovym kriZzenim, je Mentha x piperita L. Hlavnymi obsahovymi latkami silice tohto
druhu st mentol a menton. V literatire sa uvadza rézny obsah mentolu a mentonu v silici. Sustrikova a
Salamon (2004) zistili analyzou vzoriek mity piepornej z piatich roznych lokalit z vychodnej ¢asti Slovenska
obsah mentolu 38,4 % - 49,6 %. Menton variroval v rozpéti od 0,4 % do 30,1 %. Gardiner (2000) uvadza
obsah mentolu 29 % a mentonu 20 — 30 %. V listoch mity piepornej pdvodom z Maroka bol stanoveny obsah
mentolu 5,58 % a mentonu 29,01 % (Derwich et al. 2010). Z udajov vyplyva, ze obsahové latky silice znacne
kolisu v zavislosti od povodu. Parametre kvality nového Sl'achtenia mity piepornej si uvedené v tab. 1.

Tabul’ka 1: Obsahové latky mity piepornej v % (lokalita Skolsky pozemok PU v Presove, rok 2010

i Mita pieporna (Mentha xpiperitaL.)

Zlozenie

Vnat Listy
Etericky olej 1,5+0,1 0,8+0,1
Limonem 2-3 2-3
Cineol stopy stopy
Menton 17-19 3-4
Mentofuran * *
Isomenton 2-3 1-2
Metylacetat 1-2 2-3
Mentol 67-70 80 - 85
Pulegon do 0,5 do 0,5
Piperitol * *
Carvon do 0,5 do 0,5

Metoda stanovenia: plynova chromatografia GC/FID

Ako bolo vyssie popisané, sl'achtenie je zamerané na tvorbu odrody s vysokym obsahom mentolu v silici.
Viat' novoslachtenca méty piepornej obsahuje 67-70 % mentolu. Obsah v listoch je 80-85 %. Toto
mnozstvo je vyrazne vysSie, ako s0 uvadzané tudaje v literarnych pramenoch. Okrem uspokojivej
hospodarskej hodnoty (v nasom pripade vysoky obsah ziadaného sekundarneho metabolitu) je podmienkou
registracie odliSnost, vyrovnanost a stalost odrody. Homogenita a stalost morfologickych znakov boli
ustalené v priebehu selekcie klonov. Posudzovanie sa uskutocnilo podla testovacej prirucky UPOV TG
229/1. Hodnotenim jednotlivych deskriptorov a stupiiov prejavu jednotlivych znakov sa porovnavala aj
odlisnost’ novej odrody s registrovanou odrodou Perpeta. Znaky, v ktorych sa novy kultivar odliSuje od
registrovaného su uvedené v tab. 2.

Tabul’ka 2: Odli$nost’ novej odrody od registrovane;j

C. Znak PO-MENTH PIP-1 Perpeta
4. STONKA — antokyanové sfarbenie Silné - 7 Slabé — 3
10.
(*) | LIST - intenzita zelenej farby Stredna - 5 Tmava — 7
13 )
(+) | LIST — hlbka zarezov okraja listu Stredné - 5 Plytké —3
19.
(*) | SUKVETIE - dizka DIhé - 7 Kratke - 3
Zaver

Individualnou selekciou klonov druhu méta pieporna Mentha x piperita L., ktory je povaZovany za
hybrid vzniknuty spontannym krizenim druhov méta vodna (Mentha aquatica L.) a méta klasnata (Mentha
spicata L.) bol ziskany klon, ktory je odlisny od odrody Perpeta registrovanej v Slovenskej republike.
Hospodarsky cennou vlastnostou tohto materialu je vysoky obsah mentolu v silici. Jeho obsah sa pohybuje
od 67 % do 70 % vo vnati a 80 % az 85 % v listoch. Ziskany klon bude d’alej testovany a nasledne prihlaseny
do registra¢ného konania.

94



Nové poznatky z genetiky a §l'achtenia pol'nohospodarskych rastlin Zbornik zo 17. vedeckej konferencie, Pieitany : VURV, 2010

Pod’akovanie. Prispevok bol vypracovany vramci rieSenia projektu ITMS 2622020013 s nazvom
,»Vyuzitie vyskumu a vyvoja na vy$lachtenie novych kultivarov (prototypov) lieivych rastlin a ich odrodova
registracia® financovaného prostrednictvom Agentiry MS SR pre §trukturalne fondy EU v trvani od 10/2009
do 03/2112, v ramci opatrenia 2.2 Prenos poznatkov a technologii ziskanym vyskumom a vyvojom do praxe.
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SUCASNE TRENDY A MOZNOSTI APLIKACIE PLETIVOVYCH KULTUR PRE
PRODUKCIU OKRASNYCH RASTLIN
ACTUAL TRENDS AND POSSIBILITIES OF APLICATION OF PLANT TISSUE
CULTURES FOR PRODUCTION OF ORNAMENTAL PLANTS

Angelika FILOVA' — Katarina ROVNA?

The goal of experiment was screening of 6 species Rosa L. focused on multiplication and long-term preservation of tissue
culture. By in vitro methods, we obtained multiplying culture species Rosa L.: Rosa L.: Rosa rugosa, Rosa canina, Rosa
pendulina, Rosa multiflora, Rosa chinensis and Rosa pomifera. Selected species of Rosa L. were cultivated on
modification WPM medium with 1,0 mg.I" BA (6-benzylaminopurine). Process of rhizogenesis arises on modified
medium WPM with auxine andsucrose (5 mg. I* IAA and30g.I" sacharosis). The highest regeneration and
multiplication ability was observed by Rosa multiflora. Multiplication can be express as proportion 5:1. The best rooting
results were reached with species Rosa canina. First roots formed between 30. — 45. day after set up of the shoot tissue
culture.

Key words: plant tissue cultures, Rosa L.,micropropagation, genetic diversity

Uvod

Dnes uz je mnoho doékazov, ze pletivové kultury predstavuju najrychlejsi a najspolahlivejsi spdsob
rozmnozovania rastlin. To, ¢o pritahuje pozornost’ pestovatel'ov je najmé rychlost, akou je mozné mnozit
rastlinny material v in vitro podmienkach. Nemenej zaujimavy je aj obrovsky potencial pletivovych kultur,
ktoré sa vyuzivaju na skvalitnenie rastlin. Dnes je uz tazké najst rastliny, ktoré by sa pestovatelia nepokusali
pestovat’ v in vitro podmienkach. Za posledné desatrocie sa vytvorili zasadné podmienky na vyuZivanie
explantatovych kultir ako novej metddy mnozenia a $lachtenia rastlin. Tieto techniky mozu byt vyuzité na
pripravu velkého poctu rastlin pri zachovani nezmeneného rastlinného gendému. Z toho vyplyva, Ze rastliny
budi mat presne tie isté charakteristiky ako ma vychodzia rastlina. Na druhej strane je mozné vyuzitim
tychto technik a zakladnych znalosti ziskat’ rozsirenie a vyssiu plasticitu rastlinného genomu (napr. vyssia
tolerancia k ochoreniu, zasoleniu a pod. (Pretova 2006).

Metodické postupy pre proces mikropropagacie najmd ekonomicky vyznamnych druhov boli dobre
zvladnuté uz v polovici minulého storocia, ale na technoldgie pre rozmnozovanie a obnovu vzacnych druhov
rastlin sa pozornost’ ststredila az v poslednych rokoch (Kyte 2005). Program zichrany ohrozenych druhov
v aridnych oblastiach za pomoci metod pletivovych kultar uvadza napr. Cooke (1996), sposoby generativnej
a vegetativnej reprodukcie perenidlnych bylin adrevin pre zachovanie cennych populédcii a udrzanie
potencialnej biodiverzity Sudhersan et al. (2003), Kumar, Sharma (2008) a d’alsi. Technoldgiam pletivovych
kultdr sa v uvedenom kontexte venuju svetové laboratoria v Eurdpe aj v Azii, ktoré intenzivne pracuju na
uchovavani genetickych zdrojov a zachrane vzacnych a ohrozenych druhov rastlin. Rozsirené st najméi
meristémové kultury, ktoré umoznuju ziskat’ a rozmnozovat’ Uplne sterilné, virusov, baktérii a hub zbavené
rastlinné druhy, o ma vyznam v pestovani kvetov /ruze, gerbery, lalie, tulipany, tropické kvety, orchidey/,
liecivych a aromatickych rastlin, ale aj technickych plodin (Obert 2005). V laboratoriu explantatovych kultar
Fakulty agrobiologie a potravinovych zdrojov SPU st vo forme protokolov vypracované techniky kultivacie
semien, pucikov, meristémov, embryokultur a organovych kultar pre reprodukciu rastlin az po aklimatizaciu
regenerantov schopnych reintrodukcie do prirodzeného prostredia.

Pre mnozstvo druhov okrasnych aj lieivych rastlin uz boli vyvinuté mikropropagacné metddy. Napriek
platnosti urcitych vSeobecnych principov v kultivécii a regenerdcii rastlinnych pletiv treba konstatovat’, ze
neexistuje vSeobecne pouzitelné kultivaéné médium, ale naopak, optimalne podmienky kultivacie pre
jednotlivé rastlinné druhy, kultivary a dokonca jednotlivé genotypy je potrebné zistit’ experimentalne.

ZvySovanim populacie a narokov ludi na Groven zivota narastaju negativne dopady na prirodzené
prostredie. Prejavuju sa aj poskodenim stanovist’ a poklesom genetickej, druhovej a ekosystémovej diverzity.

Otazkam zachrany biodiverzity je preto venovana rozsiahla pozornost s cielom zachovat druhy pre
dalsiu evoluciu v prirodzenom prostredi, neustile ovplyviiovanom meniacimi sa environmentalnymi
podmienkami. Vzhladom k tomu, Zze mnohé druhy su v stcasnych ekologickych a environmentalnych
podmienkach ohrozené a ich prirodzena obnova casto nie je moznd aj v dosledku nizkeho reprodukéného
potencialu, hl'adaja sa technologie pre efektivnu regeneraciu a reprodukciu v umelych podmienkach in vitro.

Cielom experimentalnych prac v predkladanom prispevku bol screening 6 druhov Rosa L. zamerany na
multiplikaciu aich dlhodobé uchovavanie v podmienkach in vitro. Zakladnymi parametrami vyskumu
divorastucich ruzi v podmienkach ,,on farm* st floristicky prieskum, zber — uskladnenie — kli¢ivost’ semien,
vegetativne rozmnozovanie, vplyv antropickej ¢innosti a suchovzdornosti jednotlivych druhov divorasticich
ruzi.

Material a metody
Ruze su staré kultarne rastliny. Ich vyskyt v prirode je v poslednych rokoch stile vzacnejsi, pritom
divorastice druhy st pestovatel'sky cennym materidlom pre obohatenie sortimentu kultirnych ruzi. Na odber
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primarnych explantatov boli vybrané donorové rastliny pochadzajuce z Malokarpatskej oblasti, lokalita
Vrbové — Barani dvor. Boli pouzité rastové meristémy z puciacich vyhonov druhov rodu Rosa L.: Rosa
rugosa, Rosa canina, Rosa pendulina, Rosa multiflora, Rosa chinensis a Rosa pomifera. Kultary sa kultivuja
na modifikovanom médiu WPM ( Lloyd, McCown, 1980) obohatenom o 1,0 mgl' BA (6-
benzylaminopurine), pri teplote 25°C, hustote oZiarenia 35 pmol.m™.s”, studené biele fluorescenéné svetlo a
fotoperidde: 16 hodin svetlo, 8 hodin tma. Proces rizogenézy prebieha na modifikovanom kultivaénom médiu
WPM obohatené o auxin a sacharézu ( 5 mg. I TAA a 30g.1"" sacharozy).

V 3-tyzdnovych intervaloch sa vizudlne hodnotili nasledovné parametre: celkovy zdravotny stav
explantatov, pocet novovytvorenych pucikov na explantate, pocet novovytvorenych vyhonov (ich farba,
diZka), po¢et novovytvorenych listov (ich farba), tvorba kalusu a jeho vlastnosti (podla klasifikatora), podet
novovytvorenych korenov (ich dizka), vitrifikacia, pritomnost’ fenolov v médiu.

Vysledky a diskusia

Indukcia, zaloZenie a proliferacia vyhonov zavisia od rastlinného druhu, od kultivovanej Casti rastlinného
tela, zlozenia kultivaéného média a kultivaénych podmienok a genetickej vybavy. Uspesnost’ zalozenia in
vitro kultiry zavisi z Casti aj od kvality pouZitého explantatu. Z tohto hl'adiska je délezité: druh organu, z
ktorého je explantat izolovany, ako aj stupenn jeho diferenciacie, fyziologicky a ontogeneticky vek organu,
velkost’ explantatu, vlastnosti materskej rastliny (Nunez-Palenius & Ochoa-Alejo1999) .

Uz prvé vysledky experimentalnych prac potvrdili, Zze in vitro rozmnoZovanie rodu Rosa L. pomocou

organovych kultir mozno povazovat za vyhodné z hl'adiska zabezpecenia dostatocne vysokého koeficientu
multiplikovanych vyhonkov. Dosiahnutie vysokého koeficientu rozmnoZovania znacne ovplyviluje
koncentracia, dizka posobenia a vzadjomny pomer rastovych regulatorov v kultivaénom médiu.
Pri kultivacii vyhonkov ako primarnych explantatov na modifikovanom WPM médiu obohatenom o rastovy
regulator BA, bola pozorovana tvorba kalusu na baze vyhonkov a nasledne tvorba adventivnych vyhonkov.
Pritomnost’ rastovej regulacnej latky BA vyrazne stimulovala multiplika¢na schopnost v zavislosti od
konkrétneho genotypu. NajvysSiu regeneracnii a multiplikacni schopnost sme pozorovali pri Rosa
multiflora, pri pouziti WPM média obohateného o 1,0mg.1" BA. Multiplikaciu méZzeme vyjadrit pomerom
5:1.

Pri zakorefiovani vyhonkov sme najlepSie vysledky dosiahli udruhu Rosa canina na WPM médiu s
aplikaciou 5 mg. I TAA a 30g.I" sacharozy, pricom k tvorbe korefiov dochddza medzi 30. — 45. diiom po
zalozeni kultary vyhonkov. Priprava protokolu pre aklimatizaciu je v Stadiu rieSenia.

Zaver

Stucasné trendy vo vyskume a vyuziti rastlin smeruju k hladaniu moznosti kultivacie izolovanych
rastlinnych buniek, pletiv a organov s cielom produkcie velkého mnozstva rastlin z jediného explantatu ako
vychodiskového materialu pre vegetativne rozmnozovanie rastlin. Vyuzitie metdd pletivovych kultur je teda
potencialnym a otvorenym priestorom pre vyskum a praktickl aplikdciu metéd pre zachranu biodiverzity.
Z vysledkov experimentov mozeme uzatvarat, ze metody pletivovych kultir rozsiruju konvenéné spdsoby
rozmnozovania rastlin, s jedineénym prostredim pre uchovavanie zbierok genetickych zdrojov.

Pod’akovanie. Praca bola podporena vdaka finanénej podpore projektu VEGA ¢. 1/0205/08 — Prieskum a
zhromazdenie genetickych zdrojov autochtonnych divorastiucich druhov rodu Rosa vo vybranych regionoch Slovenska.
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POTENCIALNA ULOHA CHITINAZ V PROCESE SOMATICKEJ
EMBRYOGENEZY PINUS NIGRA Arn.
POTENTIAL ROLE OF CHITINASES IN THE PROCESS OF SOMATIC
EMBRYOGENESIS OF PINUS NIGRA Arn.

Lenka FRATEROVA — I1dik6 MATUSIKOVA — Terézia SALAJ

The aim of this work was detection and comparison of chitinolytic activity in cell suspension cultures of embryogenic cell
lines of Pinus nigra Arn. with application of SDS-PAGE method. We investigated secreted extracelullar proteins of four
embryogenic cell lines — E235 with minimal and L14, E323, L71 with high embryogenic potential. Embryogenic lines
were cultivated 8 and 16 days in DCR liquid medium. In embryogenic cell line with minimal embryogenic potential we
detected overall 4 isoforms of chitinases whereas in three embryogenic lines with high embryogenic potential there were
8 isoforms detected. Chitinase profile of three embryogenic lines with high embryogenic capacity was identical with
exception of three isoforms with molecular weights of ~23, 20 and 19 kDa. Chitinases isoforms with molecular weight
~53 kDa had comparable activities in all examined cell lines. On the other hand isoform with molecular weight ~33 kDa
was detected only in lines with high embryogenic potential. This indicate that given chitinase isoform can play an
important role in process of somatic embryogenesis in Pinus nigra Arn.

Keywords: SDS-PAGE, chitinase, suspension cultures, Pinus nigra Arn.

Uvod

In vitro kultivacia predstavuje pre rastliny uréity stres. Preto véc§ina rastlinnych explantatov
kultivovanych v in vitro podmienkach vylucuje do kultivaéného média bielkoviny, ktoré suvisia s ich
obrannym mechanizmom. Predpokladd sa, Ze tieto extraceluldrne bielkoviny maju délezity vyznam aj
v aktivacii alebo inhibicii somatickej embryogenézy (SE) (Quiroz-Figueroa et al. 2006). Délezitu tlohu vo
vyvine somatickych embryi krytosemennych (Helleboid et al. 2000; Tchorbadjieva & Pantchev 2006), ale aj
nahosemennych rastlin (Dong & Dunstan 2000) zohravaju chitinazy a glukanazy. Helleboid et al. (2000)
pozoroval zmeny v bielkovinovej skladbe embryogénnych kultar ¢akanky, ktoré suviseli s indukciou SE.
Okrem B-1,3-glukanaz identifikovali aj chitindzy a osmotinu podobné bielkoviny, ktoré sa akumulovali
v médiu embryogénnych kultir vo vyssej hladine v porovnani s kultirami neembryogénnej variety cakanky.
Proces SE bol indukovany aj u mnohych ihli¢natych druhov, napr. Pinus nigra Arn. (Salajova & Salaj 2005),
Pinus brutia TEN. (Yldirim et al. 2006) a inych. U Picea abies ako modelovom systéme na §tadium
regulacie vyvinu somatickych embryi u ihli¢nanov sa zistilo, ze somatické embrya z rozdielnych bunkovych
linii dosiahli rézne vyvinové $tadia, ¢o sa odzrkadlilo aj v skladbe pritomnych extracelularnych bielkovin.
Proliferujiice embryogénne linie Picea abies boli rozdelené do dvoch skupin na zéklade morfologie
somatickych embryi a ich dozrievacej schopnosti. Do skupiny A sa zarad’'uji bunkové linie obsahujtiice dobre
vyvinuté somatické embrya schopné dozrievania, zatial' ¢o v skupine B sa nachadzaji embryogénne linie
obsahujuice slabSie vyvinuté somatické embrya, ktoré vo vSeobecnosti nedozrievaju (Egertsdotter 1996).
Sekrécia bielkovin do kultiva¢ného média je charakteristickd pre obe skupiny embryogénnych linii Picea
abies (Egertsdotter et al. 1993).

Ciel'om nasej prace bolo detekovat’ a porovnat’ chitindzovu aktivitu v embryogénnych bunkovych liniach
Pinus nigra Arn. s minimalnou embryogénnou Kkapacitou av embryogénnych liniach s vysokym
embryogénnym potencialom.

Material a metody

Chitindzovu aktivitu sme detekovali v suspenznych kultirach 4 embryogénnych bunkovych linii Pinus
nigra Arn.: E235, L14, E323 a L71. Po 8 a 16 diioch kultivacie sme odobrali tekuté médium obsahujtice eluat
kultivovanych buniek a centrifigovali 20 min pri 14 000 rpm a 4°C. Supernatant sme zmrazili v tekutom
dusiku a vzorky uskladnili pri -80 °C. Extracelularne bielkoviny obsiahnuté v supernatante z réznych
embryogénnych bunkovych linii boli elektroforeticky separované na denaturaénych polyakrylamidovych
géloch. Ako substrat pre chitindzy sme do separacného gélu pridali 1 % glykolchitin. Na detekciu
chitinazovej aktivity sme gély farbili roztokom fluorescenéného farbiva Fluorescent Brightener 15 mintt pri
izbovej teplote. Aktivitu chitindz sme detekovali po iluminécii gélu UV svetlom, pricom pozicie bielkovin
s chitinazovou aktivitou zodpovedali tmavym Skvrnam na fluoreskujicom pozadi. Po detekcii chitinazove;j
aktivity sme gély farbili roztokom 0,05 % Coomassie Brilliant Blue R-250, 40 % metanolu a 10 % kyseliny
octovej. Molekularne hmotnosti separovanych bielkovin boli odhadnuté porovnanim s bielkovinovym
markerom MARK 12 ™ (2,5 — 200 kDa).

Vysledky a diskusia

V naSom experimente sme indukovali tvorbu embryogénneho pletiva z nezrelych zygotovych embryi
Pinus nigra Arn. Po testovani maturaénej schopnosti jednotlivych embryogénnych linii sme identifikovali
linie s vysokym ako aj minimalnym embryogénnym potencialom. Zo suspenznych kultar (po 8 a 16 diove;j
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kultivécii) sme alikvoty média nanasali na polyakrylamidové gély a detekovali sme aktivitu proteinovych
frakcii s chitindzovou aktivitou. V embryogénne;j linii s minimalnym embryogénnym potencialom E235 sme
detekovali celkovo 4 izoformy chitindz, kym v troch embryogénnych liniach s vysokym embryogénnym
potencidlom celkovo az 8 izoforiem. Profil chitindz troch embryogénnych linii bol s vynimkou troch
izoforiem o velkosti ~23, 20 a 19 kDa identicky. Chitindzové izoformy o velkosti priblizne ~53 kDa mali
porovnatelné aktivity vo vSetkych skiimanych liniach. Na druhej strane, izoformu o velkosti ~33 kDa sme
detekovali vylucne v liniach s vysokou embryogénnou kapacitou avSak nie v linii s minimalnou
embryogénnou kapacitou. To naznacuje, Ze dand izoforma chitindzy mdze zohravat dolezita wlohu
v embryogénnom procese u Pinus nigra Arn. Podobné pozorovanie uskuto¢nili aj Domon et al. (2000)
v suspenznych kultarach Pinus caribaea, ktorym sa podarilo identifikovat’ chitinaze podobnu bielkovinu,
ktora sa idnovo viaze k povrchom preglobularnych somatickych embryi. Egertsdotter et al. (1993) zistili,
vzajomny vzt'ah medzi extracelularnymi bielkovinami vylu¢ovanymi embryogénnymi liniami Picea abies a
morfologiou somatickych embryi. Nasledne Mo et al. (1996) potvrdili Uizky vzajomny vztah medzi
pritomnostou $pecifickych extracelularnych chitindz a morfologiou somatického embrya u Picea abies.
Pritomnost’ $pecifickych izoforiem chitindz by teda mohla slazit ako markér pre embryogénny potencial
embryogénnych linii. Iné udaje podporujice nazor, Zze chitinazy reguluji vyvin somatického embrya
pochadzaji z experimentov s embryogénnymi kultirami Picea abies (Wiweger et al. 2003) a Picea glauca
(Dong & Dunstan 1996).

Zaver

Nase vysledky naznacuji, ze v profile chitinaz embryogénnych kultir s vysokym a minimalnym
embryogénnym potenciadlom su nielen kvantitativne, ale aj kvalitativne rozdiely. Pritomnost izoformy
chitindzy o vel'kosti ~ 33 kDa zrejme suvisi s vysokym embryogénnym potencidlom embryogénnych linii
uPinus nigra Am. Na potvrdenie tejto stvislosti budi uskutoénené dalSie experimenty s cielom
identifikdcie vhodného markéra pre embryogénnu kapacitu bunkovych linii potencidlne vyuzitelného
v biotechnologickych programoch.
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TECHNOLOGICKA KVALITA PSENICE RODICOVSKYCH GENOTYPOV PRI
TVORBE IZOGENNYCH LINIi S NOVOU GLUTENINOVOU ALELOU
Z GENOTYPU KOTTE
WHEAT TECHNOLOGICAL QUALITY OF PARENTS GENOTYPES FOR
CREATION ISOGENIC LINES WITH NEW GLUTENIN ALLEL FROM
GENOTYPE KOTTE

Sonta GAVURNIKOVA — Katarina ZIRKELBACHOVA — Svetlana SLIKOVA

Wheat quality depends on protein composition and grain protein content. High molecular weight glutenin subunits
(HMW-GS) play an important role in determining the viscoelastic properties of gluten. The aim of our study was evaluate
6 slovak wheat genotypes and sweden genotypes Kotte/n and Kotte/6+8 for technological quality and bakery properties.
This genotypes will use for transfer of new HMW-GS subunits N+N (Glu-1B) from genotype Kotte to slovak genotypes.
The most highest technological quality had slovak genotypes Elpa and Simona. Kotte had low technological quality.

Key words: wheat, slovak wheat genotypes, technological quality, farinograf, Kotte

Uvod

Na kvalitu miky pSenice a jej konecné pouzitie ma vplyv typ aj mnozstvo individualnych gluteninovych
podjednotiek. Hou et al. (1996) stanovili pomocou stiboru americkych, tzv. ,,soft” pSenic kvantitativny podiel
celkovych gluteninov na celkovych bielkovinach na asi 25 % a podiel individudlnych HMW-GS na
celkovych bielkovinach na priblizne 7 %. Znacny je rozdiel v podiele HMW-GS medzi genotypmi so Styrmi
a piatimi HMW-GS, teda napriklad medzi genotypmi s HMW-GS 0, respektive genotypmi s podjednotkami
1 alebo 2*. Tento rozdiel je asi 2% (Seilmeier et al. 1991). Vysoky obsah celkovych bielkovin méze preto
maskovat’ vplyv HMW-GS na kvalitu. Kladny alebo zéporny vplyv jednotlivych HMW-GS je ur€it’ obtiazné,
pretoze k rekombindciam v ramci komplexnych alel prakticky nedochadza. Podarilo sa vsak zistit, aky vplyv
na pekarsku kvalitu pSeni¢nej muky maju prislusné pary HMW-GS. Stale st eSte objavované aj alely nové,
nezname alebo nepublikované. Ich zdrojmi byvaji Casto krajové odrody, zvlast z menej vyspelych a na
diverzitu pSenice bohatSich Statov (napr. Afganistan, Pakistan, Turkmenistan a pod.). Na nasom pracovisku
sme v doteraj$ich elektroforetickych analyzach odrod, krajovych odrdd a linii pSenice nasli novy, doteraz
nepopisany alelicky par kddovany lokusom Glu-1B v jednej z linii §védskej krajovej odrody Kotte, ktorého
vplyv na pekarsku kvalitu nie je znamy.

Cielom naSej prace bolo zhodnotit’ technologicki kvalitu a pekarske vlastnosti slovenskych odrod
pSenice a Svédskej krajovej odrody Kotte, ktoré budii pouzité ako rodicovské genotypy pre prenos novych
vysokomolekularnych gluteninovych podjednotiek N+N (Glu-1B) z genotypu Kotte do slovenskych odrod.

Material a metédy

Na hodnotenie technologickej kvality sme pouzili 4 slovenské odrody psenice letnej formy ozimnej
(Triticum aestivum L.) — Torysa, Simona, Danubia, Elpa a $védsku krajovii odrodu Kotte (Kotte/n,
Kotte/6+8). Hodnotenie sme robili v2 opakovaniach. Kvalitativne parametre boli stanovené podla
nasledovnych metod: objemova hmotnost' podla STN 46 1011 cast’ 5, obsah dusikatych latok (Nx5,7)
Dumasovou metddou, obsah mokrého lepku a naptucavost’ podla STN 46 1011 cast’ 9, sedimentacny index,
Zelenyho test podl'a STN ISO 5529, ¢islo poklesu podl'a STN ISO 3093, farinografické ukazovatele (vdznost
vody, vyvin cesta, stabilita cesta, miknutie cesta po 10 min., méknutie cesta po 12 min., ¢islo kvality) podla
ICC—Standard Nr. 115/1. U vSetkych genotypov sme vykonali pekarsky test, kde sme hodnotili $pecificky
objem bochnika. Podl'a dosiahnutych hodnot jednotlivych parametrov, ktoré st sucastou normy STN 46
1100-2: Zrno potravinarskej pSenice letnej sme odrody psenice zatriedili do prislusnych tried kvality.

Vysledky a diskusia

Tabulka 1 uvadza namerané¢ zakladné technologické parametre. Podla STN 46 1100-2: Zrno
potravinarskej pSenice letnej zrno potravinarskej pSenice letnej zarad’ujeme do 4 tried kvality:

E — elitnd, A — Standardna, B — ustanovuje minimalne poziadavky na kvalitu pre intervenény nakup psenice,
P — pecivarenska.

Odrody Simona a Elpa sa vyznacovali triedou kvality E podla hodnotenia STN 46 1100-2. Odrody
Danubia a Kotte/6+8 sa vyznacovali triedou kvality A a odroda Torysa triedami kvality A/B. Odroda Kotte/n
vykazovala triedu kvality B snizkou hodnotou sedimenta¢ného indexu. Z hladiska farinografickych
ukazovatelov odrody Torysa, Simona a Danubia mdzeme priradit k strednym mukam, odroda Elpa sa
vyznacovala hraniénymi hodnotami medzi strednou a silnou mukou a k slabym mikam moézeme priradit
odrody Kotte/n a Kotte/6+8. Tabul'ka 2 uvadza namerané hodnoty farinografickych ukazovatel'ov a pecenia.
Z pekarskeho hladiska najvyssie hodnoty Specifického objemu bochnika dosiahli odrody Elpa a Simona.
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Zaver
Na zaklade celkového hodnotenia technologickej a pekarskej kvality analyzovanych odréd pSenice letnej
najvyssiu kvalitu dosiahli odrody Elpa a Simona, odrody Danubia a Torysa sa vyznacovali strednou kvalitou

VIO

Tabulka 1: Zakladné technologické parametre hodnotenych odrod psenice

Objemova Obsah Mokry Napucavost’ S.e d1mentac’n Y Cislo Trle’da kvality
s . , lepok v index podl'a podl'a STN 46
Odroda hmotnost’ | bielkovin o lepku poklesu
[e/1] %] susine [ml] Zelenyho [s] 1100-2
[%] [ml]
Danubia I. 805 13,5 29,6 7,5 27 363 A
Danubia II. 812 13,7 31,2 7 27 358 A
Elpa L. 807 12,6 30,1 11,5 49 383 E
Elpa IL. 794 12,9 30,7 12 47 391 E
Torysa L. 750 12,2 29,6 7 33 266 B
Torysa II. 762 12,6 30,2 7,5 35 246 A
Simona I. 791 13,0 323 5 27 284 E
Simona II. 788 13,3 34,3 5,5 33 303 E
Kotte/n 1. 783 14,2 34,6 2 22 323 B
Kotte/n II. 793 13,2 32,1 4 20N 303 N
Kotte/6+8 1. 779 14,0 36,8 3,5 26 307 A
Kotte/6+8 II. 785 13,9 34,9 3,5 27 269 A
Tabulka 2: Farinografické a pekarske hodnoty odrdd pSenice
- . .. Kvalita
Miknutie | Maknutic Specif. ik
- , , . - cesta po : : . muKy
Viéznost' | Vyvin | Stabilita | cesta po . Far. objem Sila miky ,
. 12 min.od | o, , \ podla
Odroda vody cesta cesta 10 min.od . . | ¢islo | bochnika podla far. .
o . . o dosiahnuti . objemu
[%] [min] [min] zaciatku . kvality | [ml/100g]
4 maxima bochnika
testu [FJ]
[FJ]
Danubia I. 55,5 3,9 4,6 50 93 69 308 stredna slaba
Danubia II. 55,8 3,0 3,9 67 107 60 288 stredna slaba
Elpa L. 58,7 43 5,0 57 85 70 314 stredna/silna dobra
Elpa II. 58,9 4.0 5,6 49 74 74 299 stredna/silna slaba
Torysa L. 58,8 2,7 2,2 97 120 40 298 stredna slaba
Torysa II. 58,7 2,7 2,2 91 115 43 308 stredna slaba
Simona 1. 59,4 2,3 2,1 110 134 43 2901 stredna slaba
Simona II. 59,6 3,0 2.3 101 127 49 317 stredna dobra
Kotte/n L. 55,7 1,7 1,0 190 209 24 270 slaba slaba
Kotte/n IL. 55,3 1,7 1,0 167 184 25 289 slaba slaba
Kotte/6+8 1. 55 1,9 1,3 168 187 28 279 slaba slaba
Kotte/6+8 11. 55,3 2,2 1,3 148 170 30 292 slaba slabd

Pod’akovanie: Tato Stidia vznikla vd’aka podpore v ramci OP Vyskum a vyvoj pre projekt: Vyvoj
novych typov rastlin s geneticky upravenymi znakmi hospodarskeho vyznamu ITMS: 26220220027,
spolufinancovany zo zdrojov Eurdpskeho fondu regionalneho rozvoja.
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POLNA ODOLNOST ODROD JACMENA SIATEHO F. JARNA VOCI
VYBRANYM PATOGENOM
FIELD RESISTANCE OF SPRING BARLEY CULTIVARS TO SELECTED
PATHOGENS

Jozef GUBIS — Klara KRIZANOVA — Alzbeta ZOFAJOVA — Katarina BOJINANSKA —
Marcela GUBISOVA — Martin PASTIRCAK — Stefan MASAR — Cudovit SLEZIAK —
Jana HAVELOVA

In 2010, 46 cultivars of spring barley were assessed for resistance to powdery mildew, net blotch and leaf rust in adult
stage. Field resistance was evaluated in locality Piestany. Several cultivars were resistant to individual pathogens and
some of them were resistant to all pathogens together. Such genotypes are suitable for creation of new cultivars adapted
for agro climatic conditions of Slovakia.

Keywords: barley, net blotch, powdery mildew, leaf rust

Uvod

Medzi najzavaznejSie patogény jaCmena siateho f. jarna patria micnatka travova na jaémeni (Blumeria
graminis (DC.) Golovin ex Speer f. sp. hordei Em. Marchal) (d’alej len mu¢natka na ja¢meni), hrdza
jaémennd (Puccinia hordei Otth), hneda Skvrnitost’ (Pyrenophora teres Drechs.) a v poslednom obdobi aj
ramulariova Skvrnitost’ listov jaémena (Ramularia collo-cygni Sutton & Waller). Mu¢natka na jaémeni je
povazovana za jednu z najvyznamnejSich chordb asimilacnych organov jacmena a ro¢né straty na urode
predstavuji v priemere asi 10 % (Czembor 2001), v pripade silnych epidémii mézu byt zaznamenané straty
az do 40 %. Druhou vyznamnou chorobou napadajicou asimilacné organy jacmena je hrdza jacmennd. Hrdza
jatmennd, ktoru spdsobuje patogén Puccinia hordei Otth je z&vazna, Siroko rozsirena choroba jacmena
v Australii, Europe, Severnej a Juznej Amerike (Clifford 1985), ktora moze sposobovat’ straty nad 32 %
(Park & Karakousis 2002). Medzi nekrotrofné hubové ochorenia, ktoré napadaji jaémen patri hneda
Skvrnitost’, ktorej pdvodcom je Pyrenophora teres (Drechs.). Choroba je prenosna osivom a vyskytuje sa vo
vSetkych mierne vlhkych oblastiach sveta, kde vyznamne vplyva na redukciu urody a kvalitu jacmena
(Serenius et al. 2007).

Cielom prace bolo zhodnotenie pol'nej odolnosti suboru odrdd jaémena siateho f. jarna voéi vybranym
listovym patogénom.

Material a metédy

V roku 2010 sme hodnotili odolnost’ 46 registrovanych odrod a kontrolnych genotypov - SK 13-991 a CI
9819 jac¢mena siateho f. jarna. Polnu odolnost’ vo¢i Pyrenophora teres, Blumeria graminis f. sp. hordei,
Puccinia hordei sme hodnotili na lokalite Piestany v dvoch opakovaniach. V pol'nych podmienkach bolo
napadnutie patogénmi hodnotené podl'a Babajanca (1988) v dvoch, resp. troch terminoch v §tadiu BBCH 37 -
BBCH 75. Percentudlne hodnoty sme transformovali pouZitim arcsin Vx. Pre analyzu variancie ziskanych
hodnét (ANOVA pre P < 0,05) s naslednym LSD testom sme pouzili Statisticky program SPSS (13.0).

Vysledky a diskusia

V pol'nych podmienkach bolo uskuto¢nené hodnotenie pol'nej odolnosti na lokalite Piestany voci hnede;j
Skvrnitosti na jaémeni, micnatke travovej na jaCmeni a hrdze jaCmennej. Analyzou variancie sme zistili
Statisticky vyznamné rozdiely (P <0,05) medzi odrodami pri napadnuti micénatkou travovou a hnedej
Skvrnitosti (Tab. 1). Statisticky vyznamné rozdiely neboli zaznamenané medzi opakovaniami. Priemerna
bodova hodnota napadnutia voci hnedej Skvrnitosti bola 8. Vacsie rozdiely sme zaznamenali pri infekcii
hrdzou jaémennou, kde bodové hodnoty sa pohybovali v rozsahu 7 — 4. Avsak priemerna bodova hodnota
bola 6. Hrdzou najviac napadnutymi odrodami boli Xanadu a Donaris. Naopak, az 8 odrdéd sa vyznacovalo
rezistenciou. Najvacsie rozdiely v reakcii na pol'nt infekciu sme zistili pri napadnuti mi¢natkou travovou na
jacmeni. Bodové hodnoty sa pohybovali v rozsahu od 9 az po 4. Zo sledovanych odrod az 21 vykazovalo
uplnt odolnost’ vo¢i micnatke travovej. Najviac citlivé boli odrody Annabell, Celinka, Kango, Madonna,
Mesinna, Pax a Tolar. Kombinovanou odolnostou vo¢i mucnatke travovej ahnedej Skvrnitosti sa
vyznacovali odrody Aktiv, Argument, Donaris, Levan, Nitran, Radegast a Xanadu.

Viacsina vyskumov rezistencie obilnin k hubovym chorobam v pol'nych podmienkach je zameranych na
skrining rezistencie k jednému patogénu. Zriedkavo publikécie analyzuju cely komplex listovych chordb
(AL- Naimi et al. 2005). Ak sa robi skrining odrod jarného ja¢mena na rezistenciu k nejakej chorobe pri
prirodzenej infekcii bez ohl'adu na sledovanie mozného negativneho alebo pozitivneho vplyvu inych chordb,
skuto¢na uroven rezistencie méze byt maskovana vplyvom inych patogénov.
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Medzi hodnotenymi 46 odrodami ja¢mena siateho f. jarna boli najdené odrody odolné voci samostatnym
patogénom, ale boli identifikované aj odrody s odolnostou voci vSetkym sledovanym patogénom sucasne.
Priemernu reakciu odréd voci sledovanym patogénom je mozné vo vsSeobecnosti hodnotit’ ako odolnt.
Genotypy s vyhovujicou odolnostou su potencionalne vhodné do kontinuadlneho procesu tvorby novych
odrdd dobre adaptovanych pre pestovatel'ské podmienky Slovenska.

Pod’akovanie: Tdto prdca bola podporovana finanénymi prostriedkami Agentury na podporu vyskumu a
vyvoja VMSP-P-0047-09 a MP SR v ramci rezortnej ulohy VaV “Vyuzitie biotechnologickych metod pri
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tvorbe novych typov rastlin”.
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Tabulka 1: Analyza variancie napadnutia listovych segmentov registrovanych odrdd ja¢mena siateho f. jarna
v roku 2010 v pol'nych podmienkach

Pyrenophora teres

Zdroj df SS MS F Sig.
Model 1 45,028 45,028 115,346 0
Odroda 46 30,510 0,663 1,699 0,012*
Opakovanie 1 0,532 0,532 1,3626 0,246
Odroda*Opakovanie 46 14,266 0,310 0,794 0,810
Chyba 116 45,283 0,390

Celkom 209 92,424
Puccinia hordei

Zdroj df SS MS F Sig.
Model 1 42240,91 42240,91 128,513 0
Odroda 46 13785,08 299,676 0,912 0,630
Opakovanie 1 383,274 383,274 1,166 0,283
Odroda*Opakovanie 46 2624,453 57,053 0,174 1
Chyba 98 32211,5 328,689

Celkom 191 48992,33

Blumeria graminis f. sp. hordei

Zdroj df SS MS F Sig.
Model 1 14337,04 14337,04 493,599 0
Odroda 46 20479,74 445,212 15,328 0,000*
Opakovanie 1 2,371 2,371 0,082 0,776
Odroda*Opakovanie 46 1635,453 35,553 1,224 0,201
Chyba 98 2846,5 29,046

Celkom 191 24963,99
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LABORATORNY TEST PRE DIAGNOSTIKU PATOGENA RAMULARIA COLLO-
CYGNI V PLETIVACH JACMENA
DIAGNOSTIC LABORATORY TEST FOR RAMULARIA COLLO-CYGNI
PATHOGEN
IN BARLEY TISSUE

Jozef GUBIS — Martina HUDCOVICOVA — Leona LEISOVA-SVOBODOVA — Pavel
MATUSINSKY

Ramularia collo-cygni (RCC) is a pathogen of spring and winter barley which causes disease Ramularia leaf spot. In
presented study the method based on quantitative PCR diagnosis of pathogen was developed. PCR primers and a TagMan
probe were designed to target a RCC-specific DNA sequence. The potential of the real-time PCR assay for quantification of
RCC infection was investigated by examining seeds and leaves of barley cultivated in glasshouse and in field experiment
plots.

Key words: Ramularia leaf spot, TagMan probe, molecular diagnostics, barley leaf diseases

Introduction
Ramularia collo-cygni (Sutton & Waller) is a pathogen which causes Ramularia leaf spot. Over the past 15 years,
not only in Europe, R. collo-cygni has become recognized as an important pathogen of barley (Walters et al.
2008). The pathogen was described at the end of 80’s of the last century, while the first occurrence in Slovakia
was published by Plant Production Research Center Piestany in 2008 (Gubis et al. 2008) and in-Czech Republic
in 1998 (Amelung & Sachs 1999). The course of the disease on barley during favourable conditions is very fast
and pathogen attacks whole plant from leaves through stalks and spikes to seeds. Pathogen is able to reduce
thousand kernel weight, yield and malting barley quality. Yield losses range from 15% to 25%. RCC is a
pathogen which is difficult to diagnose visually in the field condition because it can be easily confused with
physiological spotting or other pathogens such as Pyrenophora teres and Cochliobolus sativus. Early techniques
of pathogen identification were based on agar plate methods (Sachs 2004). Enzyme-linked immunosorbent assay
has also been used as a diagnostic method (Ward et al. 2004). Today, rapid PCR techniques are available for the
detection of pathogens (Havis et al. 2006; Frei et al. 2007, Pinnschmidt & Justesen 2009). These techniques have
led to a greater understanding of the life cycle of R. collo-cygni pathogen, including the presence of a seed-borne
stage.

The aim of this study was to develop test for qualitative and quantitative determination of important barley
pathogen RCC.

Material and Methods

The isolates were obtained from barley leaves with visible symptoms of Ramularia leaf spot originated from
Slovak and Czech fields. Other isolates of RCC used in this study was kindly provided by Dr. P. Frei (Agroscope
Changins- Widenswil Research Station ACW, Nyon, Switzerland) and by Dr. N.D. Havis (Crop and Soil
Research Group, Scottish Agricultural College, Edinburgh, Scotland, UK), isolates of Rhynchopsorium secalis by
Dr. S. Salamati (Kvithamar Research Center, Stjordal, Norway), isolate of Septoria tritici by Prof. W.W. Bockus
(Kansas State University, USA), isolate of Drechslera tritici-repentis and Stagonospora nodorum by Dr. M. Jalli
(MTT Agrifood Research Finland). Mycelia of RCC were harvested from Petri dishes, ground to a fine powder in
a cooled mortar using liquid nitrogen, homogenized, and total genomic DNA was extracted using the DNeasy
Plant Mini Kit (Qiagen, Germany). The same methods were used for DNA extractions from naturally and
artificially infected samples of leaves and naturally infected barley seeds. Real-time PCR assay was performed
using the cycler ABI PRISM" 7000 in MicroAmp optical 96-well plates (Applied Biosystems, Foster City, USA).

Results and Discussion

Our work contains development and verification of specific primers and Taq Man probe for reliable diagnostics
and quantification of RCC in experimental biological material. Method based on quantitative PCR allows rapid
and accurate diagnosis of pathogen’s attack on the crop already in the stage before the appearance of the first
symptoms of the disease. These primers and probe for quantitative PCR developed in our laboratories are
protected as “Utility model no. 20883 by Industrial Property Office of the Czech Republic. The topic of a
technical solution is the probe (TagMan) for real-time PCR and primers that were designed in specific regions of
ribosomal DNA (5.8 rRNA) and internal transcribed spacer regions (ITS2) of pathogen RCC DNA. Real-time
PCR with probe ReccSON and primers Recjl-F and Recj3-R, allows to amplify a fragment of the size 63 bp of
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pathogen DNA and quantification of the starting amount of pathogen DNA through fluorescently labelled probe
that hybridizes with the amplified target sequence.

Quantitative detection of RCC in naturally and artificially infected materials has been studied in more
laboratories. The first report about quantitative detection was published in Havis et al. (2006), who used primers
with size of amplified product 256 bp. Later study was Frei et al. (2007). Primers developed by us fulfil
conditions for quantitative detection. Primers Rccjl- Recj3 were tested on biological material of various origin
for verification of their particularity. By the use of real-time PCR we examined samples collected from the fields.
We tested dry barley leaves collected from different localities in Slovak republic and also seed samples from
Czech Republic, in which the presence of RCC was detected by microscope. In tested material we found the
highest variability in pathogen DNA amount in dry leaves. Considerably lower amounts of pathogen DNA we
found in 8 tested seed samples. Non-detectable amount of pathogen DNA was in control samples.

Today there are few studies about quantification of RCC. Pinnschmidt and Justesen (2009) in their study about
artificial infection of barley genotypes with RCC in field conditions found the maximum attack between
repetitions in range 20 — 40 %. For quantification of RCC in leaves they also used TagMan probe.

Conclusion

In conclusion, this study has shown that RT-Q-PCR is an excellent tool for quantitative pathogen diagnosis and
can also be used to accurately monitor the colonization and development of RCC in plants throughout a growing
season. Described probe and primers have utilization in molecular biology and plant protection.

Acknowledgement: This work was supported by the by Science and Technology Assistance Agency under the
contract APVV VMSP-P-0047-09 and Ministry of Agriculture of the Czech Republic, project No. QH91054 and
QH71242.
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REGENERACNA SCHOPNOST ODROD JACMENA JARNEHO PESTOVANYCH
NA SLOVENSKU
PLANT REGENERATION EFFICIENCY OF SPRING BARLEY CULTIVARS
GROWN IN SLOVAKIA

Marcela GUBISOVA

The aim of experiment was to evaluate regeneration ability of modern agronomically important Slovak spring barley
cultivars from immature embryos and to select cultivar which can be used for transformation experiments. According to
our results, cv. Levan is the most recommended for following experiments, although had lower regeneration ability in
comparison with the most widely used cv. Golden Promise.

Key words: barley cultivars, Hordeum vulgare, immature scutellum, in vitro regeneration

Uvod

Regeneracia celistvych rastlin z explantatov jamefia v in vitro kulttre je jednych z limitujacich faktorov
ovplyviiujucich efektivitu genetickej transformacie. Jaémen (Hordeum vulgare L.) je v explantatovych
kultarach oznacovany za rekalcitrantny druh, priCom schopnost’ regeneracie je genotypovo zavisla. Ako
modelova odroda pre genetické transformacie sa pouziva odroda Golden Promise vyznacujuca sa dobrou
regenera¢nou schopnostou. Pre praktické vyuZitie genetickej transformacie ainych in vitro technik
v §Pachteni rastlin je vSak potrebné najst vhodnu lokalnu, ekonomicky vyhodni odrodu. Dalsimi
vyznamnymi faktormi ovplyvitujucim regeneraciu rastlin ja¢mena v in vitro kultre je vyber vychodiskového
explantatu a zlozenie Zivného média. Hoci viaceré typy explantatov si pouzitelné pre zaloZzenie in vitro
kultir jacmena (apikalne meristémy, nezrelé sukvetia, zrelé embrya, mikrospory), nezrelé embrya boli prvé
Gispesne transformované a nad’alej ostivaju najvyuzivanej$imi explantatmi pre genetické transformacie. Co
satyka zlozenia zivného média, vyznamné zvysSenie regeneracnej schopnosti sa pozorovalo zvySenim
koncentracie CuSO, v regeneratnom médiu (Castillo 1998) a zaradenim medzikroku — zivného média pre
indukciu regeneracie s pridavkom BAP v kombinacii s 2,4-D (Cho et al. 1998). Na indukciu kalogenézy sa
najcastejSie odporuca Dicamba, pripadne 2,4-D (Castillo et al. 1998; Cho et al. 1998; Harwood & Smedley
2009). Nakol’ko Golden Promise je stara a pre nase podmienky absolutne nezaujimava odroda, bolo cielom
experimentu vybrat' spomedzi sledovanych lokalnych odrod taku, ktora sa vyznacuje dobrou regeneracnou
schopnost’'ou v podmienkach in vitro s perspektivou jej vyuzitia pri genetickej transformacii.

Material a metody

Do experimentov boli zaradené vybrané slovenské odrody ja¢mena jarného pochadzajuce a poskytnuté
z Hordeum s.r.o. Sladkovicovo povolené po r. 2002 avyznaCujice sa vyhovujucimi agronomickymi
vlastnostami (vysoké a stabilné trody, sladovnicka kvalita, dobrd odolnost’ proti hubovym chorobam):
Donaris, Ezer, Levan, Ludan, Nitran, Pribina, Sladar, odrody Orbit a Pax na zdklade ich popisanej dobrej
regeneracnej schopnosti (Klcova et al. 2004) a modelovy genotyp Golden Promise (GP). Nezrelé semena
jednotlivych genotypov boli odoberané 14-18 dni po antéze a sterilizované v4 % NaOCI (SAVO). Zo
sterilizovanych semien boli asepticky odoberané nezrelé Stitky (192 explantatov/odroda), ktoré boli
nasadzané na kalus indukujtice zivné médium (BCIm), po 4 tyzdnoch prenesené na médium pre indukciu
regeneracie (Jt) a napokon po 2 tyzdnoch na regeneracné médium (Jr) podla metodiky Harwood a Smedley
(2009) modifikovanej zvysenym obsahom CuSO, v BCI médiu. ZloZenie zivnych médii je popisané
v tabul’ke 1. Indukcia kalogenézy prebiehala v tme pri 25°C, regeneracia pri fotoperidde 16h svetlo / 8h tma
ateplote 25/20°C. V regeneracnom experimente bola hodnotena frekvencia kalogenézy (%) a regeneracie
(%), pocet regenerantov na regenerujuci kalus a efektivita regeneracie vyjadrend po¢tom regenerantov na
nasadeny explantat po 3 tyzdioch na regeneraénom médiu. Data boli spracované jednofaktorovou analyzou
rozpty\l/u ANOVA a néslednym testom LSD (a=0,05). Percentualne data boli pred analyzou transformované
arcsinvx.

Vysledky a diskusia

Podl'a vysledkov znazornenych v tabulke 2 sa frekvencia kalogenézy pri vSetkych genotypoch blizila
k 100%. Pri frekvencii regenerdcie a poCte regenerantov na regenerujuci, resp. nasadeny explantat boli
zistené Statisticky vyznamné rozdiely. Frekvencia regeneracie sa pohybovala v rozmedzi 24,13% pri odrode
Orbit az 83,68% pri odrode Golden Promise. Odroda Orbit bola na zéklade vysledkov skupiny Klcova et al.
(2004) vybrana ako dobre regenerujuca odroda, ale podla naSich vysledkov patrila medzi najslabsie
regenerujuce aj pri hodnoteni efektivity regeneracie, t.j. poCte regenerantov na nasadeny explantat. Slabsiu
regeneraéni schopnost’ odrody Orbit popisuju aj Halamkové et al. (2004) a Serhantové et al. (2004). Pri
odrode Pax (predtym Kosan) popisuji Halamkova et al. (2004) priemernt regenera¢na schopnost, ¢o sme
potvrdili aj vnaSom experimente. Odroda GP Standardne vykazovala najlepsie vysledky pri vsetkych
hodnotenych parametroch a Statisticky sa liSila od ostatnych odréd. Z novo testovanych odréd najlepsie
regenerovala odroda Levan, pripadne Pribina, ktoré sa signifikantne odliSovali v pocte regenerovanych
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vyhonkov na regenerujtci kalus od ostanych odrod. Pri zhodnoteni efektivity regeneracie sa len odroda GP
Statisticky liSila od ostanych odrdd, najlep$ie hodnoty znich opédtovne dosahovala odroda Levan (1,48
vyhonku na nasadeny explantat v porovnani s 2,39 pri GP).

Tabulka 1: ZloZenie Zivnych médii; *3,6-dichlér-o-anizové kys., ° 2,4-diclérfenoxyoctova kys., ® 6-benzylaminopurin

BCIm Jt Jr
43 g I'" MS (Murashige a Skoog, | 2,7 g I'T modifikované MS soli bez | 2,7 g I modifikované MS soli bez
1962) soli (Duchefa) NH4NO3 (Duchefa) NH4NO3 (Duchefa)

30 g I'! maltoza

1 g I'' kazein hydrolyzat
1,25 mg I'' CuS04.5H20
350 mg I'' myo-inozitol
690 mg 1" prolin

1 mg I'' tiamin HCl

20 g 1" maltoza

165 mg "' NH4NO3

1,25 mg I'' CuS04.5H20
750 mg 1" glutamin

100 mg I'' myo-inozitol
0,4 mg I"' tiamin HCl

20 g I"" maltéza

165 mg "' NH4NO3
750 mg 1! glutamin
100 mg I'' myo-inozitol
0.4 mg I'" tiamin HCI
35¢g I"! Gelrite

2,5 mg "' Dicamba *

35¢g 1! Gelrite

2,5mgl!24D°
0,1 mg ' BAP©
3,5 g I"" Gelrite

Tabul’ka 2: Regeneracia genotypov jarného jacmena z nezrelych Stitkov

odroda % kalogenézy % regeneracie Reg./RK ' Reg./NE *

Donaris 100,00 a 64,48 bc 1,94 b 1,25 b
Ezer 100,00 a 56,99 bc 1,70 b 0,99 b
Levan 99,48 a 67,19 bc 2,13 ab 1,48 b
Ludan 99,48 a 69,76 b 1,68 b 1,31 b
Nitran 100,00 a 57,01 bc 1,94 b 1,26 b
Pribina 99,48 a 53,13 bc 2,28 ab 1,30 b
Sladar 98,44 a 57,81 bc 1,88 b 1,21 b
Orbit 100,00 a 51,13 c 2,02 b 1,02 b
Pax 99,48 a 57,81 bc 1,88 b 1,21 b
GP 100,00 a 83,68 a 2,75 a 2,39 a

'pocet regenerantov na regenerujici kalus, “pocet regenerantov na nasadeny explantat
a-c —Statisticky vyznamné rozdiely, LSD test, 0=0,05

Zaver

Na zaklade ziskanych vysledkov mézeme pre d’alSie vyuzitie pri genetickej transformacii zo slovenskych
odrod odporucit’ odrodu Levan, ktora dosahovala uspokojivé vysledky pri vSetkych hodnotenych
parametroch.

Pod’akovanie: Tato Uloha bola podporend MP SR, projekt ,,Agrobiotechnolégie a molekularna diagnostika ochoreni
vybranych hospodarsky vyznamnych plodin®.
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EXPLANTATOVA KULTURA AKO NASTROJ PRE ROZMNOZOVANIE
ARUNDO DONAX L.- NETRADICNEJ ENERGETICKEJ RASTLINY
EXPLANT CULTURE AS A TOOL FOR MULTIPLICATION OF ARUNDO
DONAX L. - NONTRADITIONAL ENERGETIC PLANT

Marcela GUBISOVA — Jozef GUBIS — Alzbeta ZOFAJOVA

The aim of this work was establishment of in vitro culture of Arundo donax L. (cv. Variegata), rooting of
micropropagated shoots and acclimatization of plants to ex vitro conditions. Axillary buds taken from grass-blade were
inoculated on MS media supplemented with 4 mg.I” BAP or TDZ in combination with 0.4 mg.I"* NAA or IAA. Regarding
to our results, BAP showed better multiplication activity than TDZ. No statistical differences were observed between
auxins NAA and IAA. Up to 97 % of multiplicated shoots rooted in liquid MS medium and all plants survived after
transplantation to soil.

Key words: Arundo donax, axillary bud, BAP, explant culture, giant reed, multiplication, Thidiazuron

Uvod

Arundo donax L. (trstenik obyCajny) patri medzi vytrvalé travy s potencidlom jeho vyuzitia ako
obnovitel'ného zdroja energie. Okrem toho, ze je aj okrasnou rastlinou, ma mnohoraké vyuzitie pri vyrobe
hudobnych nastrojov, papiera a celuldzy, udic, chodeckych palic, rohozi a stavebného materialu. Tiez ma
vyznam pri redukcii erézie pody a je vhodny aj pre fytoremediaciu. Ajurvéda uznava trstenik ako liecivu
rastlinu s protirakovinovym ucinkom, ¢o potvrdili Kaur et al. (2005), ktori izolovali z rizémov tejto rastliny
$pecificky lektin s antiproliferativnou aktivitou. Druh pochadza z vychodnej Azie a napriek tomu, Ze kvitne
aj v nasich podmienkach, zriedka tvori fertilné semena. Vegetativne sa rozmnozuje rizomami, ale z dovodu,
Ze tvorba rizémov je pomald, je zatial’ jeho vyuzitie na energetické ucely v nasich podmienkach limitované
nedostatkom sadbového materidlu. Tento problém méze rieSit mikropropagacia rastlin v podmienkach in
vitro. Mikropropagaciou trstenika sa zaoberali Longsian et al. (1998), ktori na mikropropagaciu pouzili MS
médium s pridavkom 2-5 mg.1" BAP (6-benzylaminopurin) a 0,5-1 mg.I"'IBA (kys. 3-indolylmaslova).

Ciel'om experimentov bolo zalozenie in vitro kultury z donorovych rastlin Arundo donax cv. Variegata
pre mikropropagaciu, zakorenenie vyhonkov a aklimatizacia rastlin na ex vitro podmienky.

Material a metody

In vitro kultary Arundo donax cv. Variegata boli zalozené z axilarnych pacikov na steble odoberanych
v marci 2010. Vychodiskovy rastlinny material bol oplachnuty v etanole, nasledne sterilizovany v 0,1%
HgCl, (10 min.) aoplachnuty v sterilnej destilovanej vode. Nodalne segmenty o dizke 0,5 cm boli
inokulované na Zivné média na baze MS (Murashige, Skoog 1962) s pridavkom 30 g.I'sacharozy, 2,5 g.I"
Gelrite, cytokininu BAP alebo TDZ (thidiazuron) v koncentracii 4 mg.I" a auxinu NAA (kys. o-naftyloctovéa
alebo IAA (kys. 3-indolyloctova) v koncentracii 0,4 mg.I"' NAA. Na zakorefiovanie bolo pouzité tekuté MS
médium alebo pevné MS obsahujice Gelrite a pridavok 0,4 mg.I' NAA a 1 g.I"" aktivneho uhlia.

Vysledky a diskusia

Po 8 tyzdiioch od nasadenia explantitov bol hodnoteny podet regenerujucich vyhonkov a dizka
najdlhsieho vyhonku. Pri zhodnoteni regeneracie vyhonkov z axilarnych pucikov na indukénych médiach
sme zistili pozitivny vplyv BAP na tvorbu a multiplikaciu vyhonkov. Vyhonky lepsie regenerovali na Zivnom
médiu obsahujicom BAP v porovnani s TDZ, kde bol pri dizke vyhonkov zisteny Statisticky vyznamny
rozdiel. Pri porovnani vplyvu NAA aIAA nebol ani pri jednom znaku zisteny Statisticky vyznamny rozdiel.
Z toho dovodu bola v d’al$ej pasazi pouzivana len NAA. Aj tu sme zistili po 5-tich tyzdnoch kultivacie vyssi
pocet vyhonkov na Zivnom médiu s BAP — 2,9 oproti 2,45 vyhonku / explantat na zivnom médiu s TDZ,
hoci rozdiel nebol Statisticky vyznamny. Z toho dévodu odporticame na indukciu tvorby vyhonkov pri
zakladani kultar a multiplikacii vyhonkov Arundo donax BAP. Longxian et al. (1998) rovnako pouZili na
multiplikaciu vyhonkov Arundo donax BAP, pri¢om v kombinacii s IBA udavaju multiplikaény koeficient
3,2-7, ktory bol lepsi, ak ponechavali pri subkultivacii 2 vyhonky spolu. V nasich experimentoch sme v§ak
tento fakt nepotvrdili. Taktiez Schwott (1999) odportica zivné médium s BAP vkombinacii s PAA
(fenyloctova kyselina), udava vsak problémy so zakoreiiovanim vyhonkov. Je zname, Ze rastové regulatory
ovplyviiuju rast rastlin aj v nasledujticich pasazach, rovnako aj ich zakorefiovanie, ¢o sa potvrdilo aj v nasich
experimentoch. Frekvencia zakoreniovania vyhonkov bola na pevnych zivnych médiach 60 % pri vyhonkoch
regenerovanych na zivnych médiadch s BAP a 37,5 % pri vyhonkoch zo zivného média s TDZ. V tekutom MS
médiu bez rastovych regulatorov zakoreiiovalo 97 % vyhonkov pochadzajucich z média s BAP a 90 %
s TDZ. Prezivanie rastlin po presadeni do pOdy a aklimatizacii na ex vitro podmienky postupnym
znizovanim vlhkosti bolo 100 %.
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Regeneracia vyhonkov Arundo donax
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Obr. 1: Regeneracia vyhonkov Arundo donax cv. Variegata z axilarnych pudikov na zivnych médiach
s pridavkom cytokininov (BAP, TDZ) a auxinov (NAA, IAA):

Zaver

Na zéklade naSich experimentov mdzeme odporudit’ pre zakladanie in vitro kultar Arundo donax
cytokinin BAP, ktory bol efektivnej$i pri tvorbe novych vyhonkov aje aj ekonomicky vyhodnejSou
alternativou v porovnani s TDZ. V d’alSom obdobi by bolo vhodné stanovit’ optimalnu koncentraciu BAP pre
efektivnej$iu indukciu tvorby a multiplikaciu vyhonkov v kombinacii s NAA atiez porovnat efektivitu
regeneracie z axilarnych pucikov arizomov ako vychodiskového materialu pre zaloZenie in vitro kultiry.
Ked’Ze pri vyuziti rizomov o¢akavame podla predchadzajicich skasenosti vysokt frekvenciu kontaminécii,
¢o stazuje zakladanie explantatovych kultur, javi sa indukcia vyhonkov z axilarnych pucikov vhodnou
alternativou. Vyhodou pouzitia axilarnych pucikov je dostupnost’ materialu pocas celej sezony (marec-
oktober) bez nutnosti invazivnych zasahov do celistvosti rastliny.

Pod’akovanie: Tato Gloha bola podporena MP SR, projekt ,,VyuZitie biotechnologickych metéd pri tvorbe novych
typov rastlin“.
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CHARAKTERIZACIA GENOTYPOV KOLEKCIE ZRNA PSENICE POMOCOU
GLUTENINOV A GLIADINOV
CHARACTERIZATION OF GENOTYPES OF GRAIN WHEAT COLLECTION
BY GLUTENINS AND GLIADINS

Edita GREGOVA — Svetlana SLIKOVA

High molecular weight glutenin and 1BL.1RS translocation employing the standard sodium dodecylsulphate (SDS-
PAGE) and acid (A-PAGE) polyacrylamide gel electrophoresis method were classified in 24 wheat cultivars. There were
observed 14 different HMW-GS encoded by 11 alleles or allelic pairs in genetic resources collection wheat genotypes.
The most frequent HMW-GS alleles were “1” for Glu-1A, 7+8 for Glu-1B and 5+10 for Glu-1D, respecively. The Rye-
score in the accessions varied in broad range, three of the genotypes (Bohemia, GK Hunyad and MV Suba) reached the
maximum value 10.

Keywords: glutenin, gliadin, SDS-PAGE, A-PAGE

Uvod

Bielkovinova frakcia hra najdolezitejSiu ulohu pri vyrobe chleba. Hlavnymi bielkovinami endospermu
zrna psenice tvoriacimi lepok st gluteniny a gliadiny. Gluteniny st kddované lokusom Glu-1 lokalizovanom
na dlhych ramenach chromozémov homeologickej skupiny 1 (Glu-1A, Glu-1B, Glu-1D). Lokusy maju
podobu tzv. komplexnych lokusov. Kazdy lokus obsahuje dva gény koédujuce x-typ podjednotky s nizSou
relativnou molekulovou hmotnostou a y-typ podjednotky s vysSou relativnou molekulovou hmotnostou.
Hexaploidna pSenica moéze preto teoreticky obsahovat’ 6 réznych HMW gluteninovych podjednotiek.
V skuto¢nosti, v dosledku zoslabenia niektorych génov je pocet HMW-GS pét’ a menej. Dokazané bolo, ze
jednotlivé podjednotky, resp. ich pary ovplyviuji chlebopekarsku kvalitu rézne. Produkcia gliadinov je
kontrolovana hlavne alelami Gli-1 a Gli-2, lokalizovanymi na kratkych ramenach chromozémov
homeologickej skupiny 1 a 6. Lokusy Gli-1 kontroluju expresiu vSetkych w-gliadinov, vaésiny y-
gliadinov a niektorych B-gliadinov. Lokusy Gli-2 zase expresiu vSetkych a-gliadinov, vaésiny [-
gliadinov a niektorych y-gliadinov.

Material a metody

Pre elektroforetické analyzy zasobnych bielkovin boli pouzité vzorky dodané z Génovej banky Piestany,
celkom 24 genotypov. Analyza profilov zasobnych bielkovin zrna - gliadinov chromozému 1B a gluteninov
bola uskuto¢nend pomocou polyakrylamidovej gélovej elektroforézy v pritomnosti dodecylsulfatu sodného
(SDS-PAGE) a kyslej polyakrylamidovej gélovej elektroforézy (A-PAGE). Extrakciu gluteninov sme robili
podla Standardnej metody ISTA (Wrigley 1992). Pre extrakciu v alkohole rozpustnych bielkovin —
prolaminov sme pouzili Standardnti referenéni metodu ISTA v kyslom prostredi (Draper 1987). Bodova
hodnota predikcie pekarskej akosti bola stanovena podl'a publikovanych vysledkov (Payne & Lawrence
1983). Chlebopekarsku akost’ zrna vyjadruje bodové hodnotenie tzv. razné-skore, ktoré je odvodené od
pritomnosti, resp. nepritomnosti $pecifickych vysokomolekulovych gluteninov a 1B/1R translokacie. Jej
najvyssia hodnota moze byt’ 10.

Vysledky a diskusia

Vysledkami bielkovinovych analyz st udaje o pritomnosti jednotlivych HMW-GS resp. HMW-GS alel
lokusov Glu-1A, Glu-1B, Glu-1D, ktoré koéduju a tiez idaj o pritomnosti resp. nepritomnosti hospodarsky
vyznamného gliadinového bloku Gli-1B3. 1B/1R translokacie v8ak na chlebopekarsku kvalitu nemaju
priaznivy ucinok. Cesto vyrobené z takejto muky je neziaduco lepivé, o spdsobuje technologické problémy
vo vyrobe. Bolo dokazané, Ze tento problém nesposobuje koncentracia raznych bielkovin, ale pritomnost’
urcitych typov raznych bielkovin — sekalinov, kodovanych génmi lokalizovanymi na chromozome 1R raze.
ZvySenu lepivost’ cesta spdsobuje naruSenie rovnovahy v zostave bielkovin. V odrodach s takouto
translokaciou je zniZzena koncentracia LMW-GS, koédovanych chybajucim chromozémom 1B, ktoré su
nahradené monomérnymi sekalinmi z 1R chromozému raze. Odrody s 1B/1IR translokaciou mali vyssi obsah
bielkovin, ale Statisticky vyznamne niz$iu SDS-sedimenta¢nti hodnotu. To, ¢o v ddsledku translokacie 1B/1R
nevyhovuje pri vyrobe chleba, teda zvySena lepivost’ cesta, nie je prekazkou pri vyrobe pecivarenskych a
cukrarenskych vyrobkov. PSenice pouzivané pre tieto ucely by mali mat’ dobri vymelnost muky, nizku
koncentraciu bielkovin a nizku schopnost’ viazat’ vodu. Vplyv na chlebopekarsku kvalitu ma aj kvantitativne
a kvalitativne zastipenie HMW-GS, teda pocet a mnozstvo HMW-GS zastupenych v genotype. Genotypy so
Styrmi HMW-GS maju oproti genotypom s piatimi HMW-GS asi o 2% nizsi podiel HMW-GS na celkovych
bielkovinach zrna a tym aj nizSie zastapenie vysokomolekulovych gluteninovych polymérov. Kvalitativny
vplyv na kvalitu miky vyplyva zrozdielov v Struktire HMW-GS a ich schopnosti formovat’ polyméry
s inymi HMW-GS a LMW-GS. Jednym z faktorov kvality st aj LMW-GS a ich interakcie s HMW-GS
a gliadinmi. Za podjednotky s najpozitivnej$im vplyvom na chlebopekarsku kvalitu sa povazuje par HMW-
GS 5+10. Podjednotky Glu 1A 1 a 2* st lepsie ako Glu 1A 0, ale iba v kombinacii s Glu 1D 5+10. Alelicky
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blok Glu 1A 1, pritomny v 12 genotypoch, bol kombinovany s Glu 1D 5+10 v 10 pripadoch. V&csina
genotypov, az 66,6 %, mala v lokuse Glu 1A podjednotky 2* alebo 1, t.j. vztah k monitorovaniu lepsej
pekarskej akosti. V hodnotenom subore az 58,3 % genotypov malo priaznivii kombinaciu Glu 1B 7+9, Glu
IB 7+8 resp. Glu 1B 17+18 a Glu 1D 5+10. Maximéalnu hodnotu razného skére (10) dosiahli genotypy
Bohemia, GK Hunyad, Mv Panna a Isidor linia B.

Zaver

Elektroforetickda analyza je odporucanou, Siroko pouzivanou a uznavanou metdodou predikcie
chlebopekarskej kvality pSenice na celom svete a je zaradend do Slachtitel'skych programov. Vyuzitie
molekularnych markerov umoziuje racionalizovat’ systém vyberu genetickych zdrojov do S§lachtenia na
kvalitu a rozsirenie genetickej diverzity v nasich odrodach.

Pod’akovanie: Tato Studia vznikla vd’aka podpore v ramci Opera¢ného Programu Vyskum a vyvoj pre
projekt: Vyvoj novych typov rastlin s geneticky upravenymi znakmi hospodarskeho vyznamu ITMS:
26220220027, spolufinancovany zo zdrojov Eurépskeho fondu regionalneho rozvoja.
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Graf 1: Hodnotenie Razné skore v genetickych zdrojov pSenice

Literatira

DRAPER, S.R. (1987): ISTA variety committee report of the working group for biochemical tests for
cultivar identification 1983-1986. Seed Sci. Technol., 15, 431-434.

PAYNE P. I., LAWRENCE G. A. (1983): Catalogue of alleles for the complex gene loci, Glu-Al, Glu-Bl,
and Glu-D1, which code for high-molecular-weight subunits of glutenin in hexaploid wheat. Cereal Res.
Commun., 11: 29-34.

WRIGLEY C. W. (1992): Identification of cereal varieties by gel electrophoresis of the grain proteins.
Heidelberg, Springer-Verlag, 17-41.

Kontaktné adresa autora :
Ing. EDITA GREGOVA, PhD., Centrum vyskumu rastlinnej vyroby Piestany, Bratislavska 122, 921 68 Pie$tany, Slovenska republika

Ing. SVETLANA SLIKOVA, PhD., Centrum vyskumu rastlinnej vyroby Pie§tany, Bratislavska 122, 921 68 Pieitany, Slovenska
republika

Tel: +421 33 7722311, e-mail : gregova@vurv.sk

111



Nové poznatky z genetiky a §l'achtenia pol'nohospodarskych rastlin Zbornik zo 17. vedeckej konferencie, Pieitany : VURV, 2010

VARIABILITA V OBSAHU $-D-GLUKANU V DRUHOCH RODU AVENA
VARIABILITY IN THE pB-D-GLUCAN CONTENT IN AVENA SPECIES

Michaela HAVRLENTOVA — Svetlana SLIKOVA — Daniel MIHALIK

The aim of our work was to evaluate the variability of -D-glucan in Avena species. In two consecutive years (2008 and
2009) genotypes of 8 Avena species (A. strigosa, A. abyssinica, A. ludoviciana, A. sterilis, A. byzantina, A. marphyi and
A. sativa hulled and naked) were grown in the experimental fields of the CVRV. Using the commercial analytical kit by
the cpmpany Megazyme, the content of f-D-glucan was determined. Our preliminary results indicate higher levels of
monitored polysaccharide in warmer and drier year 2009 and in naked oat genotypes. A. strigosa, A. byzantina, A.
abyssinica, and A. sterilis are suitable sources of -D-glucan for the purpose of new plant material creation.

Key words: oat, Avena, f-D-glucan

Uvod

Rod Avena (skratka 4.) ma $tyri genomy: A, B, C a D a genomové kombinacie AA, CC, AABB, AACC a
AACCDD. Kultirny ovos (4. sativa L.) je obilninou s dlhym genémom (1C DNA obsahuje priblizne 1,4 x
10'°bazovych parov). Je to samoopelivy hexaploid so zakladnym po&tom chromozémov 7, ktory pozostava z
troch zékladnych genomov A, C a D. A a D st si pribuzensky vel'mi blizke a C je vzdialenejsi.

Li a kol. (2000a; b) studovali 13 druhov rodu Avena a na zéklade vysledkov utvorili fylogeneticky
strom. Tvoria ho 3 zakladné vetvy: 1/ dva A-genémové diploidné druhy (4. longiglumis a A. strigosa), 2/
druh 4. abyssinica (AABB) a 3/ tetraploidny A. murphii (AACC) a hexaploidné druhy. Autori predpokladaji
nasledovnu cestu fylogenézy ovsa siateho:

* prva cesta: A. strigosa (AsAs), A. longiglumis (A1A1l) — A. abyssinica (AABB) a
e druhd cesta: A. canariensis (AcAc), A. wiestii (AsAs) — A. maroccana, A. murphyi, A. insularis
(AACC), A. barbata (AABB) — A. sterilis — A. sativa, A. byzantina (AACCDD).

A. sterilis je viac rozSireny a vykazuje vysSiu variabilitu, Coffman (1946) ho povazuje za pdvodcu
kultrnych druhov ovsa. 4. fatua je pre kultirny ovos zdrojom niektorych znakov ako s odolnost’” voci
chladu a rezistencia vo¢i chorobam. Na druhej strane, existuju dokazy, ze A. fatua ma pévod v A. sterilis
(Leggett & Thomas 1995).

Zaujem o kulturny ovos siaty (4. sativa L.) sa zvySuje, pretoze vedecké prace neustale dokazuji jeho
nutricny a dieteticky vyznam. Americky vladny trad pre vyzivu a lie¢iva v Rockville (Maryland, USA) v
roku 1997 zaradil ovsené plevy medzi funkéné potraviny, pretoZze obsahuji ako Strukturalnu zlozku B-D-
glukan, ktory vyznamne znizuje hladinu cholesterolu v sére a pozitivne pdsobi na hladiny glukoézy a inzulinu.
Vyznam ovsenej vlakniny spociva aj v prevencii mnohych civilizaénych chordb vratane srdcovo-cievnych a
onkologickych.

Vyvoj odrdd ovsa s vyssim podielom B-D-glukanu je vyznamnou celosvetovou prioritou (Rampitsch et al.
2006) a prispieva k zvySeniu nutri¢nej a ekonomickej hodnoty plodiny. V roku 2006 sa v USA vyslachtila
prva odroda ovsa so zvySenym obsahom potravinovej vlakniny a B-D-glukanu, ktora ma okrem velmi
dobrych odrodovych vlastnosti aj vybornt rezistenciu vo¢i chorobam (Suszkiw 2006).

Material a metody

V praci sme pouzili genotypy nasledovnych druhov rodu Avema: A. strigosa, A. abyssinica, A.
ludoviciana, A. sterilis, A. byzantina, A. marphyi a A. sativa. Rastlinné materialy boli vysiate v dvoch po sebe
nasledujtcich rokoch (2008 a 2009) na pokusnych plochach CVRV — Vyskumny ustav rastlinnej vyroby
Piestany. Po dozreti boli zrna vysuSené a tesne pred analyzami boli pomleté na ultracentrifugacnom mlyne
na hrabku 0,5 mm.

Pomocou analytického kitu ,,Mixed-linkage beta-glucan assay procedure” (K-BGLU, BBG 5/03, metoda
na stanovenie obsahu B-D-glukanu) (McCleary, 2006) od firmy Megazyme (Megazyme International Ireland
Ltd.) bol stanoveny obsah -D-glukanu. Metoda je odporuc¢ana AOAC (metoda 995.16), AACC (metdda 32-
23) a ICC (Standartnd metoéda ¢. 168). Obsah B-D-glukanu bol prepocitany na obsah suSiny, ktora bola
stanovena v den analyzy na automatickom analyzatore.

Vysledky a diskusia

Sledovanim priemerného obsahu hodnoteného suboru ovsov moézeme konStatovat, Ze v oboch
hodnotenych rokoch sme sledovali obdobny trend v obsahu B-D-glukanu (obr. 1), pricom rok 2009 sa
vyznacoval mierne vy$§im obsahom v danom polysacharide vo vSetkych vzorkach okrem A. abyssinica a A.
marphyi, rozdiely v8ak boli nepatrné (o 0,03 % v prvom pripade a0 0,01 % v druhom). Nase vysledky
poukazuju, ze vroku 2009, ktory sa vyznacoval vySSou priemernou teplotou pocas vegetacie a niz§im
thrnom zrazok v porovnani s rokom 2008 (data neuvadzame), prave vyssia teplota a nizSie zrazky mohli byt
pri¢inou vysSieho obsahu daného polysacharidu. Podobne aj ini autori zistili, Ze teplejSie a suchSie
podmienky pestovania vedu k vys$§im vytazkom B-D-glukdnu v ovsenom zrne (Lazaridou et al. 2008;
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Havrlentova 2009) a v zrne jaémena (Swanston 1995), ¢o stvisi so skutoCnostou, ze vplyvom sucha
dochadza k pretransportu latok v rastline smerom do zrna (Dupont & Altebach 2003).

Priemerny najvys$i obsah daného polysacharidu bol vo vzorkach nahych ovsov A. sativa (6,18 %).
Z d’alsich hodnotenych materialov rodu Avena bol trend nasledovny: A. strigosa (4,08 %) > A. byzantina
(3,96 %) > A. sativa var. sativa (plevnaté druhy kultirneho ovsa, 3,81 %) > A. abyssinica (3,73 %) > A.
sterilis (3,68 %). Najnizsie obsahy sme sledovali vo vzorkach A. ludoviciana a A. marphyi, 1,68 a 1,25 %.
Nie st zname prace, ktoré by sledovali obsah daného polysacharidu v takom rozsahu druhov rodu Avena.
Avsak &o sa tyka kultirnych ovsov, nase vysledky st v zhode s vysledkami inych autorov (napr. Sterba 2002;
Grausgruber et al. 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 et al.
1996; Ehrenbergerova et al. 2003) v semenach ja¢mena.

Nase doterajsie vysledky ukazali, ze materialy druhov 4. strigosa, A. byzantina, A. abyssinica a A. sterilis
st vhodné ako potencialna germaplazma pre tvorbu novych rastlinnych materialov ovsa siateho s vySsim
obsahom zdraviu prospesného B-D-glukanu. Viac vyskumu sa vSak planuje realizovat na danej
problematike.

7
02008 priemer

2009 priemer

A. strigosa A abyssinica  A. ludoviciana A. sterilis A byzantina A. marphyi A. sativa var. A. sativa var.
sativa nuda

Obr. 1: Priemerny obsah B-D-glukanu vo vzorkach druhov rodu Avena v dvoch po sebe nasledujtcich rokoch.

Pod’akovanie: Tato Stidia vznikla vd’aka podpore v ramci OP Vyskum a vyvoj pre projekt: Vyvoj
novych typov rastlin s geneticky upravenymi znakmi hospodarskeho vyznamu ITMS: 26220220027,
spolufinancovany zo zdrojov Eurépskeho fondu regionédlneho rozvoja.
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OBSAH LIPIDOV A PROFIL MASTNYCH KYSELIN V SEMENE
SLOVENSKYCH ODROD MAKU (PAPAVER SOMNIFERUM L.)
LIPID CONTENT AND FATTY ACIDS COMPOSITION IN POPPY SEEDS OF
SLOVAK ORIGIN (PAPAVER SOMNIFERUM L.)

Andrea HLINKOVA — Milan CERTIK — Michaela HAVRLENTOVA

The cultivation of poppy (Papaver somniferum L.) has a long-term tradition in the Slovakia. Slovak poppy was
historically used for production of edible seed and consequently was this fact covered in breeding of poppy. From
chemical point of view, poppy seeds contain 55% lipids, 25-30% proteins, vitamin E, F, and pantothenic acid, calcium,
and phosphorus. The nutritional value of lipids depends on the content of mono- and poly-unsaturated fatty acids.
Dominating acids are oleic, linoleic, palmitic, linolenic, and stearic. Profile of fatty acids is important in protection
against the heart-vascular diseases in humans. The lipid content and fatty acids composition in 8 poppy-seed genotypes
of Slovak origin registered on the List of Registered Species in the Slovak Republic were measured in this study. The lipid
content ranged from 44.97% to 51.2%. The highest lipid content was in Bergam and the lowest one in Albin.

Key words: poppy seed, oil, fatty acids, lipid

Uvod

Mak siaty (Papaver somniferum L.) je v st¢asnosti vel'mi zaujimavou plodinou, ktora prenikla na nase
uzemie pravdepodobne pri stahovani narodov v 4 — 5. storo¢i. Povod tejto plodiny siaha do Turecka, ale je
pestovand v mnohych krajinach ako India, Japonsko a Austrdlia najmd pre medicinske aplikacie.
V stcasnosti sa oblast’ pestovania maku orientuje najmé na farmaceutické vyuzitie tejto olejniny z hladiska
obsahu alkaloidov. Druhou alternativou je v§ak konzumny potravinarsky mak a pre tento ucel s nase odrody
exportované najmi do Ciech, Mad’arska a Ruska.

Makové semena maju vysoku nutriéni hodnotu a nakolko nemajii narkotické ucinky, pouzivaju sa
v pekarstve a cukrarstve. Mak je vSeobecny nazov pre jednotlivé druhy rodu Papaver, ¢elade makovitych
Papaveraceae. Je to diploidna (2n= 2x=22) plodina, v subtropickej klime je to jednoro¢na rastlina. Je
prednostne samoopelivd (Kumar 2007), avSak 10-37 % predstavuje cudzie opelenie (Patra et al. 1992).
Makovy olej (Oleum Papaveris seminis) je mnohou¢elova surovina vyuZivana v ludskej vyzive z dévodu
jeho jedinecnej chuti a vone. Ozcana a Atalay (2006) poukazujt, Ze obsah oleja v makovych semendch zavisi
od typu odrody a je v rozpiti od 32,4-45,5 %. VSeobecne sa vSak uvadza obsah oleja v maku okolo 50 %
(Singh a kol., 1990). Obsah oleja je ovplyvneny farbou semena, Eklund a Agren (1975) dokumentovali, Ze
biele odrody obsahovali 40 % oleja, zatial' ¢o modré obsahovali zna¢ne niz$iu hodnotu (33 %). Schopnost’
oleja vysychat' na zaklade obsahu nenasytenych mastnych kyselin bola historicky vyuzivanad v priemysle
naterov a taktiez jeho potencialne vyuzitie ako pohonna latka pre dieselové motory je moznou technickou
aplikéaciou (Altin et al. 2001).

Nutri¢na hodnota lipidov je zaloZena na zastupeni mono- a poly- nenasytenych mastnych kyselin. Nergiz
a Otles (1994) poukazuju, ze kilogram oleja z maku obsahuje 891 g nenasytenych a 108 g nasytenych
mastnych kyselin, pricom olej obsahuje 50-60 % linolovej kyseliny, 30 % olejovej kyseliny a 6-9 % kyseliny
palmitovej. Murphy (1993) poukazuje na pomer nenasytenych kyselin k nasytenym 2:1, pripadne pomer
1:1:1 (nasytené, mononenasytené a polynenasytené mastné kyseliny). Azcan et al. (2004) poukazuje, ze
okrem vysokych obsahov kyseliny linolovej, palmitovej a olejovej obsahuje olej i ve'mi malé mnozstvo
kyseliny stearovej a linolénovej. Makové semeno moze byt vhodnou surovinou pre potravinarsky priemysel
prave z dovodu vysokého obsahu linolovej kyseliny a nizkeho obsahu linolénovej, nakol’ko ta je neziadiica
z dovodu jej pritomnosti v procese autooxidacie, kedy vznikaji peroxidy mastnych kyselin. Tieto procesy
vznikaju mechanicky, napriklad poskodenim semena pri zbere a spdsobuji neziadiucu horku chut’.

Semeno maku je surovina, ktora predstavuje bohaté spektrum obsahovych latok. Dominujice st okrem
mastnych kyselin i steroly (kampesterol, stigmasterol, sitosterol a 5-avenasterol), tokoferoly a tokotrienoly,
skvalén, zvySky po extrakcii su taktiez bohatym zdrojom proteinov a sacharidov. Zluceniny 1-pentanol (s
obsahom v zrne 3,3-4,9 %), 1-hexanal (10,9-30,9 %), 1-hexanol (5,3-33,7 %), 2-pentylfurdn (7,2-10 %)
a kyselina kapronova (2,9-11,5 %) boli identifikované ako hlavné prchavé latky vo vSetkych skimanych
vzorkdch makového oleja (Krist a kol., 2005). Opium, ¢o v preklade znamena $tava (grécky opion) sa
ziskava z narezanych toboliek nezrelych makovic a obsahuje viac ako 50 % alkaloidov, hlavne morfinu,
znameho pre svoj silny analgeticky G¢inok. Z ostatnych alkaloidov st najvyznamnejsie kodein a noskapin
(antitusicky G¢inok), tebain a papaverin (smazmolytikum).

Syntéza a metabolizmus mastnych kyselin su vel'mi komplexné procesy, zahriiujiice mnozstvo enzymov
aregulovanych drah. Vo vysSich rastlinach si PUFA (polynenasytené mastné kyseliny) syntetizované
prokaryotickymi (chloroplast) i eukaryotickymi (endoplazmatické retikulum) drdhami (Roughan et al. 1980,
Browse et al. 1986). Syntéza <18C mastnych kyselin v bunkovom matrixe prebieha za pritomnosti NADPH
ako esencialneho donoru vodika prevazne z pentdézofosfatového cyklu. Vsetky rastlinné bunky produkuju
mastné kyseliny z acetyl-CoA spolo¢nou drahou lokalizovanou v plastidoch.
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Nasytené tuky a cholesterol reprezentujii najviac uznavany rizikovy faktor v naSej strave, zatial' Co
monoény a PUFA st pravdepodobne najddlezitejSie lipidy, ktoré by mohli poskytovat’ zdraviu-prospesny,
prip. preventivny terapeuticky u¢inok, ak je ich prijem v potrave zvySeny. Prevladajiice zdroje n-3 mastnych
kyselin st rastlinné oleje (ALA) aryby (EPA a DHA). Maji pozitivny vplyv na aterosklerézu, ischemicka
chorobu srdca, zapalové ochorenia, a pravdepodobne i na poruchy spravania (Connor 1989). A prave tu sa
otvara priestor aj pre vyuzitie semena maku ako zdroja rastlinnych mastnych kyselin.

Material a metody

Ako material sme pouzili 8 odréd maku slovenského povodu, sedem modrosemennych (Opal, Major,
Maraton, Malsar, Bergam, Gerlach, Lazur) a jednu bielosemennu (Albin), ktoré s zapisané v Listine
registrovanych odréd SR pre rok 2009. Materialy boli vysiate na pokusnych polickach Vyskumno-
$Pachtitel'skej stanice Maly Sari§ a dodané v mnoZstve cca 50 g. Vzorky boli nasledne uskladnené v chlade
a tesne pred analyzou pomleté. Analyzy boli realizované v Styroch opakovaniach, priCom pre kazda vzorku
bola v den analyzy stanovena sucha hmotnost’. Obsah lipidov sa stanovil extrakciou hexanom Soxhletovym
extraktorom. Metoda je uznana AOAC (Association of Official Analytical Chemists) ako Standardna metoda
pre analyzu hrubého tuku. Vzorka bola najskér pomleta, navazend v mnozstve 5 g a vloZena do extrakcnej
patrony a nasledne podrobend extrakcii v 100 ml hexanu v trvani 12 hodin. Po skonceni extrakcie bol extrakt
prefiltrovany cez bezvody siran sodny do suchej a vopred zvazenej banky. Rozpustadlo bolo odparené na
rotacnej véakuovej odparke do sucha azrozdielov hmotnosti sa stanovil percentudlny podiel lipidov vo
vzorke. Z lipidov boli pripravené metylestery mastnych kyselin (podl'a postupu Christoperson & Glass 1969).
Profil mastnych kyselin bol realizovany analyticky plynovou chromatografiou (GC6890 N, Agilent
Technologies, kapilarna koléna DB-23 a FID), ktory bol vyhodnoteny softvérom Chemstation B0103 na
zaklade reten¢nych casov znamych Standardov.

Vysledky a diskusia

Vysledky extrakcie lipidov poukazuju, ze obsah lipidov v semenach maku variroval v rozmedzi od 44,97-
51,2%. Ozcana a Atalay (2006) dokumentuju obsah lipidov v rozpdti 32,4-45,5 % ataktiez sa uvadza
vSeobecny obsah lipidov v maku 50 % (Singh et al.1990). Obsah lipidov je zavisly na farbe semena maku, ¢o
potvrdili aj nase vysledky. Bielosemenna odroda obsahovala znacne nizSie percento lipidov v porovnani
s modrosemennymi odrodami. Tento vysledok je vSak v protiklade s vysledkom Eklund a Agren (1975), ktori
vyhodnotili vy$$i obsah lipidov v bielosemennych odrodach v porovnani s modrosemennymi. Najvy$$im
obsahom celkovych lipidov sa vyznacovala odroda Bergam (52,1 %), na druhej strane najmenej lipidov
obsahovala bielosemenna odroda Albin (44,97 %). Poradie obsahu lipidov v ostatnych odrodach bolo
nasledovné: Gerlach (51,01 %) > Lazur (50,88 %) > Major (49,44 %) > Malsar (49,38 %) > Maraton (47,5
%) > Opal (46,32 %). Profil mastnych kyselin bude zverejneny formou posteru priamo na konferencii.

Pod’akovanie. Uloha bola realizovana s finanénou podporou projektu ,,BIFUGEN - Biologicka a
funkénaé diverzita genofondu rastlin pre zvySenie pridanej hodnoty poI'nohospodarskej produkcie zo zdrojov
MP SR.
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RADIACNA MUTAGENEZA V SCACHTENI LASKAVCA
RADIATION MUTAGENESIS IN AMARANTH BREEDING

Andrea HRICOVA — Monika KECKESOVA — Zdenka GALOVA — Milan SUHAJ —
Gabriela LIBIAKOVA — Alena GAJDOSOVA

The aim of our work was to improve by radiation mutagenesis two selected amaranth cultivar - Amaranthus cruentus
,»Ficha* and hybrid ,,K-433*“.We analyzed and compared amaranth mutant lines obtained by radiation with controls on
the base of some biochemical traits and have found several lines to be promising. Four lines (C82/1, D279/1, C15/3,
C27/5) showed higher coefficient of nutritive quality in comparison with controls. Oxalic acid as an antinutritional factor
was lowest in D282/1 followed by C236/1.Considering overall nutritional values, line C82/1 is most promising mutant
line that could be used in breeding program.

Key words: amaranth, mutagenesis, nutrition quality, protein fractions,SDS PAGE, oxalic acid

Uvod

V sucasnosti sa vel'ka pozornost’ venuje obnoveniu zaujmu o podcenované druhy, medzi ktoré patria aj
pseudoceredlie. V porovnani s konvenénymi obilninami sa pseudocerealie, medzi ktoré patri aj laskavec
(Amaranthus L.), vyzna¢uju vysokym podielom nutri¢ne plnohodnotnych protoplazmatickych bielkovin a ich
najvacsi vyznam spociva v tom, ze je ich mozno vyuzit' pri bezlepkovej diéte. Semena laskavca maju tiez
vysoky obsah bielkovin, Skrobu, tukov a su vyznamnym zdrojom vitaminov, mineralnych latok a vlakniny.

Ciele v slachteni laskavca si podobné ako pri obilninach, zamerané najmé na zvysenie odolnosti voci
biotickym a abiotickym faktorom a stabilizaciu prip. zvySenie trod. Cielom prace bolo pomocou radiacnej
mutagenézy zlepsit' dve vybrané odrody laskavca a na zdklade niektorych biochemickych ukazovatel'ov
vyhodnotit’ nutricnu kvalitu semien ziskanych mutantnych linii a porovnat’ ju s neoziarenymi formami.

Material a metody

Semena dvoch genotypov A. cruentus ,,Ficha“ a hybrida ,,K-433“, pochadzajuceho z medzidruhovej
hybridizacie A. hypochondriacus x A. hybridus (GB VURP, CR), boli oZiarené davkou 175 Gy (Gajdosova et
al., 2007). V poI'nych experimentoch bolo zalozenych 10 mutaénych generacii, niektoré na dvoch lokalitach
Slovenska (Nitra, Maly Sari§). Podas jednotlivych vegetaénych obdobi boli uskutoéiiované fenologické
pozorovania a pozitivna selekcia rastlin pre ziadané morfologické vlastnosti a HTS.

Pre vyhodnotenie nutri¢nej kvality sme na zaklade $tatistického vyhodnotenia HTS vybrali 9 mutantnych
linii, ktorych semena sme nasledne analyzovali a porovnavali s 2 kontrolnymi, neoziarenymi formami.

Celkovy obsah dusika sme stanovili podla Kjeldahla, frakénu skladbu bielkovin podl'a Golenkova (ICC
metdda) a percentudlne zastipenie hrubych bielkovin sme vypocitali zobsahu dusika vynasobeného
prepocitavacim koeficientom (% N x 5,7). Zo zastupenia bielkovinovych frakcii sme urcili koeficient
nutriénej kvality - KNK [((albuminy + globuliny + zvySok)/gliadiny)x 100]. Elektroforetickl separaciu
zasobnych bielkovin sme uskutoénili v systéme diskontinualnej SDS-PAGE podl'a modifikovanej metodiky
ISTA (Wrigley, 1992). Ako Standardy sme pouzili odrody pSenice letnej Marquis a Chinese Spring. Nacitané
bielkovinové gély sme vyhodnotili pomocou dokumentaéného a vyhodnocovacieho systému Grab-It a
GelWorks 1D pre Windows a §tatistické vyhodnotenie sme realizovali pomocou programu Statgraphic 5.0.

Obsah kyseliny §tavelovej (mg.kg™") sme stanovili metédou kapilarnej izotachoforézy (Karoviova et al.
2007). Na statistickl analyzu celkovych vysledkov sme pouzili multivariacnu Statisticki metddu hlavnych
komponentov pomocou programu Unistat® v. 5.6 (Unistat Ltd., London, England).

Vysledky a diskusia

Vysledkom radiacnej mutagenézy je zbierka mutantnych linii s preukazne zvySenou HTS, ktora
povazujeme na zaklade vysledkov analyz desiatich mutacnych generacii za geneticky fixovany znak
(Gajdosova et al. 2008).

Pri hodnoteni nutri¢nej kvality semena je dolezity obsah bielkovin, ktory bol v analyzovanych vzorkach
mutantov o 4,6% menej oproti kontrole. Najvyssi obsah hrubych bielkovin dosiahla linia D54/1 (13,6 %),
vypovednu hodnotu vo vztahu k vyzivnej kvalite semena, mozno konstatovat’, ze jeho priemerna hodnota
bola vo vzorkach mutantov o 4% niZ$ia v porovnani s kontrolami. Styri linie (C82/1, D279/1, C15/3, C27/5)
dosiahli v porovnani s neoziarenymi formami semien vys$iu hodnotu. Na zaklade uvedeného mozno semena
analyzovanych linii hodnotit’ ako semena s porovnatelnou az vys$Sou vyzivnou kvalitou v porovnani s
kontrolou.

Laskavec, tak ako aj vécsina pseudocerealii, sa v porovnani s konvenénymi obilninami vyznacuje
vysokym podielom nutri¢ne plnohodnotnych albuminov a globulinov a sicasne nizkym podielom zasobnych
bielkovin glutelinov a prolaminov (Bressani et al. 1990; Michalik et al. 2006). Z naSich vysledkov vyplyva,
ze obsah albuminov a globulinov sa pohyboval v rozmedzi od 48,93 % do 59,54 %, ¢o je o 1,4% mene;j
v porovnani s kontrolou. Tri linie (C15/3, C27/5, C82/1) dosiahli oproti kontrole vys$iu hodnotu. Na druhe;j

116



Nové poznatky z genetiky a $'achtenia po'nohospodarskych rastlin Zbornik zo 17. vedeckej konferencie, Piestany : VURV, 2010

strane zastupenie neplnohodnotnych zasobnych bielkovin sa pohybovalo v rozsahu od 30,29 % do 37,43 %,
¢o je 06,3 % viac oproti neoziarenej kontrole. Podl'a Muchovej etal. (2000), Michalika et al. (2006)
a d’alsich, obsah zasobnych bielkovin v semenach laskavca je v porovnani so pSenicou v priemere o 50 %
niz§i. Zastupenie frakcie prolaminov bolo v semenach v priemere 3,3 %, ¢o je v sulade so zdvermi Michalika
et al. (2006), ktory stanovil ich obsah v kolekcii laskavca v priemere 2,93 %, o vyhovuje potrebam pre
pripravu potravin bezlepkovej diéty.

Elektroforetickou separaciou zasobnych bielkovin sme identifikovali vysokomolekularne a
nizkomolekuldrne gluteninové podjednotky, z ktorych je mozné detegovat’ rdzne vlastnosti genotypov.
Zastupenie vysokomolekularnych gluteninovych podjednotiek, ktoré ovplyviiujii technologicku kvalitu
semena, bolo v liniach 00,24 % viac v porovnani s kontrolami. V zastipeni nizkomolekuldrnych
gluteninovych podjednotiek linie C 26/2, C27/5, C 236/1 a D 279/1 dosiahli oproti kontrole vyssiu hodnotu.

Celkovo mozno konstatovat, ze nutriéna kvalita mutantnych linii sa v porovnani s neoZziarenymi
formami vplyvom mutagenézy vyznamne nezvysila. NajzaujimavejSou zo ziskanych linii je linia C82/1,
ktora dosiahla najvyssiu nutricnit hodnotu v porovnani s oziarenymi ako aj neoziarenymi vzorkami. Uvedené
je v sulade s pracou Galovej et al. (2006), ktora Studovala vplyv chemomutagénu N—nitrozo-N-etylmocoviny
na zrno pSenice Astella, pricom priemerny obsah albuminov, globulinov a gliadinov bol vyssi v porovnani
s nemutovanou vzorkou, kym percentudlne zastipenie gluteninov bolo nizsie.

Délezitym ukazovatelom vyzivovej hodnoty je aj obsah kyseliny stavelovej, ako jedného z hlavnych
antinutriénych faktorov, pri¢om neziaduce si jej rozpustné formy, ktoré v organizme s Ca*" tvoria
nerozpustné soli ukladajuce sa v oblickach. Metddou hlavnych komponentov sme vyhodnotili vplyv
rozpustnych foriem oxalatov na diferenciaciu vzoriek, pricom oxalaty mali zo vsetkych deskriptorov najvacsi
vplyv na rozliSenie vzoriek. Znizenie obsahu oxalatov v mutantoch sa prejavilo vyznamnou segregacnou

svwr

stanoveny v liniach C236/1 a D282/1, a bol znizeny oproti kontroldm o viac ako 50, resp. 70 %.

Zaver

Na zéklade predbeznych vysledkov je mozno konStatovat, ze sme znutricného hl'adiska ziskali
pomocou indukovanej radia¢nej mutagenézy niekol’ko zaujimavych linii laskavca. Najvyznamnejsie sa vplyv
radiacie prejavil v mutantnej linii C82/1, v ktorej sme zistili v porovnani s neoziarenymi formami vyssi
koeficient nutricnej kvality ako aj vyS$si podiel albuminov a globulinov, ktoré¢ sa vyznacuji optimalnym
zlozenim esencialnych aminokyselin a charakterizované sl ako plnohodnotné frakcie bielkovin. Dve linie
(C236/1 aD282/1) maju vyznamne niz$i obsah rozpustnych oxalatov, ktoré predstavuju v semenach
neziaduci antinutri¢ny faktor.

Z hladiska vyuzitia mutagenézou ziskanych linii v Slachtitelskom programe laskavca, sa v d’alSom
stidiu budeme zaoberat’ ich detailnejSou charakteristikou a ziskanim poznatkov o inych dolezitych
biochemickych vlastnostiach ako je obsah vitaminov A, C, E, ako najddlezitejSich antioxidantov, zastiipenie
aminokyselin, obsah skvalénu ¢i profil lipidov v semenach.

Pod’akovanie: Tato praca bola rieSend v ramci grantovej vyskumnej ulohy VEGA ¢. 2/0109/09 a VEGA
¢. 1/0471/09.
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VYZNAM RASTOVEJ ANALYZY V SKRININGU GENOTYPOV KAPUSTY
REPKOVEJ PRAVEJ
GROWTH ANALYSIS IMPORTANCE IN RAPESEED OIL GENOTYPES
SCREENING

Miroslav JANCICH — Elena HUNKOVA — Eleonéra KRIVOSUDSKA — Jana
FERENCOVA

Breeders all over the world are atempting to find high yield rapeseed genotypes. It is important to get information about
correlation between plant habitus and economic yield. It is possible to describe winter rapeseed growth periods by
precise calculation some of growth parameters. That can be useful in relation to seed yield. By now, we can allege that
there is no agreement between autors in habitus components assesment in relation to yield. Only relation of 1000-seed
weight and number of pods per plant to yield is well known.

Key words: growth analysis, genotype selection, number of pods, seed yield,

Uvod

STachtitelia sa pri danej rastline zaujimaju v pokusoch o komplex vlastnosti daného genotypu, ktoré sa
vysledkom mnozstva faktorov. Porozumenie vztahov medzi trodou a jej komponentmi je najdolezitejSim
faktorom v smerovani k optimalnemu vyuzitiu tychto informacii (Sarawgi et al. 1997). Mnozstvo celkovej
suSiny plodiny je priestorovym a casovym prepojenim vsetkych procesov v rastline apreto je suSina
najrelevantnej$im parametrom porastu plodiny. Rychlost’ akumulacie suSiny sa meni pocas zivotného cyklu
plodiny. Rovnako sa meni aj listova plocha, ktora je bud’ vysledkom posobenia environemntalnych Cinitel'ov
alebo genotypovych rozdielov medzi jednotlivymi kultivarmi. Zakladnymi vstupnymi tdajmi pre rastovi
analyzu su listova plocha a hmotnost’ susiny, resp. hmotnost’ suSiny vybranych Casti rastlinného habitusu,
z ktorych je mozné vypocitat rastové parametre. V tabulke 1 uvadzame vybrané pouzivané parametre.
(Tuncturk a Vahdetin 2007).

Tabul’ka 1: Vybrané rastové parametre

Parameter Symbol Jednotka
Rychlost’ rastu porastu CGR g (plodina).m™ d

2 - 2 - .
Index listovej pokryvnosti LAI ;né d(}l/;st).m (jednotkova plocha
Specificka listova plocha SLA m” (list). g (list)
Relativna rychlost’ rastu RGR g (plodina). g (plodina). d”'
Rychlost Gistej asimilacie NAR g (plodina). m™ (list). d”'

Material a metody

Teoreticky ma model rychlosti rastu porastu repky olejnej tvar sigmoidnej krivky. Z nej mozno odcitat’ tri
zéakladné fazy (exponencialny rast, konstantna rychlost’ akumulacie suSiny a faza klesajucej rychlosti rastu).
Narast LAI a teda aj narast hmotnosti susiny sa proporcionalne premieta v hodnote rychlosti istej asimilacie
na jednotku listovej plochy. Pocas prvej fazy vyvoja porastu vedie narast hodnoty LAI ku narastu rychlosti
akumulacie suSiny. Rychlost akumulacie susSiny sa stdva konStantnou v momente, ked zmena v LAI
neovplyviiuje absorbanciu ziarenia-faza konsStatného rastu. Najvhodnej$im parametrom na popisanie rastu
v tejto faze je CGR. Pdsobenie abiotickych stresorov na rastlinu sposobuje redukciu tohto parametra. Ked’ze
CGR je pocas tejto fazy relativne konstantné, je aj akumulacia susiny priamoumerna dizke tejto periody.
V konecnej faze ontogenézy klesd denny prirastok susiny v dosledku funkénej aj vizudlnej senescencie
fotosyntetickych organov (Maiorana et al. 1997).

S uvedenymi ukazovatel'mi mozno spajat’ i d’alsie udaje, ktoré sa ziskavaju pri primarnom zbere tidajov
pre rastova analyzu. Sheikh et al. (1997) naSiel vyznamny vztah medzi Grodou semien a primarnymi
a sekundarnymi odnozami, hmotnostou semien a $esul’ na rastlinu. Tento zéver sa zhoduje s Ozerom et al.
(1999). Avsak pocet semien na $esul’u, priemer $esul’ a dizka $e3GI’ nie st podl'a uvedeného autora vhodnym
selekénym kritériom. Rovnako d’alsi autori (Algan & Aygiin 2001; Caliskan et al. 1998) sa zhoduju, ze
najvhodnejsim kritériom na selekciu je zberovy index, pocet $eSil' na rastlinu, hmotnost’ tisic semien.
V pocte semien na SeSul'u nepanuje medzi autormi zhoda.
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Obr. 1: Potencialna rychlost’ produkcie susiny (krivka 1), percentudlne vyjadrenie intercepcie svetla porastom (krivka
2), kalkulované CGR (krivka 3) arealne CGR (krivka 4) repky olejnej ozimnej v hercynskom regione v centralnom
Nemecku (Diepenbrock 2000).

Zaver

Presnym kalkulovanim vybranych rastovych parametrov je mozno popisat rastové fazy repky olejnej
formy ozimnej. Tento poznatok je vyuziteny vo vztahu k tvorbe asimilatov a ich alokacii tak v ¢ase ako aj
vramci rastlinného habitusu. Podnes nebola medzi autormi dosiahnutd zhoda v nazoroch na vacsSinu
komponentov ovplyvitujucich Grodu repkového semena. Za dorieSeny je povazovany jedine vztah zberového
indexu a poétu $esul’ na rastlinu k Girode. St povazované za pozitivne tirodotvorné komponenty. Slachtitelia
repky olejnej by sa okrem d’al§ich vyznamnych selekénych kritérii, ktoré mézeme sthrnne nazvat’ odolnost’
voci environmentalnym stresorom, mali zamerat’ na vyber genotypov s uvedenymi vlastnost’ami.
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ARCHITEKTURA PORASTU KAPUSTY REPKOVEJ PRAVEJ VYJADRENA
PROSTREDNICTVOM VYBRANYCH RASTOVYCH PARAMETROV
OILSEED RAPE CROP ARCHITECTURE DESCRIBED BY SOME GROWTH
PARAMETERS

Miroslav JANCICH — Marek ZIVCAK — Marek KOVAR — Stanislav UHLIAR — Elena
HUNKOVA — Lubica MALOVCOVA

Oilseed rape became a one of the most important oilseed crop. Improving in crop architecture is one of the tools how to
get higher yields. Leaf area index and other growth parameters are helpful. Two varietes of oilseed rape were grown
under the the same condition. One variety, wich reached optimum LAl much sooner than another had higher yield. We
investigated if sooner reached optimum LAl influences yield quantity.

Key words: LAI, CGR, oilseed rape, yield

Uvod

Repka olejnd je najddlezitejSia olejnina, ktora musi na poli ekonomiky produkcie sutazit' s obilninami
apreto je potrebné do budicnosti vyrazne zvysit jej Grodnost. Intenzivny rast listovej plochy zacina
v jarnom obdobi uz zac¢iatkom aprila. Tieto idaje uvadzajh viaceri autori (Diepenbrock 2000; Kostrej 1998).
Urcenie optimalneho indexu listovej pokryvnosti LAI (leaf area index) pre jednotlivé odrody repky olejnej je
jednym z hlavnych faktorov stanovenia hustoty porastu do buducnosti (Hongxin 2009) a tym optimalizovania
produkénej vykonnosti plodiny.

Material a metody

Katedrou fyzioldgie rastlin SPU v Nitre (d’alej len KFR) bol zalozeny pokus s kapustou repkovou pravou
(Brassica napus), ktory sa uskuto¢nil na experimentalnej baze SCPV - VURV v Borovciach (167m n.m.) pri
Piestanoch. Podnebie je kontinentilneho charakteru. Priebeh pocasia pocas vegetacného obdobia vysiateho
porastu charakterizuje tthrn zrazok na trovni 358mm s priemernou teplotou 15,5 °C. Pdda je ¢ernozem
hnedozemna s 1,8-2,0 % obsahom humusu, pH 6,35 — 7 (Babulicova 2007).

Vo vegetatnom obdobi 2008-2009 boli pestované odrody Oponent (liniova odroda, Ceské republika) a
Viking (liniovd odroda, Nemecko). Boli vybrané na zéklade rozdielov deklarovanych UKSUP-om
a distribuénymi semenarskymi spolo¢nostami (rozdiely v dizke vegetaéného obdobia, habitus rastliny,
suchovzdornost, zimovzdornost, proveniencia). Porast bol pestovany za ucelom sledovania rastovo-
produkénych parametrov a analyzy urody podla prislusnej metodiky Sesték a Catsky (1966). Na zaklade
metodiky BBCH pre stanovenie rastovych faz repky olejnej podla Weber a Bleiholder (1990) a Lancashire
etal. (1991) (In: Meier 2001) sme urcili rastové fazy jednotlivych odrdd a rozdiely medzi nimi.

Vysledky a diskusia

Na obrazku 1 su uvedené grafy, ktoré popisuji nastup fenologickych faz repky olejnej oboch sledovanych
odrod. Zistili sme, ze v nastupe fenofdz neboli medzi genotypmi vyznamnejSie rozdiely. Teda
medziodrodové rozdiely v architekture porastu nemozno pripisovat’ réznym rastovym fazam.
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Obr. 1: Grafy popisujuce vyvoj fenologickych faz sledovanych odréd Viking a Oponent

Ako mozno vidiet' z tabulky 1, priemerné prirastky susiny za sledované obdobie vyjadrené vybranymi
ukazovate'mi medzi odrodami boli rozdielne. Natu a Ghildiyal (2005) povazuju architekturu porastu ako
urodotvorny faktor za ddleziti v momente, ked’” LAI prekroc¢i hodnotu 3. Obe sledované odrody prekrocili
dant hodnotu na zaciatku kvitnutia (BBCH 60) k ditu odberu 15.4.2009.
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Tabul’ka 1: Vybrané rastovo-produkéné parametre odrod repky olejnej Viking a Oponent

Parameter Viking Oponent

LAI (3.4.-13.5.2009) 9,37 727

LAI viiciie ako 3 (datum) 8,00 (15.4.2009) 4,99 (15.4.2009)
LAI pri max. CGR (d4tum) 16,68 (13.5.2009) 10,13 (22.4.2009)
NAR (3.4.-13.5.2009) 6,87 g.m™.deii’ 2,01 gm™”.deit’
CGR (3.4.-13.5.2009) 73,19 g.m™.den”’ 50,88 g.m™.den”’
RGR (3.4.-13.5.2009) 0,0529 g.m™ 0,0412 g.m™
Hospodaérska troda (8% vlhkost) | 2,99 tha™ 3,34 tha'

Vyska rastliny 0,145m 0,163m

Podl'a uvedenych autorov mézeme za dolezitej$i ukazovatel’ povazovat’ hodnotu LAI v momente, kedy
porast dosiahne maximum CGR (rychlost’ prirastku suSiny na plochu pddy). Tato hodnota LAI (LAI
optimum) popisuje stav porastu, kedy sa asimilaty vyuzivaju prednostne na akumulaciu v hospodarsky
cennych organoch. Obe odrody dosiahli maximum CGR v rozdielnych rastovych fazach a nie na udrzanie
nepotrebnych listov (Natu & Ghildiyal 2005).

Kym odroda Oponent dosiahla optimalne LAI vo vztahu k maximu CGR pocas fenofazy 64 (40 %
kvitntcich kvetov na hlavnej stonke), pri odrode Viking bolo optimalne LAI dosiahnuté v rastovej faze 79
(takmer vSetky SeSule dosiahli konecni velkost). Ako bolo vysSie uvedené, odrody sa v jednotlivych
fenologickych fazach nelisili, takze mozno konstatovat’, ze odroda Oponent produkovala fotosyntetické
asimilaty aj na udrzanie nepotrebnych (,,useless®) listov v tridsatdiiovom predstihu v porovnani s odrodou
Viking.

Zaver

Architektira porastu je vyznaénym faktorom ovplyviiujucim trodu plodiny. Napriek tomu, Ze odrody
pouzité v experimente sa vyznaCovali rovnakym priebehom fenologickych faz, pozorovali sme, Ze odroda
Oponent dosiahla optimalne LAI v porovnani s odrodou Viking o 30 dni skor. Za vysSou urodou bol fakt, ze
v porovnani s odrodou Viking, bolo vicsie mnozstvo asimilatov vytvorenych vo fotosyntetickom procese
vyuzité pre biosyntézu mastnych kyselin, ktorych tvorba je kI'i¢ova v produkcii repkového oleja. Zvolenim
spravnej hustoty porastu a dosiahnutim optimalnej hodnoty LAI v predstihu mézeme prispiet’ k vy$sej trode
odrody v porovnani s konkurenénymi odrodami.
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STUDIE OBSAHU AKRYLAMIDU V PRAZENEM ZRNU JECMENE,
PSENICE A ZITA
A STUDY ON THE ACRYLAMIDE CONTENT IN ROASTED GRAIN
OF BARLEY, WHEAT, AND RYE

Ondfej JIRSA — Veronika BARTACKOVA — Petr MARTINEK — Marie VANOVA — Jana
HAJSLOVA

Foods treated with high temperatures during processing include roasted cereals. Therefore, there is a risk of acrylamide
(AA) production in them. The aim of this work was to determine the effect of raw material and roasting parameters on AA
content in grain of roasted cereals. Cultivars of spring barley, winter wheat, and rye grown under two management
practices (low and high) in two years were evaluated. Grain was roasted in a laboratory roaster from a starting
temperature of 150 °C to maximum temperature of 190 °C. The lowest amount of AA by roasting was produced in barley.
A slight increase in AA along with the temperature as well as the time of roasting was not significant (P > 0.05). A
considerable decrease in AA with the time and temperature of roasting was observed in rye. There were great differences
among cultivars; the AA increase was pronounced in cv. Rapsodia (feeding quality) and it was small to zero in cv. Ebi
(high breadmaking quality).

Keywords: roasted cereals, acrylamide, wheat, barley, rye

Uvod

Akrylamid (AA) je povazovany za pravdépodobny karcinogen pro ¢lovéka a navic i G€inny neurotoxin.
Jeho ptitomnost byla potvrzena v mnoha druzich tepelné zpracovanych potravin, zejména v kave, cerealnich
produktech (prazené slady, kavoviny, chlebova kurka) a smazenych bramborovych vyrobcich.

Ke vzniku AA v potravinach dochazi v pribéhu tepelného zpracovani. Mnozstvi vzniklého AA je zavislé
na mnozstvi asparaginu a dostupnosti a typu redukujicich sacharidd. V cerealnich produktech je limitujicim
krokem mnozstvi asparaginu. Dulezity je také teplotni rezim.

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

Material a metody
Celkem 12 variant zahrnovalo dvé odriidy jarniho je¢mene, dvé odridy ozimé a odrida ozimého Zita. Je¢men
byl péstovan po riznych piedplodinach, pSenice a Zito po obiloviné. VSechny plodiny byly péstovany ve
dvou rezimech oSetieni (nizky a vysoky vstup). Hlavni rozdily mezi systémy spocivaly v zasobovani
dusikem. Urovné dusiku &inily 90 a 220 kg/ha s aplikaci ve tfech terminech béhem vegetaéniho obdobi. Ve
vzorcich zrna byly stanoveny nasledujici charakteristiky: hmotnost 1000 zrn (HTZ, g), objemova hmotnost
(OH, kg/hl) a obsah dusikatych latek (N x 5,7), obsah volného asparaginu (HPLC-FLD), v prazeném zrnu
obsah AA (LC-MS/MS).

Prazeni vzorki bylo provedeno na prazi¢i PRE 1 Z (Probat). Casova zéavislost byla sledovéana pro 15, 30,
45 a 60 min pii teploté prazeni 150 °C. Teplotni zavislost byla stanovena pfti 150, 160, 170, 180 a 190 °C a
dobé prazeni 15 min.

Vysledky a diskuse

V obsahu N-latek (15,6 % — 9,9 %) nebyly rozdily mezi plodinami. V obsahu volného Asn (157 mg/kg az
600 mg/kg) se plodiny liSily: pSenice < je¢men < Zito. Byla nalezen zaporny vztah mezi Asn a OH, N-latkami
a HTZ a naopak kladny vztah mezi Asn a HTZ.

Tabulka 1: Korelace mezi charakteristikami zrna jeCmene a pSenice a obsahem akrylamidu po prazeni (15

min, 150 °C)
Rok N-latky HTZ OH Asn
2007 0,332 —0,886%** 0,862%* —0,647*
2008 —0,031 —0,651* 0,815%* —0,861**

Jednotlivé plodiny a odridy reagovaly specificky na teplotu a dobu praZzeni. U jeCmene se prazenim
vytvarelo nejméné AA ze vSech plodin, coz by mohlo souviset s pluchatosti zrn, nebot’ plucha mutze
predstavovat tepelnou bariéru béhem prazeni na rozdil od bezpluchého zrna zita a pSenice. Kromé jedné
varianty je¢mene (Bojos H v roce 2007) lze pozorovat setrvaly az mirné ristovy trend obsahu AA do 180 °C
s naslednym poklesem. Casova zavislost byla mirné riistova az mirné klesajici. Vliv teploty viak nebyl
statisticky prukazny stejné jako vliv doby. Vyznamny vliv na teplotni zavislost byl zjistén v priméru pro
intenzitu, kdy vyssi intenzita péstovani vedla k vy$§im koncentracim AA. Rozdil mezi odridami byl
vyznamny pro teplotni i ¢asovou zavislost, vy$si obsah AA méla odrtida Bojos.
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Zito se vyznacuje vyrazné vy$sim obsahem volného asparaginu neZ jeémen a pSenice. Obsah AA byl obecné
nejvyssi po prazeni 15 minut pfi teploté 150 °C a déle s rostouci teplotou i ¢asem klesal. Tento pokles u zita
ukazuje na urcitou podobnost s pribéhem prazeni kavy. Statisticky vyznamny vliv méla teplota. Nebyl
pozorovan rozdil mezi intenzitami péstovani. PSenice ma obsah asparaginu nizsi nez je¢men. Mezi odridami
Ebi a Rapsodia byl zjistén velky rozdil v reakci na podminky praZeni pfi srovnatelnych vychozich hodnotach,
coz sveédc¢i o silné interakei odrtdy s teplotou i dobou prazeni. U nepotravinaiské odridy Rapsodia byl nartist
obsahu AA vyrazny, a doséhl i vice nez 2000 pg/kg (pfi 180 °C a 60 min), u potravinai'ské odridy Ebi mirné
rostouci az setrvaly trend. Vliv intenzity péstovani nebyl vyznamny.

Zavéry

Prazené obiloviny nachazeji uplatnéni naptiklad jako nahrazky kavy, ptisady do peciva (barveni) nebo
soucast dalsich cerealnich vyrobkil. Proto je zadouci sledovat mozné Skodlivé vlivy na zdravi spotiebitele
z hlediska samotné suroviny nebo technologie zpracovani. Zmény koncentraci AA béhem praZzeni zrna
ukazaly na vyrazny vliv analyzovanych genotypti (plodiny a odriddy). Vliv pfedplodiny a péstitelské
technologie se nejevil jako prikazny. Specifické zavislosti mezi analyzovanymi genotypy a teplotou ¢i dobou
prazeni ukazuji na slozitost vztahl mezi genotypem, obsahem prekursori AA, podminkami prazeni a
vyslednym obsahem AA. Tyto vztahy nejsou dosud objasnény. Obecné pii teploté¢ prazeni 190 °C
ptevazovala degradace vzniklého AA.

Podékovani. Prace byla podpoiena projektem MSMT Ceské republiky & 2B06168.
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Obr. 1: Vliv teploty prazeni na obsah akrylamidu.
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Obr. 2: Vliv doby prazeni na obsah akrylamidu.
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AKTIVITA RASTLINNYCH PLETIVOVO SPECIFICKYCH PROMOTOROV
V PROKARYOTICKYCH BUNKACH
THE ACTIVITY OF PLANT TISSUE SPECIFIC PROMOTERS IN
PROKARYOTIC CELLS

Martin JOPCIK — Jana LIBANTOVA — Ildik6 MATUSIKOVA — Jan SALAJ — Eva
BOSZORADOVA — Jana MORAVCIKOVA

Despite the fact that transcription machinery from prokaryotes and eukayotes differs in many aspects, the functionality of
some viral and plant eukaryotic promoters was confirmed in bacteria. Whereas production of recombinant proteins in
eukaryaotic cells requires vector construction in bacteria, unexpected eukaryotic promoter activity in prokaryotic cells
should be considered in terms of biosafety. In our experiments, the recognition of four plant tissue specific promoter
sequences by the bacterial RNA polymerase was studied in A. tumefaciens using fluorimetric GUS assay. The results
showed that three out of four tested promoters (APRS, ESL,MXL) showed low activity in bacteria, however activity of
pollen specific DLL promoter was high, even 20 times higher than the activity of other tested promoters.

Key words: Agrobacterium tumefaciens, plant specific promoter, safety measures, transcription

Uvod

Produkcia rekombinantych proteinov v eukaryotickych bunkach vyzaduje fuziu prislusného génu
s promotorom funkénym v eukaryotickych bunkach. Technikami rekombinantnej DNA sa potrebné
konstrukcie pripravujti v baktériach, predovsetkym v kmetioch E. coli. NavySe, v pripade rastlin sa upravené
kmene agrobaktérii vyuzivaji na transfer génov do rastlinného genému. Hoci je vela rozdielov medzi
transkripnou masinériou eukaryotov a prokaryotov, zistila sa urcitd sekvenéna konzervovanost RNA
polymeraz. Zna¢na homolégia sa nasla medzi velkymi podjednotkami eukaryotickych RNA polymeraz a f,
B podjednotkami eubakterialnej RNA polymerazy a medzi RNA polymerdzami eukaryotov a archebaktérii.
Navyse TATA box eukaryotov a archebaktérii vykazuje podobnost’ ku -10 konsenzus oblasti eubaktérii
(TATAAT). Pravdepodobne aj to su ddovody, preco si niektoré eukaryotické promotory rozoznavané v
prokaryotickych systémoch (Lewin et al. 2005).

Material a metédy

DNA fragmenty rastlinnych promoétorov sme amplifikovali z gendémovej DNA arabkovky thalovej podla
protokolu odporacanom vyrobcom polymerazy Expand High Fidelity PCR System (Roche). Ich sekvenciu
sme ur¢ili sekvenovanim pomocou kitu Prism Big Dye™ FS Terminator Cycle Sequencing Ready (Applied
Biosystems). Vektorové konstrukty sme pripravili zamenou CaM V35S prométora, jednotlivymi izolovanymi
rastlinnymi pletivovo $pecifickymi prométormi tak, aby boli vo fuzii s gfp:gus reportérovymi génmi v
plazmide pCambia 1304 (Obr. 1). Pripravené konstrukty sme preniesli z E. coli do A. tumefaciens LBA 4404
“heat-shock” transformac¢nou metodou (Hofgen & Willmitzer, 1988). Kvantitativne meranie GUS aktivity
sme uskutoCnili fluorimetricky podla Kaufusiho et al. (2004) a vyhodnotili sme ju ako mnoZstvo
vytvoreného produktu (MU) za hodinu na ml kultary A. tumefaciens s vektorom obsahujicim testovany
promotor (ODggonm 1).

Tabulka 1
Pletivové Oznacenie Velkost’
Vektorovy | ., ... prislusného Funkcia testovaného promoétora v fragmentu
" Specificita \ . . ,
konstrukt . génu v TAIR | rastlinach izolovaného
v rastlinach . a ,
databaze promotora (bp)
CESL Embryo At2g02515 gén pre protein neznamej funkcie 2082
gén pre proteazovy inhibitor/zasobny
CMXL Embryo At5g38170 protein v semenach/lipid transferovy | 1846
protein
CDLL Pel’ At4gl16160 gén pre mitochondridlnu translokdzu | 1644
CAPRS Pel’ At5g20390 gén pre B-1,3-glukandzu 684
CAPRL Pel’ At5g20390 gén prep-1,3-glukandzu 2561

"TAIR databaza, Sequence Viewer (htpp://www. Arabidopsis. org)

Vysledky a diskusia
Z genémovej DNA sme izolovali DNA sekvencie ako fragmenty dizky od 684 bp do 2561bp styroch
rastlinnych pletivovo Specifickych prométorov, ktoré su aktivne v peli a vyvijajuicom sa embryu rastlin
arabkovky (Tab. 1). Aby sme preskiimali funk¢nost’ eukaryotickych promoétorov v prokaryotickych bunkach,
po prenose pripravenych vektorovych konstruktov do A. tumefaciens sme testovali ich aktivitu
prostrednictvom gus génu, ktorého expresiu v jednotlivych konstruktoch riadili. Vysledky ukazali, ze
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spomedzi testovanych promotorov, rastlinny prométor DLL mal najvyssiu aktivitu, priblizne 20x vyssiu ako
dalsie tri analyzované promotory. Promoétor APR sme testovali v dvoch verziach kratSej (APRS-684bp)
a dlhsej (APRL-2561bp), pricom pri dlhsej verzii sme aktivitu v baktériach nezaznamenali. Z predbeznych
vysledkov predpokladame, ze aktivitu prislusného promotora mohla ovplyvnit' aj vzdialenost jeho
transkripéného Startu od CaMV35S promotora, ktory obsahuje enhancer. Expresna jednotka CaMV35S -
hygromycinovy gén je pritomna v pripravenom binarnom vektore zddvodu zabezpecenia selekcie
v transformovanych rastlinnych bunkach. V d’alSich experimentoch, po priprave kontrolnych konstruktov bez
pritomného CaMV35S prométora v testovanych konstruktoch sa pokusime ur€it’ jeho vplyv na aktivitu
testovanych eukaryotickych prométorov v prokaryotickych bunkach.

i 3523 promminge CalIV 35 25 preméser

Caliy poiyh signa o potyd sgnal CaliV poiy sigeal maa potyA sigest
8 |mgR ML prométor i quel Re B wgR DLL promiter mgipsgusd e
|| d— — || | ¢ : ]
T-DNA pCMXL T-DNA COLL
bl 35 35 prométor
Caly potyh signal row potyh signal AV 35 25 prominer
e E51 prombter ngpguA | RE Al patyh, sigeat s poiph sgnal
| — 1 . . i 18 MaR APRL promstor ngtptgush | RO
T-DNA pCESL
T-DN& pCAPRL
CEMV petyA signal APRS premiter
LB €aMv 35 52 promotor nos potyh signal
pstod | | HygR mgfpsgusi | r8

T-DNA pCAPRS

Obr. 1: Schematické znadzornenie T-DNA pripravenych vektorovych konstruktov
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Obr. 2: Aktivita GUS génu namerana v désledku funkénosti pletivovo $pecifickych promotorov v baktériach

Pod’akovanie: Praca bola vypracovana v ramci projektov EEA grant SAV-FM-EHP-2008-02-01 a
VEGA 2/0011/08.
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STUDIUM PODOBNOSTI PUVODU CESKE KOLEKCE JETELE PERSKEHO
(TRIFOLIUM RESUPINATUM L.)
THE STUDY OF SIMILARITIES AMONG TRIFOLIUM RESUPINATUM L.
ACCESSIONS

Daniela KNOTOVA — Jan PELIKAN —~Toma§ VYMYSLICKY

In the individual outplanting of 16 accessions of Trifolium resupinatum L. of the Czech collection 34 morphological,
yield and qualitative characters were evaluated on 10 plants of each origin. In this collection were 16 varieties of world
origin. Point estimations of middle values created matrix were elaborated by the method of cluster analysis. Basing on
these results origins with the biggest similarities were determined.

Key words: Trifolium resupinatum, Czech collection, similarity

Uvod

Trifolium resupinatum je jednolety druh, ktery lze Gispé$né péstovat v teplych oblastech s dostate¢nym
mnozstvim srazek. Jedna se o ekologicky plastickou picninu poskytujici vysoky vynos s dobrou kvalitou.
Jako nevyhoda pii péstovani je uvadéna poléhavost a obtizné péstovani na semeno. Tento druh je nenaro¢ny
na pidu, snasi pidy tézké i zasolené. Zelend pice obsahuje v porovnani s jinymi jetelovinami zvySené
mnozstvi vody, coz ji déla Stavnatéjsi a zvySuje oblibu v pfijimatelnosti zvifaty. V katalogu OECD je
uvedeno 29 odriid, v CR je registrovana 1 odriida, odriida Pasat.

Vzhledem k rozrustajicim se kolekcim genetickych zdroji je popisovani a piehledné rozclenéni téchto
materiall pro snadnou orientaci uzivateld zcela nezbytné. Pouze takto zpracované kolekce nam podaji
informace o jeji genetické diverzité a upozorni na mozné duplicity (Dotlacil 2005). Variabilita genetickych
zdroju je posuzovana na zakladé hodnoceni morfologickych, vynosovych a kvalitativnich deskriptort.

Materiil a metodika

V pribéhu roku 2009 bylo v individualni vysadbé v polnich podminkach hodnoceno 16 odrid svétového
sortimentu tvoficich €eskou kolekci druhu Trifolium resupinatum. V pribéhu vegetace bylo na deseti
rostlindich kazdého piivodu zhodnoceno 34 morfologickych, vynosovych a kvalitativnich deskriptord.
Primérné hodnoty deskriptorti u jednotlivych ptivoda byly ohodnoceny dle platného klasifikatoru (Uzik et al.
1985) a dosazené body vytvorily vstupni matici pro zhodnoceni metodou shlukové analyzy.

Vysledky a diskuse

Graf 1 uvadi dendrogram kolekce Trifolium resupinatum. Nejvétsi podobnost mezi zkousenymi pivody
byla zjisténa mezi feckou odridou Ossa a portugalskou Resal. Dale vykazaly vysokou podobnost
francouzska odrtida Lupers a némecka Tresor a dale fecké odridy Assopos a Mornos, pochazejici z jednoho
pracovisté. Cely material vytvoril v podstaté ¢tyfi vetsi shluky. Prvni z nich je tvofena australskymi odridami
Persian Prolific a Nitro plus, k nimz se pfifazuje Ceskd odrida Pasat. Druhy shluk tvofi mad’arska odrida
Vetomag 1, francouzskd odriida Lupers a némecké odridy Tresor a Felix. Ve tfetim shluku jsou soustiedény
fecké odridy Assopos, Mornos a Ossa, némecka odriida Demet 82 a portugalska Resal. V poslednim shluku
se nachazeji italska odriida Accadia, polska Ira a némecka Archibald. Nejvétsi odlisnost od ostatnich piivodi
vykézala mad’arska odrida Lilla. Lze konstatovat, ze v ¢eské kolekci Trifolium resupinatum nebyla zjisténa
zadna duplicita.

_Dedikace: Vysledky byly dosazeny pFi FeSeni Vyzkumného zaméru MSM 2629608001 financovaného
MSMT CR a Narodniho programu konzervace a vyuZiti genetickych zdrojii kulturnich rostlin a
agrobiodiverzity financovaného MZe CR.
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VYZNAM OSMOTICKEHO PRISPOSOBENIA U VYBRANYCH GENOTYPOV
HRACHU SIATEHO POCAS PREHLBUJUCEHO SA SUCHA
SIGNIFICANCE OF THE OSMOTIC ADJUSTMENT OF PEA SELECTED
GENOTYPES DURING INCREASING DROUGHT CONDITIONS

Eleondra KRIVOSUDSKA

Negative effects of climate change can be mitigated throught appropriate choice of plant species, improving water
management and irrigation systems. One of the solution is to use genotypes that even in difficult conditions will result in
yield with reasonable quality. Therefore the aim study was to monitor the physiological parameters of four genetic
resources of pea (Xantos, Svit, Novozélandsky, Debrecényi Galamb). The influence of water stress was tested on some
physiological parameters - stomatal closure, relative water content in leaf, osmotic potential and osmotic adjustment.
Among tested genotypes , the leaf cultivars (Novozélandsky, Debrecényi Galamb) showed the lower capacity for osmotic
adjustment during increasing drought conditions.

Key words: pea, drought, gemotypes, osmotic adjustment,

Uvod

V poslednych rokoch dochadza k tomu, Ze zastiipenie strukovin na ornej pode sa znizuje. Pri¢inou su ich
nizke odbytové ceny na medzinarodnych trhoch. Ponuka strukovin na domacom trhu sa vyrazne meni
vplyvom poklesu osevnych ploch a nizkych priemernych hektarovych tirod (Tibenska 2007).

K odstraneniu niektorych faktorov sa snazia prispiet’ aj $lachtitel'ské firmy. Trend v §l'achteni sa ubera
smerom k dosiahnutiu ¢o najmensich zberovych strat. Prikladom je vyslachtenie nového typu hrachu
s redukovanou listovou plochou, ktora je nahradena uponkami (Puchrikova 2004). Aj Slaména (2002)
povazuje bezlistové odrody, oznacované ako tiponkové alebo semileafless typy za vyvojove vySsi stupen
Slachtenia hrachu. Pri tychto odrodach boli genetickou mutaciou premenené listky na silné a aktivne uponky.
Palist zlozeného listu zostal zachovany. Rastliny tychto odrod sa spajaju uponkami a vytvaraju pevny,
kompaktny ale vzdu$ny porast. Byl tychto odrod je pevnejsia. Uponkové odrody v ¢ase zrelosti spravidla
nepoliehaju. Ich vzdu$ny porast prispieva k lepSiemu zdravotnému stavu rastlin, za velkého sucha vsak
dochadza k rychlejsiemu vysusovaniu pody. Napriek redukcii listovej plochy sa ich urodovy potencial
$lachtenim stale zvysuje.

S meniacou sa klimou sa Coraz vac¢Sou hrozbou stavaju sucho a vysoka teplota a to aj pre oblasti, kde sa
ich Skodlivy vyznam objavoval iba sporadicky. Na celom svete patri sucho k najzavaznej$im faktorom
znizovania urod hlavnych pol'nohospodarskych plodin.

Cielom prispevku je preto zhodnotit’” vyznam osmotického prispésobenia u réznych genotypov hrachu
siateho (i iponkovych) pocas dehydratacie a poukazat’ na vyznam vyberu tolerantného genotypu.

Material a metody

V ramci experimentov boli v rokoch 2005-2006 na Katedre fyziologie rastlin SPU sledované vybrané
genetické zdroje hrachu siateho (Pisum sativum L.), ktoré nam poskytla SPachtitel'ska stanica, a. s. v Hornej
Strede. Pre posudenie odolnosti voéi deficitu vody boli testované domace genotypy (Xantos, Svit),
vyslachtené na uvedenej S$lachtitel'skej stanici adva zahraniéné genetické zdroje Novozélandsky
a Debrecényi Galamb. Genotypy Svit a Xantos patria k semileafless — typom s redukovanou listovou plochou
a d’alsie dva k olistenym typom.

Na dehydratovanych aj kontrolnych rastlinach boli v rannych hodinach odobraté plne vyvinuté dospelé
listy, pri ktorych boli sledované fyziologické parametre ako je relativny obsah vody v listoch a osmoticky
potencial. Gravimetrickou metddou bol stanoveny relativny obsah vody (v %). Osmoticky potencial (v MPa)
bol stanoveny psychrometricky (Wescor, Logan, Utah, USA).

Z vyssie spomenutych hodnét osmotického potencialu listov (kontrolnych aj dehydratovanych rastlin),
prepocitaného na plne hydratovany stav, sme mohli urcit' osmotické prispdsobenie podl'a Wilsona et al.
(1979). Vychadzali sme samozrejme aj z udajov relativneho obsahu vody v listoch a korekcie (B=18%) pre
apoplasticku vodu (Babu et al. 1999). Experimentalne merania sa realizovali v prirodzenych klimatickych
podmienkach.

Na stanovenie osmotického prispdsobenia (OA) sme pri rastlinach hrachu v nadobovych pokusoch
pouzili metédu odhadu OA ako rozdielu osmotickych potencialov kontrolnych a dehydratovanych rastlin,
prepocitanych na plné nasytenie vodou podl'a Wilsona et al. (1979). Okrem toho boli v dopoludnajsich
hodinach realizované merania difiznej vodivosti (g.) na adaxialnej i abaxialnej strane listov porometrom
Delta-T-Devices (Cambridge, England).

Po ukonceni postupnej dehydratacie boli opdt’ vSetky genetické zdroje hrachu nad’alej zalievané az do
zberu.
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Vysledky a diskusia

Osmoticka adjustacia zvySuje toleranciu k dehydratacii, ¢im sa predlzuje trvanie prezitia rastlin
v podmienkach silného sucha (Sinclair 2000). Zabezpecuje zachovanie turgoru a jeho stratu az pri nizsich
hodnotach vodného potencidlu. To je potrebné napr. pre otvaranie prieduchov, priebeh fotosyntézy
a predlzovaci rast (Blum 1996; Gonzales et al. 1999).

Rozpdtie hodnot pre osmotické prispdsobenie nami sledovanych genotypov (Xantos, Svit,
Novozélandsky, Debrecényi Galamb) bolo 0,01 az 0,69 MPa, ¢o je v stlade s hodnotami publikovanymi
viacerymi autormi pre rastliny pri vyraznejSom deficite vody. Pri porovnavani genotypov (tabul’ka 1) mozno
jednoznacne konstatovat’, ze vyrazne vyssia schopnost’ osmotickej adjustacie sa prejavila u tzv. semileafless
foriem — odroda Xantos (0,69, resp. 0,61 MPa) a odroda Svit (0,41, resp. 0,63 MPa) v porovnani s olistenymi
typmi (Novozélandsky, Debrecényi Galamb).

Tabul’ka 1: Osmotické prispdsobenie v listoch sledovanych genotypov hrachu

Osmotické prispdsobenie [MPa]
Genotyp 2005 2006
Xantos 0,69 0,61
Svit 0,41 0,63
Novozélandsky 0,15 0,19
Debrecényi Galamb 0,01 0,04
Zaver

Negativne javy klimatickych zmien mézu byt zmiernené napr. vhodnym vyberom rastlin, zlepSenim
hospodarenia s vodou i zavlazovacimi systémami. RieSenim moze byt i vyuzitie genotypov, ktoré ndm aj
v stazenych podmienkach prinest spol'ahlivé trody v primeranej kvalite.

Z uvedeného dovodu cielom prace bolo pocas obdobia dehydraticie urdéznych genotypov hrachu
sledovat’ niekol’ko fyziologickych parametrov - zatvaranie prieduchov, relativny obsah vody v listoch,
osmoticky potencial a osmotické prisposobenie. Z vysledkov vyplynuli jednoznacné zavery, ze olistené
genotypy hrachu maji nizsiu schopnost’ osmotického prisposobenia pocas dlhSietrvajuceho sucha ako
semileafless typy, ktoré sa vyznacovali vySSou schopnostou osmoticky sa prispdsobit’ a mohli by zaroven
posluzit’ pri vybere tolerantnych genotypov a byt jednou z alternativ pestovania hrachu v buducnosti.

Pod’akovanie: Praca bola riesena v ramci VTP aplikovaného vyskumu &islo 1109/2004 MS SR G — 201.
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MIKROROZMNOZOVANIE PIVONKY LEKARSKEJ
MICROPROPAGATION OF PAEONIA OFFICINALIS L.

Helena LICHTNEROVA — Zuzana JUREKOVA — Marta DRAGUNOVA

Paeonias are one of the hardest to multiply among garden perenials. Cunducting a method of in vitro multiplication
would enable us to multiply faster, to get blooming plants faster and also to acquirea healthy and virus free plant
material. In this study, the effect of growth regulators for inducing the adventitious shoots of Paeonia officinalis L. in
culture medium is described. On MS ((MURASHIGE-SKOOG, 1962) medium supplemented with 1,0 mg.I" BAP (6-
benzylaminopurine) and 0,1 mg.I"' NAA (I-Naphthalene Acetic acid) the multiplication coefficient reached the maximum
value 6,4 per explant. The BAP concentration increased the number of adventitious shoots significantly. Higher
concentrations of BAP increase the number of vitrified shoots in ,,in vitro* culture.

Key words: micropropagation, in vitro, multiplikation, growth regulators

Uvod

Pivonky st staré kulturne rastliny. Su to vytrvalé byliny, polokry a kry. Oddavna sa pestovali v zdhradach
niclen ako rastliny lie¢ivé, ale aj ako rastliny vysoko dekorativne. Su jednym z najvyuzivanejSich rodov
okrasnych trvaliek v kultire ipri S$lachteni. Vyskyt pivoniek v prirode v poslednych rokoch je stale
vzacnejsi, pritom divorastice druhy su pestovatel'sky cennym materidlom pre obohatenie sortimentu
kultirnych pivoniek.

Klasické metody mnozenia bylinnych aj drevitych pivoniek si zname, dobre prepracované, ale Zial’ malo
efektivne a naro¢né na pracu a manipulaciu. Trva pomerne dlho, nez sa ziskaju kvitnuce rastliny vhodné na
vysadbu. Pivonky patria k najhorSie mnoziteI'nym zahradnym trvalkam.

Napriek perspektive in vitro produkcie rodu Paeonia, technologické postupy mikropropagécie pivoniek
zatial’ nie st dostatoCne preskimané. Problematické st rozne fazy rozmnozovania, od odberu explantatov az
po aklimatizaciu celistvych jedincov.

Vypracovanie metodiky mnozenia pivoniek in vitro by umoznilo urychlit mnozenie, ziskat' kvitniice
rastliny za kratsi Cas a tieZ ziskat’ zdravy a bezvir6zny rastlinny material.

Z uvedenych dovodov sme sa zamerali na mikropropagaciu bylinnych druhov pivoniek, konkrétne sme
vybrali druh  Paeonia officinalis L. Sledovali sme vplyv rastovych regulaénych latok BAP (6-
benzylaminopurine) a NAA (1-Naphthalene Acetic acid), na indukciu adventivnej organogenézy
a proliferaciu adventivnych vyhonkov.

Material a metody

Na odber primarnych explantatov boli vybrané donorové rastliny, ktoré pochadzaju z Botanickej zahrady
SPU v Nitre. Pri vybere explantatu sme brali do Givahy poziciu explantatu na rastline, jeho velkost a cas
odberu.

Odber explantatov bol realizovany koncom marca, z vybranych rastlin boli odobraté puciace vyhony.
V laboratornych podmienkach nasledne po povrchovej sterilizacii a po odstraneni jednotlivych Supin
z vyhonov boli izolované pomocou binokularnej lupy jednotlivé puciky velkosti priblizne 1-2 mm.

Puciky boli sterilizované Standardnym spdsobom a zavedené na kultivacné médium MS (MURASHIGE-
SKOOG, 1962).

V druhej etape boli pre nasu pracu pouzité ako primarne explantaty regenerované vyhony a najmladsie
vyvinuté listy, odobraté zo stabilnej sterilnej kultiry a subkultivované na modifikované kultivacné médium.
Na indukciu adventivnej organogenézy boli pouzité tieto varianty kultivatného média:

Variant 1 MS + 0,5mg.I" BAP; Variant 2 MS + 1,0mg.I" BAP; Variant 3 MS + 0,5mg.I" BAP +
0,1mg.I"" NAA; Variant 4 MS + 1,0mg.I" BAP + 0,Img.I" NAA.

Kultivacia sa realizovala v definovanych podmienkach:

e teplota21°C/ dent a 19°C/ noc,

e hustota oZiarenia 35 pmol. m=2. s, biele svetlo,

e fotoperidda: 16 hodin svetlo, 8 hodin tma.

Jednotlivé varianty sme vyhodnocovali postupne. Zaznamenavali sme intenzitu tvorby kalusu, intenzitu
tvorby vyhonkov a predlzovaci rast poas 5 mesiacov.

Vysledky a diskusia

Tvorbu adventivnych vyhonov pri druhoch rodu Paeonia zaznamenali viaceri autori
(Buchheim 1992; Meyer 1992; Beruto 2004 a ini).

Z faktorov, ktoré ovplyviiuju uspesnost’ regeneracie je dolezité nielen zlozenie kultivaného média, ale aj
vybrany druh, konkrétny genotyp a vyber primarneho explantatu, ¢o potvrdzuji aj nase vysledky. Potvrdila
sa regenera¢na schopnost’ pucikov, prevazne sme pozorovali tvorbu adventivnych vyhonov nepriamou
cestou, cez etapu tvorby kalusu. Regenerac¢na schopnost’ pletiva listov sa nepotvrdila.

Uspesnost navodenia morfogénneho procesu je zavisla od faktorov pdsobiacich v kulture in vitro.
Najdolezitejsia je pritomnost’ rastovych regulacnych latok, rozhoduje typ a koncentracia pouzitej rastovej
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latky, ¢o potvrdzuju aj pozorovania autorov (Beruto 2004; Hosoki et al. 1989; Bouza 1994). Z rastovych
regulacnych latok autori uvadzaju ako vhodny na indukciu organogenézy cytokinin BAP, ¢o sa potvrdilo aj
v naSich experimentoch.

V pripade variantov 1 a2 sa zaznamenala extrémna tvorba kalusu, ale s minimalnou tvorbou vyhonov.
Vysledok bol pravdepodobne sposobeny nizkou koncentraciou cytokininu BAP a absenciou rastovej
regulacnej latky NAA.

Pri pouziti MS média obohateného o 0,5mg.I" BAP + 0,Img.I" NAA (variant 3) bola zaznamenana
nevyznamna multiplikacia 2:1. Pri experimentoch, kde bolo MS médium obohatené o vyssie koncentracie
BAP ako 1,0 mg.l”, sa pozorovala tvorba kalusu a zniZend tvorba vyhonov. Vyssie koncentracie BAP
sposobuju aj znacny vyskyt vitrifikacie. K podobnym zisteniam dospela aj autorka Bouza (1993), ktora
uvadza, ze vysSie koncentracie BAP spdsobuju vitrifikaciu a znizuji mnozitel'sky koeficient.

Preukazne najvysSSia regeneratna a multiplikacnd schopnost’ sa pozorovala pri pouziti MS média
obohateného o 1,0mg.I" BAP + 0,1mg.I" NAA (variant 4), zaznamenali sme multiplikaciu v pomere 6,4:1.
(tab.1)

Tabulka 1: Hodnoty Kruskal-Wallis testu pre pocet vyhonov Paeonia officinalis L. pri rozdielnej
koncentracii BAP v kultivaénom médiu

Kultivac. |Count | Median | Average Standard Coeff. of variation | Minimum | Maximum | Homogeneous
médium Rank deviation Groups

0 10 1 10,5 0,0 0,0% 1,0 1,0 X

1 10 1 12,1 0,316228 28,748% 1,0 2,0 X

2 10 2 27,9 0,632456 28,748% 1,0 3,0 X

3 10 2,5 31,5 0,527046 21,0819% 2,0 3,0 X

4 10 6,5 45,5 1,3499 21,0921% 4,0 9,0 X

Total 50 2,10694 79,8082% 1,0 9,0

Test statistic = 43,3988 P-Value = 8,55252E-9

Zaver

Z vysledkov experimentalneho riesenia vplyvu biologickych, chemickych a fyzikalnych faktorov na

morfogenézu Paeonia officinalis L. v podmienkach in vitro mézeme urobit’ nasledovné zavery:

e Pre morfogenézu  botanickych  bylinnych  druhov  rodu  Paeonia v podmienkach
in vitro, z naSich experimentov vyplyvaji ako vhodné explantaty — puciky z puciacich vyhonov,

e Pocet multiplikovanych adventivnych vyhonov je pozitivne ovplyvneny pritomnostou rastovej
regulacnej latky BAP v kultivatnom médiu. Najvyssia multiplikacia sa zaznamenala pri pouziti
kultivacného média MS + 1.0 mg.1=' BAP + 0.1 mg.1"' NAA,

e Vyssie koncentracie cytokininu BAP v kultivatnom médiu spdsobuju vitrifikaciu a znizuja
mnozitel'sky koeficient.

Pod’akovanie: Prispevok vznikol s podporou grantového projektu VEGA 1/0426/09 Adaptabilita
a vitalita rastlin ako kritérium ich pouzitia v urbanizovanom prostredi
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ODPOVEDE KORENOV SOJE FAZULOVEJ (GLYCINE MAX L.) NA IONY
TAZKYCH KOVOV
RESPONSE OF SOYBEAN ROOTS TO HEAVY METAL IONS

Patrik MESZAROS — Beata PIRSELOVA — I1dik6 MATUSIKOVA

Two genotypes with contrasting sensitivity/tolerance to ions of cadmium and arsenic (both at concentrations of 5 mg.I™)
were selected from a set of 17 soybean (Glycine max L.) genotypes grown in Slovakia, Ukraine and Hungary. In the two
genotypes, Kyivska 98 and Chernyatka, a significantly enhanced lipid peroxidation could be observed after exposure to
heavy metals. Furthermore, altered levels of hydrogen peroxide were detected in the cv. Kyivska roots (enhancement by
both metals), while decreased (though not significant) levels were measured in Chernyatka. Protein extracts from the
plants tested were separated on polyacrylamide gels. The subsequent staining for chitinase activities revealed genotype-
specific chitinase accumulation as a component of plant defense against heavy metal stress. The involvement of detected
chitinase isoforms in metal tolerance/sensitivity will be further studied.

Key words: metal toxicity, plant defense

Uvod

Tazké kovy moZzeme zaradit’ medzi hlavné kontaminanty Zivotného prostredia. Vacsina rastlin je citliva
na tazké kovy, na ich toxicitu reaguji hlavne inhibiciou rastu korenia a vyhonkov a znizenou produkciou
biomasy (Peralta et al. 2001). Tazké kovy st schopné reagovat’ so zlozkami membran, pri¢om mézu zmenit
ich permeabilitu, membranovy potencial a enzymatickll aktivitu. Ovplyviluji aj prijem zivin a homeostazu
asu Casto akumulované polnohospodarsky dolezitymi plodinami (Sanita di Toppi & Gabrielli 1999).
Rastliny vyvinuli r6zne obranné mechanizmy voci toxickym ucinkom tazkych kovov. Tieto mechanizmy
spoCivaju napr. v syntéze fytochelatinov a metalotioneinov, v akumulacii katalaz, peroxidaz (Sandalio et al.
2001) a PR-proteinov. U¢innym mechanizmom je tieZ zvySenie hladiny iénov vépnika v cytosole a zvysena
aktivita proteinov teplotného Soku (Poschenrieder et al. 2006).

Tolerancia rastlin k tazkym kovom je geneticky dand, avSak jednotlivé rastlinné druhy aaj odrody
prejavuju velku variabilitu v tolerancii k tazkym kovom (Metwally et al. 2005). V tejto praci Studujeme
senzitivitu/toleranciu 17 odrdd soje fazulovej pestovanych na Slovensku, Ukrajine a Mad’arsku voci ionom
arzénu a kadmia.

Material a metody

Semena 17 odrod soje fazulovej (Glycine max L.) sme ziskali z nasledovnych zdrojov: odrody Color,
Cordoba, Essor, Merlin a Kent zo Saatbau Linz Slovensko; odrody Chernyatka, Ustya, Kyivska 98 a Vorskla
z Pol'nohospodarskeho tstavu Ukrajinskej Polnohospodarskej Akadémie Vied; odrody Crusader, Bébita, BS
31, Borostyan, Bolyi 44, Bolyi 56, Evans, Boroka z Boly Zrt., Mad’arsko.

Semena sme sterilizovali v 0,5% roztoku chlérnanu sodného (Savo) a naklicovali v Petriho miskach na
dvojitej vrstve navlhéenych filtraénych papierov v tme pri 23°C, kym korene dosiahli dizku 3-8 mm. Korene
kli¢iacich semien sme nésledne vystavili u¢inkom iénov arzénu (5 mg.I" As*") a kadmia (5 mg.I" Cd*") vo
forme roztokov: As,O; a Cd(NO;3),.4H,0 po dobu 48 hodin. Po inkubacii sme korene oddelili od semien
a odvazili ich Cerstvii hmotnost. Toleranciu korenov k ionom arzénu a kadmia sme vyjadrili toleranénym
indexom (TI) na zaklade Cerstvej hmotnosti korefiov:

priemerna hodnota znaku stresovanej rastliny

TI (%) = x 100

priemerna hodnota znaku nestresovanej rastliny

Analyzam sme podrobili najmenej 50 semien zkazdej odrody naklicovanych v troch nezavislych
opakovaniach experimentu.

Peroxidéciu lipidov sme stanovili meranim mnozstva malondialdehydu (MDA) podla Dhindsa et al.
(1981).

Hladinu peroxidu vodika sme merali podl'a Velikovej et al. (2000).

Proteiny izolované podl'a Hurkmana a Tanaka-u (2003) sme separovali pomocou SDS-PAGE a farbili na
chitindzovu aktivitu podla Pana et al. (1991). Obrazky gélov sme analyzovali softvérom Scion Image.

Statistické analyzy pomocou Studentovho t-testu sme vykonali na udaje z 3-6 repeticii.

Vysledky a diskusia

Aplikované davky t'azkych kovov sposobili inhibiciu rastu koreniov vSetkych genotypov sdje. Tolerancné
indexy pritom naznacuju, Ze jednotlivé odrody soje prejavujii vysoku variabilitu v tolerancii voc¢i tazkym
kovom. Vnutrodruhova variabilita medzi inymi rastlinnymi odrodami v odpovedi na tazky kov bola opisana
aj autormi Belimov et al. (2003) a Metwally et al. (2005).

Arzén prejavil vysSiu toxicitu ako kadmium pre vacSinu genotypov a spdsobil viac ako 50%-nu inhibiciu
rastu koretiov v pripade odrody Kyivska 98, ktora bola najviac citlivd odroda k testovanym davkam arzénu
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a kadmia. Najvdc¢siu toleranciu pritom prejavila odroda Chernyatka. Semena tychto odréd boli podrobené
d’al$im analyzam.

Zvysenie hladiny MDA ako signal zvySenej peroxidacie lipidov a poskodenia membran bolo preukazané
vo vsetkych korefioch vystavenych uc¢inkom kovov. Z vysledkov nasich analyz vyplyva, Ze bazalna hladina
peroxidacie lipidov bola $tatisticky preukazne vysSia v pripade tolerantnej$ej odrody Chernyatka. Zvysenu
peroxidaciu lipidov v porovnani s kontrolou sme pozorovali v odrode Chernyatka vplyvom Cd** (p<0,001)
aj As®" (p<0,01) (Obr. 1). V pripade odrody Kyivska 98 zmeny v peroxidacii lipidov boli pozorovatené v
korenoch stresovanych arzénom (p<0,01). ZvySend peroxidacia lipidov vplyvom tazkych kovov bola
pozorovana aj Metwallym et al. (2005), ktori podobné rozdiely pripisovali roznym schopnostiam niektorych
odrdd vyrovnat’ sa s nasledkami oxidativneho stresu.

*
k 3k *
1.4
* ¥ ]
12 4 I _ ]: _
1 4 -
Obr. 1: Relativna miera peroxidacie lipidov v korefioch
0.8 1 - senzitivnejSej  odrody  Kyivska 98  (Cierne stlpce)
06 a tolerantnejSej odrody Chernyatka (sivé stlpce) vplyvom
' aplikovanych davok arzénu (As) a kadmia (Cd) vzhl'adom ku
04 - — kontrole (K). Chybové useCky znazoriuju Standardnu
02 | - odchylku hodnét z3-6 repeticii. Hladiny vyznamnosti
' rozdielov: ** P<0,01; *** P<0,001.
0 +— . . |
K As Cd

Zmeny v akumulécii peroxidu vodika sme merali v korefioch oboch vybranych odrod. Nase vysledky
ukazujui, Ze (podobne ako hladina peroxidacie lipidov) hladina peroxidu vodika je vSeobecne vysSia
v tolerantnejSej Chernyatke v porovnani so senzitivnejSou Kyivskou 98.
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1 1 J- Obr. 2: Relativne mnozstvo peroxidu vodika v kadmiom (Cd) a

0,98 - AL [ arzénom (As) stresovanych korenoch senzitivnejsej odrody Kyivska 98
0,96 - — (Gierne stipce) a tolerantnejiej odrody Chernyatka (sivé stipce)
0,94 - — vzhladom ku kontrole (K). Chybové usecky znazoriiuju Standardnti
0,92 - — odchylku hodnét z3-6 repeticii. Hladiny vyznamnosti rozdielov: *
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Stapanie obsahu peroxidu vodika v stresovanych korefioch odrody Kyivska 98 v porovnani s kontrolou
sme zistili iba po expozicii kadmiom, podobne ako to pozorovali aj Meharg et al. (1994) a Sandalio et al.
(2001). Jeho obsah vsak klesal v koreiioch vystavenych arzénu (Obr. 2). Tento pokles méze byt dosledkom
zvySenej aktivity antioxidativnych enzymov (Velikova et al. 2000), ich aktivity vSak neboli stanovené
v tomto experimente.

Expozicia koretiov ionom As®* a Cd*' viedla k $tatisticky vyznamnému zvySeniu obsahu bielkovin
v porovnani s kontrolou (p<0,05), ¢o moéze naznacovat zvySeni syntézu (obrannych) proteinov, ale aj
dehydrataciu tkaniva v dosledku toxicity tazkych kovov (napr. poskodenie membran). Niektoré znaky
degradacie v extraktoch (vzoriek vystavenych Cd a As) bolo mozné pozorovat po separacii a farbeni
celkovych proteinov v polyakrylamidovych géloch.

Celkové proteiny sme separovali na polyakrylamidovych géloch obsahujucich Specificky substrat pre
chitindzy. Po farbeni sme $tudovali aktivitu r6znych izoforiem chitindz v korenioch kontroly a stresovanych
rastlin kazdého genotypu. Identifikovali sme tri izoformy chitindz (Obr. 3). Intenzitu jednotlivych
proteinovych frakcii sme vyhodnotili a vysledky podrobili S$tatistickym analyzam. Niektoré izoformy
neprejavili zavislost' na pritomnosti kovu. Naopak, akumulécia niektorych inych bola zrejme ovplyvnena
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Kyivska 98 [Chernyatka
K Cd As|K Cd As

Obr. 3: Detekované izoformy chitinaz
(Sipky) zextraktu stresovanych korenov.
Izolované proteiny z koreniov exponovanych
kadmiom (Cd) aarzénom (As) boli

separované na polyakrylamidovych géloch.

stresom vyvolanym kovom. Identifikovali sme izoformy so S$tatisticky preukaznou zmenenou akumulaciou
(zvysenie v kazdom pripade). V odrode Kyivska 98 najvacsie izoformy chitindz ukazali vyznamne zvySenu
(p<0,01) akumulaciu v pripade kadmia a vyrazne znizenu (p<0,05) akumuléciu v pripade arzénu v porovnani
s kontrolou. Izoformy strednej velkosti odhalili zvySeni akumulaciu v korefioch oboch odrdéd vystavenych
kadmiu, ale S$tatisticky vyznamnu iba v pripade arzénu v odrode Chernyatka. Chitinazové izoformy
najmensej velkosti neprejavili v akumuldacii chitinaz vyraznu reakciu na testované tazké kovy ani v jednom

genotype.

Zaver

Testované odrody soje prejavili velkll variabilitu v citlivosti k ibnom arzénu akadmia. Odrody
s najkontrastnejSou mierou tolerancie (Kyivska 98 a Chernyatka) odhalili rozdiely v miere poskodenia
membran ako aj v tvorbe stresovych molekul. Nase vysledky potvrdzujt, ze chitindzy pravdepodobne patria
medzi obranné zlozky rastlin vystavenych tazkym kovom (Békésiova et al., 2008). Ich uloha a mechanizmus
pdsobenia v rastlinnych bunkach je viak stale neznama. Dalsie analyzy tychto molekal umoznia nielen
pochopit’ obranné mechanizmy rastlin alebo niektoré aspekty toxicity/tolerancie, ale pomoézu tiez
identifikovat’ proteinové markéry pre konkrétne environmentalne stresy vratane tazkych kovov.

Pod’akovanie. Praca bola vypracovana v rdmci rieSenia projektov UGA VI11/24/2010 a APVV LPP-0125-
07.
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CHARAKTERISTIKA A HODNOCENi NOVYCH ODRUD A LINIi JECMENE
JARNIHO ZARAZENYCH DO KOLEKCE GENETICKYCH ZDROJU
CHARACTERIZATION AND EVALUATION OF NEW CULTIVARS AND
LINES OF SPRING BARLEY IN A COLLECTION OF GENETIC
RESOURCES

Jarmila MILOTOVA' — Katefina VACULOVA?

The presented communication summarizes results of the study of agronomic and biological traits of spring barley
cultivars and advanced breeding lines evaluated in a collection of spring barley genetic resources in the years 2008-
2010. Modern cultivars were characterized by high yield potential, resistance to powdery mildew and from moderate to
lower resistance to net blotch and leaf rust. A special position is occupied by cultivars from Slovakia with a shorter
vegetation period and significantly smaller grain in comparison with other accessions of the barley collection. The
unfavourable crop year 2010 has markedly influenced grain yield, a total level of and interrelationships among yield
components. New directions of barley breeding have been recorded emphasizing the development of cultivars which form
grain yield not only by productive tillering but mainly by higher ear productivity. In the last years new accessions of
spring barley with hulless type of grain have been included and evaluated.

Key words: spring barley, genetic resources, new accessions, agronomic and biological traits, yield components, impact
of crop years

Uvod

V Kolekci genetickych zdroji jeCmene jarniho, udrzované pii Zemédélském vyzkumném ustavu
Kroméfiz, s.r.o., jsou prubézné hodnoceny nové ziskané odriidy a v poslednich letech i perspektivni nové
pokrocilé Slechtitelské linie je¢mene jarniho. V ramci plnéni aktivit Néarodniho programu vyuzivani
genetickych zdroji rostlin a agro-biodiversity jsou tyto odridy vedeny v tiiletych cyklech. Studium a
hodnoceni se zaméfuje jak na hospodarsky vyznamné znaky, tak i biologické charakteristiky. Obdobné jak
uvadi Stehno et al. (2008) je hlavnim zdmérem hodnoceni genetickych zdrojii je¢mene jarniho poskytnout
aktualni informace nejen Slechtitelim, ale i dalSim uzivatelim a celé zeméd¢€lské vetejnosti. Vzorky
vybranych a prozkousSenych odriid jeémene a v poslednich 3 letech i perspektivnich rozpracovanych donorti
specifickych znaku a vlastnosti Ize na pozadani ziskat pro Slechtitelské a vyzkumné tcely. Hodnoceni odrad
a linii je¢mene jarniho poskytuje nejen piehled o jejich uzitnych vlastnostech, ale je i nastinem zaméteni
tvorby novych kultivard v riiznych statech, pfedev§im v ramci Evroy. Po ukonceni tfiletych cyklii hodnoceni
jsou ziskana data prubézné doplhovana do databazového informadniho systému EVIGEZ
(http://genbank.vurv.cz/genetic/resources/).

Prispévek uvadi vysledky hodnoceni vynosovych a biologickych znaki a vlastnosti zkouSenych material
je¢mene jarniho v lokalité¢ Kroméfiz.

Material a metody

V letech 2008-2010 byly v polnich podminkach Krométize péstovany a hodnoceny 3 soubory novych
prirtstka kolekce genetickych zdroji je¢mene jarniho. Prvni soubor, ktery ukoncil 3-lety cyklus hodnoceni,
obsahoval soucasné moderni odrudy (celkem 20), hodnoceni druhého (celkem 8) a tfetiho souboru (celkem
50) je uvedeno pouze pro poskytnuti informacniho ptehledu o vyvoji a smérech Slechténi jeCmene v zapadni
a stfedni Evropé€. Seznamy odrtd, jejichz zkouseni bylo zahdjeno v letech 2008 a 2009 jsou uvedeny v Tab. 1
a2

Genetické zdroje je¢mene byly péstovany na parcelach o vyméie 3 x 2,5 m’ standardni péstebni
technologii po vhodné piedploding, bez pouziti fungicidi. Byly hodnoceny vyznamné hospodaiské (vynos
zma v tha”', hmotnost 1000 zrn (HTZ v g), poéet produktivnich odnozi na m? (PPO), po&et zrn/klas (PZK) a
hmotnost zrna na klas (HZK v g) a biologické znaky a vlastnosti - délka vegetacni doby, rezistence poléhani
a chorobam (padli travni, hnéda skvrnitost a rez jecna) ve stupnici 1 — 9 ( kde je 1= nejnizsi a 9= nejvyssi
uroven daného znaku) podle klasifikatoru pro rod Hordeum (Lekes 1986).

Vysledky byly vyhodnoceny programem Statistica 8.0 (StatSoft, Inc.).

Vysledky a diskuse

Soubor odrid hodnocenych v letech 2008-2010 je predstaven v Tab. 1. Jsou zde shrnuty vysledky
primérnych hodnot a variability vysky porostu, délky vegetacni doby, vynosu zrna i vynosotvornych prvki
(PPO, HTZ, PZK a HZK). Z hlediska délky vegetacni doby se odridy vzajemné prukazné nelisily, nicméné
diference ve sméru kratsi vegetacni doby byly v priméru 3 let ziejmé u odrid ptivodem ze Slovenska. Tyto
materidly se rovnéz diferencovaly kratsi délkou stébla. Z hlediska tirovné biologickych znakli se nové odridy
vyznacuji pfevazné vysokou odolnosti padli travnimu (pfedevsim diky pfitomnosti genu mlo), k odriidam s
nizsi odolnosti padli patfily odridy Nadir a Progres (SVK) a odriida Kangoo (NLD). Obdobné, jako pii
hodnoceni souboru odriid je¢mene jarniho, zkouSeného v cyklu zahajeném v roce 2007 (Milotové a Vaculova
2010), i tyto nové priristky kolekce jemene charakterizuje pomérné nizkd odolnost dalsim houbovym
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chorobam. Mediany hodnot odolnosti hnédé skvrnitosti kolisaly od 3 do 7 a rzi je¢né od 4 do 7, pficemz k
nejnachylnéjsim odridam patiila ¢eska odruda Aktiv. K odradam s nejvyssi Grovni odolnosti houbovym
chorobam se fadi némecké odridy Stine a Streif a slovensky kultivar Slaven.

Tab. 1

Vybrané znaky a ukazatele produktivnich odrtd jeémene jarniho
(Kroméfiz, 2008-2010, soubor I)

stat Veg(.ldoba, vyska, cm vynos z_fna, HTZ, g pocet pt(,)d' pocet zrn/klas hmotnost
odriida ny t.ha odnozi zrna/klas, g
puvodu

median  primér S, prumér Sy primér S, prumér Sy  prumér S prumeér Sg
Acrobat GBR 108 83.7 4.7 8.4 0.7 474 0.7 6403 1364 295 49 1.4 02
Aktiv CZE 110 88.3 44 9.2 1.3 48.1 1.1 617.0 90.3 31.5 43 1.5 0.2
Argument  SVK 108 823 3.2 9.8 04 478 0.8 6587 100.8 323 33 1.5 02
Azit CZE 110 783 6.2 9.8 1.0 502 05 7953 388 247 21 1.2 0.1
Conchita DEU 109 81.7 6.0 8.7 1.0 50.8 09 6503 442 262 1.3 1.3 0.1
Cropton GBR 111 86.0 5.6 9.0 0.8 489 08 6627 346 276 1.6 1.4 0.1
Flavour DEU 110 80.0 5.0 9.6 0.5 44.1 1.4 8433 958 26.1 1.7 1.2 0.1
Henrike DEU 107 90.0 2.6 9.8 09 529 07 689.0 333 268 1.5 1.4 0.1
Jennifer DEU 108 78.7 4.1 9.3 0.6 50.7 1.3 7043 77.8 265 2.6 1.3 0.1
Kangoo NLD 110 783 5.7 9.2 0.8 48.1 09 591.0 645 329 36 1.6 02
Levan SVK 106 747 4.8 8.9 1.0 431 1.0 689.0 158.6 31.7 45 1.4 02
Ludan SVK 106 81.0 2.1 9.3 1.0 466 02 7830 1049 257 1.0 1.2 0.1
Nadir SVK 106 793 59 8.9 0.6 473 16 5567 658 384 79 1.8 03
Poprad SVK 107 77.0 2.1 8.8 0.8 414 05 6150 614 3577 6.8 1.5 0.3
Progres SVK 106 75.0 6.1 9.5 1.2 473 03 6643 37.1 30.1 2.6 1.4 0.1
Signora FRA 108 873 7.2 8.9 09 509 15 511.7 258 338 14 1.7 0.1
Slaven SVK 107 80.7 1.8 9.6 03 468 12 7820 663 266 2.0 1.2 0.1
Stine DEU 108 84.0 5.6 9.9 0.8 463 09 7757 938 279 1.8 1.3 0.1
Streif DEU 109 84.3 5.0 9.6 1.6 495 04 787.0 495 244 29 1.2 0.2
Victoriana DEU 109 82.0 4.0 9.1 1.1 511 1.1 707.7 834 251 1.1 1.3 0.1

r Vynosovou uroveil

@ vyska OPPO mPZK BHZK vyznamné ovlivnily

vegetacni podminky,

zejména srazky v meésici
kvétnu roku 2010. I kdyz
primérny  vynos  zrna
kolisal od 8,4 (Acrobat-
GBR) po 9,9 tha (Stine-
DEU), z Obr. 1 je ziejmy
negativni  vliv  tohoto
roéniku  na  vynos i
jednotlivé vynosové prvky
a vzajemné vztahy mezi
nimi. VIiv rocniku se
projevil i pifi posuzovani
vlivu délky vegetacéni doby
na vynos zrna. Paradoxné
byla naméfena negativni
korelace  mezi  témito
ukazateli. Z Obr. 2 je

Vynos zrna HTZ Vynos zrna HTZ Vynos zrna HTZ

2008 2009 2010 ovSem patrné, ze délka
Obr. 1: Vzijemné vztahy mezi vynosem a hmotnosti zrna odrid je¢mene a vegetacni doby neni v
dal$imi hodnocenymi znaky a ukazateli v jednotlivych letech. jednotlivych  letech v

zaporném vztahu s
vynosem zrna, naopak se jevi tento vztah jeko neutralni az mirné pozitivni.
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Obr. 2

Maticovy
kategorizovany  graf -
vynosu zrna odrad = A
jeémene jarniho
(Krométiz, 2008-2010;
A je oznaCen vynos
odrady Streif v

jednotlivych letech) DH H Il H HHH I -

Byl potvrzeny znamy

veg. doba, vyska, cm HTZ, g pocet prod. podet zrn/ hmotnost
dny odnozi klas zrn/klas, g

vliv poctu vynos zrma, |
produktivnich odnozi |thd oA iy A A A A
na vynos zrna a 8 0 8%9 g %
(r=0,58***) | kdyz z - 314 5| |4
grafu hlavnich ° Eé% g o | |80 o
komponent vyplyva, ze ae o @/ W
tento vynosovy prvek S 2o o o °
neni rozhodujicim ve co 2% % 2 %00
viech zemich, kde se H ¥ g o %3’ C%a%
dlechti nové odriidy O~ 2 00y o Bo
r=-0,44%%x* r=0,58%%* r=0,10 r=0,15

jarniho je€mene. Jak je
ziejmé z uvedeného grafu na Obr. 3, ze skupiny zkousenych odrid se vyclenily zejména materidly ze
Slovenska, které bez ohledu na ro¢nik vytvaiely skupinu odrid s dobrym vynosovym potencidlem, nizsi
HTZ, kratsi vegetacni dobou a stfednim az siln€jsim odnozovanim.

V letech 2009-2010 byl zkousen maly sobor novych odrid ptivodem z Némecka (soubor oznaceny II).
Obdobneé jako v predchozim hodnoceném souboru, také zde (Tab. 2) se odridy vyznacovaly delsi vegetacni
dobou, vysokym vynosem zrna a odolnosti padli travnimu (kromé odridy Grace). Jejich potencialni
Slechtitelska hodnota bude spocivat v pfizptisobivosti lokalnim péstitelskym podminkam a hlavné tGrovni
sledovanych parametrii sladovnické kvality, kterd je kazdorocné¢ hodnocena ve Vyzkumném ustavu
pivovarském a sladaiském Praha, a.s., Sladafském tstavu Brno.

6 Obr. 3
Projekce charakteristik
3 I odrtd, ¢lenénych podle statu
4l 05 pavodu, do faktorové roviny
w00 (analyza hlavnich
s komponent, 2008-2010)
=2 -0,5
< 207 g0 I o
= ’ Soubor III, jehoz zkouSeni
fh 1 -1,0-0,5 0,0 05 1,0 Zapoéalo v roce 2010
“ Faktor 2: 33,68% obsahoval kromé pluchatych
£y T materidli také sérii novych
£ perspektivnich lini je€mene
jarniho s bezpluchym typem
2 zrna.  Nékteré z  téchto
3 rozpracovanych
Slechtitelskych materiald
-4 patii ke genotypim s
s odlisnym pomérem dvou

3 7 6 5 4 3 2 1 0 1 2 3 4 zékladnich polysacharidt

Faktor 2: 33,68% Skrobu. Celkové je uvedeny

soubor III nejobsahlejsi, ma

50 polozek. V Tab. 3 jsou uvedeny primérné hodnoty a variabilita sledovanycgh znakid a ukazateli. Tyto

charakteristiky a vlastnosti budou sledovany v dalSich dvou letech. Vzhledem k pribéhu pocasi v roce 2010
nebyly diference mezi jednotlivymi polozkami souboru vyrazné.

Zavér

Studium rozsahlejsi kolekce vzajemné odlisnych material umoziuje Iépe postihnout existujici diference
prostudovanych odrad (Dotlacil 2003). Pokud porovnavame soucasné produktivni odridy pluchatého
je¢mene jarniho, je zfejmé jejich pfiblizovani ve znacich, pozadovanych producenty i zpracovateli, tedy ve
vynosu zrna a hlavnich kvalitativnich sladovnickych parametrech.
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Tab. 2 Podrobnéjsi studium

Vybrané znaky a ukazatele produktivnich odriid je¢mene jarniho ovSem ukazuje, Ze

(KroméFiz, 2009-2010, soubor IT) ~ evropske

ve Slechtitelské  trendy

& n I ;) V¥moszrna, pocetprod.  tvorby  modernich

. Stat doba, E.g. P.t. P.h. 1 dnosi odrad Jedmene
odruda t.ha odnozi )

pivodu __dny vychézeji i z vyrazné

odlisnych konstrukci

jednotlivych
Advent CZE 108 9.0 4.5 7.0 7.6 0.1 707.0 9.0 vynosotvornych
Propino DNK 110 9.0 4.0 7.5 80 0.5 565.5 66.5 prvki. Oproti dlouhd
Steward DEU 108 9.0 4.0 5.0 8.6 0.5 6850 31.0 léta uplathovanému
Sunshine DEU 110 9.0 5.5 7.0 89 0.9 673.5 345 sméru tvorby vynosu

medidn medidn medidn medidn primér S, primér S

Grace DEU 109 55 65 65 91 08 721.5 425 Vysokym  poctem
Yukata DEU 111 9.0 7.0 6.5 93 1.4 5855 17.5 Odnlozl o se et K
Kontiki ~ DNK 110 9.0 55 60 87 L5 6815 2.5 FPo°SmE ctec

dostavaji do popredi

Vista N;Jl) 107 9.0 6.0 6.0 7.7 - 1.1 7;7.5 98.5 odriidy se stfednim
) o ’0 ) viska,cm HTZ, g p(ﬁjt m;’lngt po&tem odnoz, aviak
odruda poléh. zrn/klas  zrna/klas, g vysoce produktivnim
median prumér S8y  primér Sx  prumér Sy prumér S klzisem.’Jak proka;uji

Advent 75 820 120 455 34 239 15 11 01 nase Wsledky, jsou

tyto odridy mnohdy

Propino 70 835 95 454 27 312 00 L4 01 B Tl e b
Steward 75 850 120 457 21 277 17 13 01 poguocent venosn,
Sunshine 7.5 870 100 466 L1 284 22 13 01  tedy vynosu predniho
Grace 75 7715 15 483 06 262 12 13 01  gma Kolisani
Yukata 75 8.0 20 491 01 327 59 16 03 povétrnostnich
Kontiki 90 8.0 80 474 06 268 42 13 02  podminek v
Vista 80 750 7.0 490 04 208 05 1.0 0.1  poslednich letech

) Casto vyustuje v
pfedCasné dozravani,
zejména u pozdnéjsich genotypli, coz se projevuje zvySenym propadem a ztratou potencialniho zisku z
produkce

takovych odrad. Tab. 3

v sortimentu
odraid  jarniho
jeémene se Vv
poslednich letech

- viz. Material a metodika

Vybrané znaky a ukazatele pluchatych a bezpluchych odrid a perspektivnich novych
linii je¢mene jarniho
(Krom¢tiz 2010, soubor I1T)

objevuji ' odrida N ukazatel o doba, OdOLI) Eg" Pt" PhHD
genotypy dny poléh.

jeCmene S bezpluché 13 median 113 9 8 7 7
bezpluchym kvantil 25% 112 9 8 7 6
zmem, - jejichz kvantil 75% 114 9 9 g 8
:r}lrll;gi/éno pﬂg pluchaté 37  median 117 9 9 7 7
Krmend . kvantil 25% 114 9 9 6 7
potravinafstvi. kvantil 75% 118 9 9 8 _ 8
Nové  vychozi . . pocet prod. vynos zrna, podet motnost
glc::rcoljlféni Odfég odrida vyska, cm odnozi tha” 28 /klas zrna/klas,
bezpluchého bezpluché pramér 73.2 650.9 5.3 40.8  20.5 0.8
jeCmene  sice S, 1.9 16.2 0.2 1.1 1.7 0.10
gﬁ‘srllgglfl‘; ztrétV V, % 9.4 9.0 16.5 9.0 197 16.5
pluchy pf}; pluchaté  primeér 70.8 654.1 7.0 46.6 23.1 1.1
dozravani S, 1.1 11.0 0.3 0.7 0.9 0.1
dosdhnout  stejné V, % 9.1 10.2 25.2 8.6 222 24.0
vynosové urovné D viz. Material a metodika

jako moderni

odridy s pluchatym zrnem. Jsou vSak jiz v fad¢ hospodafskych znakd plné srovnatelné s pluchatymi
odridami, coz vede ke stale lepsi perspektive jejich uplatnéni v praxi.
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Podékovani: Prace byla podpoifena projektem NAZV QH72251, Narodnim programem konzervace a
vyuziti genetickych zdroju rostlin Ministerstva zemédélstvi Ceské republiky a projektem MSM2532885901
Ministerstva $kolstvi mladeze a télovychovy CR.
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DVADSAT ROKOV VYSKUMU POLYMORFIZMU ENZYMOV
POCNOHOSPODARSKYCH PLODIN NA SLOVENSKU - VYSLEDKY, ICH
APLIKACIA A PERSPEKTIVY
TWENTY YEARS OF ENZYME POLYMORPHISM RESEARCH OF
AGRICULTURAL CROPS IN SLOVAKIA - RESULTS, THEIR APPLICATIONS
AND PERSPECTIVES

Pavol MUDRY

The history of the enzyme polymorphism research of agricultural crops in Slovakia has begun in the year 1990 on Maize
research institute (Trnava) and continued in Zeainvent, Sempol holding (both in Trnava) and several last years on
Department of Biology, Faculty of Education, Trnava University. During these two decades the attention was devoted to
adapt standardised methodologies of enzyme polymorphism analyses of agricultural crops — maize, sunflower, soybean,
pea, chickpea, grass pea, tall fescue, rye grass, clover, chamomile and amaranth. The polymorphism of ACP, ADH, CAT,
DIA, GLU, GOT, IDH, MDH, PGD, PGI and PGM to know dimensions of their diversity in genetic resources of Slovak
provenience was mostly studied. The knowledge of enzyme polymorphism diversity was utilised in mapping of genetic
resources, in crop breeding and seed management improvement. In relation to maize and chamomile enzyme multiplicity
study was oriented to effect of different doses of cadmium ions on their polymorphism. Our present streaming is oriented
on research of enzyme diversity of amaranth genetic resources and to enter effectively into breeding of new amaranth
varieties.

Key words: agricultural crops, isoenzymes, starch gel electrophoresis, perspectives

Uvod

Uz v osemdesiatych rokoch minulého storoc¢ia bolo zname, ze nové odrody pol'nohospodarskych plodin
budu coraz t'azsie prekonavat’ kvantitativne a kvalitativne parametre odrdd pestovanych v praxi. Na zvySenie
kvality §lachtenia a semenarstva vyuzivali vyznamni producenti mnohych plodin poznanie rozsahu diverzity
ich zarodoc¢nej plazmy na baze polymorfizmu enzymov. Za tychto okolnosti sme zacali v roku 1990 oficialne
rieSit polymorfizmus enzymov aj vbyvalom Vyskumnom ustave kukurice v Trnave. Pocas rokov
transformacie ustavu (1990-2002) sa problematika riesila v ZEAINVENT a. s. av SEMPOL Holding a. s.
Mojim prichodom na nové pracovisko v roku 2003 pokracuje vyskum na Katedre biologie, Pedagogickej
fakulty Trnavskej univerzity. Hlavné ciele dvadsatroného vyskumu boli: a) introdukovat a adaptovat’
Standardizované metodologie analyzy polymorfizmu enzymov, b) zvladnut' geneticki interpretaciu
polymorfizmu enzymov, c) zostavit katalégy izozymogramov — fingerprintov, d) vytvorit elektronicka
databazu izozymogramov odrdd kukurice, ) publikovat’ a prezentovat’ dosiahnuté vysledky a g) vychovavat
Studentov a mladych vedeckych pracovnikov pre rieSenie metodologickych a aplikacnych problémov
suvisiacich s polymorfizmom enzymov.

Material a metody

Pouzivali sme vyhradne metddu horizontalnej elektroforézy na Skrobovom géle. Je dolezité zdoraznit, Ze
nejestvuje jedna univerzalna metdda pre vsSetky polnohospodarske plodiny. Nami rieSené metodologické
postupy najviac ovplyvnili prace autorov Bourgoin-Greneche et al. (1993, 1998), Cardy et al. (1980), Stuber
et al. (1988). Riesili sme polymorfizmus enzymov kukurice siatej (Zea mays L.), slnecnice ro¢nej
(Helianthus annuus L.), soje fazul'ovej (Glycine max. [L.] Merr.), hrachu siateho (Pisum sativum L.), cicera
baranieho (Cicer arietinum L.), hrachora siateho (Lathyrus sativus L.) repy cukrovej (Beta vulgaris L.),
kostravy trstenikovitej (Festuca arundinacea Schreb.), méitonohu trvaceho (Lolium perenne L.), dateliny
plazivej (Trifolium repens L.), rumanceka kamilkového [Chamomilla recutita (L.) Rauschert], laskavca
metlinatého (Amaranthus cruentus L.) aodrody D 279 (A. hypochondriacus L. x A. hybridus L.).
Analyzovany bol polymorfizmus enzymov - kyslej fosfatazy (ACP), alkoholdehydrogenazy (ADH), katalazy
(CAT), diaforazy (DIA), B-glukozidazy (GLU), glutamat-oxaloacetattransaminazy  (GOT),
izocitratdehydrogendzy (IDH), malatdehydrogenazy (MDH), jabléného enzymu (ME), 6-
fosfoglukonatdehydrogenazy =~ (PGD), fosfoglukoizomerazy  (PGI), fosfoglukomutazy  (PGM),
mannoézofosfatizomerazy (MPI), peroxidazy (PRX) a sikimatdehydrogenazy (SAD).

Vysledky a diskusia

Etapa 1990-1994 bola vyznamna spolupracou troch vyskumnych pracovisk na adaptécii
metodologickych postupov analyzy polymorfizmu enzymov kukurice (ZEAINVENT a. s., Trnava),
zasobnych bielkovin (UKSUP — Bratislava, RNDr. Cubomir Horvath) a genomiky (VURV — Piestany,
RNDr. Jan Kraic) pre ucely testovania odrodovej identity a homogenity analyzovanych vzoriek osiv.
Sustredili sme $tandardné vzorky r6znych linii (public lines) univerzit z USA, bola zvladnutd metodologia
analyzy polymorfizmu ACP, ADH, IDH, MDH, PGI, PGD, PGM. Katalég fingerprintov obsahoval
osemnastich povolenych hybridov.

Etapa 1995-1998 - rieSenie metodoldgie analyzy polymorfizmu enzymov slneénice, soje, hrachu. Na
baze polymorfizmu ACP, GOT, MDH, ME, PGD, PGI, PGM a SAD bolo zmapovanych 52 odrdd slneénice,
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ACP, DIA, IDH, MPI, PGD, PGM, PRX $est’ odrod soje, IDH a PGD 35 odrdd hrachu a vytvoreny katalog
ich fingerprintov. Bola riesend metodologia analyzy polymorfizmu ADH, MDH, PGD a PGM dvadsiatich
odrdd cicera baranicho a desatich hrachora siateho pre uéely VUTPHP Banské Bystrica.

Etapa 1999-2002 riesila rozsirenie analyzy polymorfizmu enzymov kukurice siatej zo siedmich druhov
enzymov (ACP, ADH, IDH, MDH, PGI, PGD, PGM) na jedenast’ (plus CAT, DIA, GLU, GOT) a dosiahli
sme Standard Francizska pre testovanie odrodovej identity, Cistoty a stability. Zmapovali sme 62 krajovych
populacii, 41 samoopelivych linii, 24 dvojliniovych hybridov - tvorba elektronickej databazy fingerprintov.
Realizoval sa vyskum polymorfizmu enzymov kostravy trstenikovitej, mitonohu trvaceho a d’ateliny plazivej
(pre VUTPHP) a pletiv explantatovych kultur repy cukrovej (IDH, MDH, PGD, PGI a PGM).

Etapa 2003-2005 znamené pokrac¢ovanie v proteomickej klasifikacii odréd kukurice. Zmapovali sme 31
krajovych populacii, 18 samoopelivych linii a 13 dvojliniovych hybridov. Pokracovali sme v tvorbe
elektronickej databazy ich fingerprintov. Do tejto etapy spadd aj nasa spolupraca s Ustavom genetiky
a biotechnologii rastlin SAV v Nitre. Podielali sme sa na rieSeni identifikacie dihaploidov mikrospérovych
explantatovych kultir kukurice analyzou polymorfizmu enzymov.

Etapa 2006-2008 — rieSenie metodologie analyzy polymorfizmu enzymov (ACP, ADH, IDH, MDH,
PGD, PGI, PGM) v listoch a korenoch Styroch kultivarov rumanceka kamilkového kultivovanych pri ré6znych
koncentraciach iénov kadmia v zivnom médiu. Analyzy vylucili vplyv ionov kadmia na polymorfizmus
analyzovanych enzymov aj pri jeho vysokych koncentraciach v zivnom médiu. Analogicky reagovali aj
kliciace rastliny kukurice siatej. Ekofyziologicky vyskum sa realizoval v spolupraci s Chemickym tustavom,
Prirodovedeckej fakulty, Univerzity Komenského.

Etapa 2009-2011 je etapou pokracujicej spoluprace s Ustavom genetiky a biotechnologii rastlin SAV
v Nitre. Pracovisko sa uz niekol’ko rokov venuje Sl'achteniu, genetickému a biotechnologickému vyskumu
laskavcov. Nasa participacia na tyka vyskumu casti proteomiky laskavcov. Doteraz sme vyriesili
a prezentovali metodologiu analyzy polymorfizmu jedenastich enzymov pre analyzu semien, kli¢iacich
rastlin a listov laskavcov pre ucely §tadia vplyvu radiomutagénu na rozsah variability enzymov dvoch
vyslachtenych odrod.

Zaver

Z nasich experimentalnych vysledkov a skiisenosti z pestovatel'skej praxe vyplyva, Ze najvécsie praktické
vyuzitie polymorfizmu enzymov je v oblasti popisu odrdd pre testovanie ich odrodovej identity, homogenity
a stability. Dalej pre dokonalej§iu garanciu autorskych prav §lachtitela, kvalitativnych parametrov vyrobcu
a distribatora a garanciu prav spotrebitela. NajintenzivnejSie testovanie kvality partii osiva kukurice
z vyrobnych ploch sa realizovalo v rokoch najvdcsieho rozmachu §l'achtenia a vyroby osiv (1995-1999).
Riesili sme identitu naSich odréd kukurice pred vyradenim v druhom roku testovania vykonnosti
v Mad’arsku. Na zéklade naSich analyz ich Madarsko povolilo pre pestovanie v praxi. Aj v sucasnosti
sporadicky analyzujeme vzorky z partii osiv podozrivych na nedostatoéni kvalitu vyroby na zaklade
poziadania $lachtitela alebo vyrobcu. V tomto roku sme riesili expertiznou analyzou identitu a pévod
vzoriek kukurice aj ztrestnej Cinnosti. IntenzivnejSie vyuzivanie polymorfizmu enzymov v praxi by
zabezpecila pravna norma, ktora by podmieniovala povolenie novej odrody aj popisom na baze
molekuldrnych markerov tak, ako je to v mnohych pol'nohospodarsky vyspelych krajinach. Napriek
prenikaniu popisu a pravnej ochrany odrdd na zaklade genomickych pristupov, nad’alej zostava v platnosti aj
popis odrod na zaklade polymorfizmu enzymov. K vyuzivaniu polymorfizmu enzymov by pomohla aj
obnova zruSené¢ho S$lachtenia mnohych zo spomenutych plodin. Najvécsie perspektivy v stcasnosti
a v blizkej budiicnosti ma vzhladom na mnohé Specifikd rieSenie polymorfizmu enzymov ekonomicky
vyznamnych druhov a genofondu laskavca.

Pod’akovanie: Dakujem RNDr. Lubosovi Jurackovi (1990-2002), Mgr. Marianovi Dragtiiovi, CSc.
(2003-2009), technikom, Studentom a doktorandom, ktory so mnou spolupracovali na rieSeni a vSetkym
inStiticiam, ktoré financne podporili rieSenie Statnych vyskumnych uloh, grantu, projektov a zvlast
Vedeckej grantovej agentiire, MS SR a Slovenskej akadémii vied, ktoré financuju si¢asné riesenie projektu
VEGA (projekt ¢. 2/0109/09).
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VPLYV RADIOMUTAGENU NA POLYMORFIZMUS VYBRANYCH ENZYMOV
V DVOCH DRUHOCH LASKAVCA
EFFECT OF RADIOMUTAGEN ON POLYMORPHISM OF CHOSEN ENZYMES
IN TWO AMARANTH SPECIES

Pavol MUDRY - Alena GAJDOSOVA

Increasing demand for the breeding, proteomic, genomic and metabolomic study in Amaranthus species led us to map
two species - Amaranthus cruentus L. (genotype Ficha), genotype K-433(A. hypochondriacus L. x A. hybridus L.)
and theirs lines improved by mutagenesis (gamma rays) which are characterized by a good seed quality and quantity,
suitable for food production. For the mapping on the basis of enzyme (ACP, ADH, CAT, DIA, GLU, GOT, IDH, MDH,
PGD, PGI and PGM) polymorphism horizontal starch gel electrophoresis was used. All genotypes, to be analyzed,
possessed the same polymorphism besides lines derived by mutagenesis from genotype K-433. These lines differ from
others genotypes in PGM polymorphism. The results support idea of interspecies sensitivity of amaranths to mutagenesis
by means of enzyme polymorphism. Gamma rays mutagenesis is one of the ways which may to change enzyme
polymorphism in amaranth species, too.

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

Uvod

V roku 2009 sme si pripomenuli pétdesiate vyrocie vyskumu polymorfizmu enzymov. Presne v roku
1959 Markert a Mdller uviedli na vedeckl scénu pojem izozym-izoenzym, ktory bol vyjadrenim existencie
polymorfnych foriem enzymov alebo mnohotnych foriem enzymov (multiplicita enzymov). Geneticka
podmienenost’ syntézy bielkovin, a teda aj enzymov a prevazne ich kodominantny prejav fenotypu predurcili
praktické vyuzitie poznania polymorfizmu enzymov pol'nohospodarskych plodin hlavne v oblasti genetiky,
Slachtenia a semenarstva. O Grovni poznania a vyuZzivania polymorfizmu enzymov v polnohospodarske;j
praxi rozhoduje hlavne ekonomicky vyznam plodiny, tradicia jej pestovania arozsah variability
polymorfizmu enzymov v zarodoCnej plazme, resp. jej vhodné rozlozenie v analyzovanych vzorkach.
V predoslych pracach (Mudry, Gajdosova 2009; Mudry et al. 2010) sme uviedli, Ze napriek ekonomickému
vyznamu mnohych druhov rodu laskavec (Amaranthus sp.), vedecké prace, ktoré by charakterizovali ich
polymorfizmus enzymov st sporadické. Vyznamne tento stav poznania mohla ovplyvnit’ praca publikovana
autormi Jain et al. (1980), v ktorej sa uvadza, ze rozsah variability polymorfizmu enzymov laskavcov je
uzky. Kdanému stavu mohlo prispiet aj to, Ze tradicie pestovania a vyuzivania laskavcov hlavne
v pol'nohospodarsky vyspelych krajinach Eurépy nie je na Urovni inych tradicne pestovanych plodin.
V priebehu troch desatroci na poli vyskumu polymorfizmu enzymov laskavcov sa striedaji prace, ktoré su
nejednotné, ¢o sa tyka ndzorov na rozsah variability polymorfizmu enzymov a jeho vyuzitia v praxi.

Hlavnym cielom experimentalnej prace bolo zmapovat’ na baze analyzy polymorfizmu enzymov dva
rodiCovské druhy laskavca aich perspektivne mutantné linie vyvinuté Slachtenim s vyuzitim radiacnej
mutagenézy. Vyhodnotit’ rozsah diverzity polymorfizmu analyzovanych vzoriek a posidit’ moznost’ zvySenia
rozsahu polymorfizmu enzymov radia¢nou mutagenézou.

Material a metody

Experimentalnu pracu sme zrealizovali v rokoch 2009-2010. Do analyz polymorfizmu enzymov sme
zaradili dva genotypy laskavca — laskavec metlinaty (Amaranthus cruentus L.), odroda Ficha (HTS 0.85
g) aodroda K-433 (HTS 0.73 g) produkt medzidruhového krizenia (4. hypochondriacus L. x A. hybridus
L.). Oba genotypy sa vyznacuju dobrymi kvalitativnymi i kvantitativnymi parametrami a su vhodné pre
vyrobu potravin. Povodné vzorky boli ziskané z Génovej banky Vyskumného ustavu rastlinnej vyroby Praha-
Ruzyné, Ceska republika. Z tychto kontrolnych materialov v spolupraci s Medzinarodnou atémovou
agentirou vo Viedni boli pripravené radiomutanty (y-ziarenie, 400 Gray), z ktorych boli vyvinuté mutantné
linie — z odrody Ficha su to linie C1-C6 a z odrody K-433 su to linie D1, D2 a D3.

Prvy experiment zahfiial vzorky trojdiiovych kli¢iacich rastlin a druhy vzorky suchych semien. Kli¢enie
semien a rast klicencov prebichal v termostate na mokrom filtracnom papieri sytenom deionizovanou vodou
v Petriho miskach v tme, pri teplote 25 °C arelativnej vlhkosti 95 %. Rozmer knétov (Whatman 2) bol
uniformny - 11 x 1,5 mm. Pre porovnanie mobility zon enzymatickej aktivity laskavcov s mobilitou zon
aktivity enzymov casti koleoptily bol pouzity extrakt z patdiiovej koleoptily dvojliniového hybrida kukurice
(Sc 3098 x 3150, Sempol Holding, Trnava, Slovenskéa republika) pestovanej za tych istych kultivacnych
podmienok.

Pre s§tidium polymorfizmu enzymov sme mierne modifikovali a experimentalne overeni metodu
horizontalnej elektroforézy na Skrobovom géle (Mudry, Gajdosova 2009), ktord vychadza zo
Standardizovanej metody pre analyzy polymorfizmu enzymov v koleoptilach kukurice publikovanej autormi
Stuber et al. (1988). Uskuto¢nili sme analyzy polymorfizmu kyslej fosfatazy (ACP, E.C. 3.1.3.2),
alkoholdehydrogenazy (ADH, E.C. 1.1.1.1), diaforazy (DIA, E.C. 1.6.99.2), glutamat-
oxaloacetattransaminazy (GOT, E.C. 2.6.1.1), izocitratdehydrogenazy (IDH, E.C. 1.1.1.42),
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maldtdehydrogenazy (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). Pomer extrakéného
¢inidla ku vzorke bol: - 20 pl na cast’ koleoptily kukurice jedenast mm dlhej a 100 pl /200 mg vzorky
laskavca. Elektroforeticka separacia prebiehala v chladnicke pri teplote 4 °C. ZloZenie extrakéného ¢inidla,
tlmivych roztokov na pripravu skrobovych gélov, vyfarbovacich roztokov a parametre rezimu konstantného
vykonu boli podl'a hore uvedenych metodik.

Vysledky a diskusia

Vyuzivanie radiacnej mutagenézy nie je neznamym pristupom v $lachteni pol'nohospodarskych plodin.
Existuju prace, ktoré pojednavaju o vplyve radiacnej mutagenézy na polnohospodarske plodiny od Grovne
cytologickej, cez explantatové kultiry az po produkénu vykonnost’ porastov, napr. aj laskavcov s pozitivnym
efektom (Gomez et al. 2006). Vplyv radiaénej mutagenézy na polymorfizmus enzymov je ¢asto publikovany
vo vztahu k EST (esteraza), PER (peroxidaza), ACP, CAT, GOT a DIA. Zatial’ sme nezaevidovali Ziadnu
pracu s laskavcami, ktora by rieSila polymorfizmus enzymov vo vztahu k radiaénej mutagenéze. Z nasich
experimentalnych vysledkov vyplyva, Ze polymorfizmus analyzovanych enzymov vSetkych vzoriek je
monomorfny s vynimkou enzymu PGM mutantnych linii odrody K-433, kde doslo k znizeniu poctu
izoforiem zo S$tyroch na tri. Tieto vysledky naznacuju druhova citlivost na radiatnu mutagenézu
polymorfizmom PGM. Polymorfizmus ostatnych enzymov je stabilny, ¢o mdze suvisiet' s ich vyznamom
v metabolizme. Experimentalna praca insSpiruje k rieSeniu novych otdzok vzhl'adom na to, Ze vysledky boli
ziskané na zmesnych vzorkéch. I napriek tomu, ze hlavnu tlohu pri opelovani laskavcov ma autogamia (az
25 percentna alogamia ), zostava otvorena otazka vnutrodruhovej variability polymorfizmu (okrem ADH,
kde je zdetekovana vo vsetkych vzorkach iba jedna izoforma). Tieto vysledky potvrdzuju, ze aj pri
laskavcoch je mozna zmena rozsahu variability enzymov pouzitim radiacnej mutagenézy.

Zaver

Praca prindSa poznatok o druhovej odliSnosti v citlivosti analyzovanych laskavcov na radiacnu
mutagenézu zmenou polymorfizmu PGM, atym aj moznost menit rozsah variability polymorfizmu.
Vzhl'adom na vel'mi maly sibor analyzovanych druhov nepotvrdzuje, avSak ani nevyvracia tvrdenie o uzkej
alebo dostato¢nej variabilite zarodo¢nej plazmy laskavcov na baze polymorfizmu enzymov. Na vyrieSenie
nezodpovedanych otdzok je nevyhnutny d’alsi vyskum.

Pod’akovanie: Vyskum bol podporeny Vedeckou grantovou agentirou MS SR a Slovenskou akadémiou
vied VEGA (projekt ¢. 2/0109/09).
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HODNOTENIE VYBRANYCH GENOTYPOV MAKU SIATEHO Z HCADISKA
OBSAHU ALKALOIDOV A URODY MAKOVIC
EVALUATION OF SELECTED OPIUM POPPY GENOTYPES BY THEIR
ALKALOID CONTENT AND CAPSULE YIELD

Darina MUCHOVA — FrantiSek ONDREJCAK — Méria LICHVAROVA — Natalia
IVASIUKOVA

The increased alkaloid content in dry capsules is the main aim of poppy breeding oriented for pharmaceutical purpose. A
set of 19 lines of opium poppy, Papaver somniferum L., were examined for the alkaloids by HPLC analysis and yield in
dry capsules. Our results showed that the ratio of the alkaloids, morphine, codeine and thebaine ranged from 0.47 to
1.37%, 0.03 to 0.11%, 0.0 to 0.11%, respectively, in the selected 19 poppy genotypes. According to their alkaloid content,
9 lines had significantly higher morphine (>1.0%), three lines had moderately higher codeine (=0.10%), and one line
had moderately higher thebaine (>0.10%) levels. From investigated alkaloids the wide variability was noted only in
morphine with the highest morphine content 1.43 % in check variety Buddha. Due to big differences among evaluated
genotypes in the yield of dry capsuels there were recorded also big differences in the yield of morphine per area unit.
Eight genotypes were comparable in yield of morphine with check varieties Buddha and Lazur.

Key words: opium poppy, morphine, codeine, thebaine, yield of dry capsules

Uvod

Snad’ ziadna z lieCivych rastlin nedosahuje tak vysoka potravinarsku hodnotu spolu s vynikajicimi
farmaceutickymi vlastnostami ako prave mak siaty (Papaver somniferum L.). V sucasnosti je znamych viac
ako 100 roznych alkaloidov produkovanych makom siatym, z ktorych morfinany (morfin, kodein a tebain),
ale aj papaverin a sanguinarin maji nezastupitelné miesto vo farmaceutickej praxi. Synteticka priprava
morfinanov je ekonomicky nezaujimava, a to pre ich zlozitl chemickt Struktaru (Bilkova et al. 2006). Ich
jedinym zdrojom tak nad’alej zostavaju rastliny maku. ZvySeny obsah alkaloidov, predovsetkym morfinu v
suchych tobolkach je jednym z hlavnych cielov §lachtenia maku siateho orientovaného na tvorbu novych
typov rastlin pre farmaceutické vyuzitie.

Cielom prace bolo zhodnotit’ novo vyvijané genotypy maku siateho z hl'adiska ich alkaloidného spektra
a dosiahnutej urody makovic na jednotku plochy.

Material a metédy

V hodnotenom subore bolo zaradenych 19 genotypov maku siateho z VSS Maly Saris, ktoré boli
porovnavané s?2 kontrolnymi odrodami so strednym obsahom morfinu, ur¢enymi predovsetkym na
potravinarske vyuzitie — Major a Opal a 2 odrodami s vysokym obsahom morfinu v tobolkdch — Lazur a
Buddha. Obsah alkaloidov bol stanoveny HPLC metédou vo VSO Opava. Uroda makovic, ako jeden zo
zakladnych faktorov dosiahnutia vysokej urody alkaloidov bola hodnotend v polnych podmienkach v
maloparcelkovych pokusoch na lokalite VSS Maly Sari§ v roku 2009. Rastliny maku boli pestované v spone
250 x 100 mm.

Vysledky a diskusia

V subore 19 vyselektovanych genotypov maku siateho sa obsah jednotlivych alkaloidov — morfinu,
kodeinu a tebainu pohyboval v rozmedzi od 0,47 do 1,37%; 0,03 do 0,11%; resp. od 0,0 do 0,11%. Na
zaklade stanoveného obsahu alkaloidov 9 linii malo vyznamne vys§i morfin (>1,0%), 3 linie mali mierne
vyssi kodein (>0,10%) a 1 linia mala mierne vyssi tebain (>0,10%).

Ako hlavny alkaloid bol v skiimanom stubore genotypov analyzovany morfin s najvysSou hodnotou 1,43
Obsah tohto zakladného alkaloidu je zavisly od genotypu a je podmieneny polygénne. Jeho celkovy obsah
v suchych tobolkach je ovplyvneny pddnymi a klimatickymi podmienkami ako aj priebehom
poveternostnych podmienok pocas vegetacného roc¢nika, hlavne v druhej polovici vegetacie. Zrazky
vyplavuji morfin z jednotlivych makovic. Ani jeden z vybranych genotypov neprekonal v obsahu morfinu
odrodu Buddha. Odrodu Lazur s obsahom 1,29 % prekonali 2 genotypy. Co sa tyka trody morfinu z jednotky
plochy determinujicim faktorom je nielen samotny obsah tohto alkaloidu, ale aj uroda jeho zdrojovej
suroviny, makoviny. VLK et al. (2009) zistili pri hodnoteni 30 odr6d maku siateho, zapisanych v Spolo¢nom
katalogu odrdd EU, Ze odrody s vys$im obsahom alkaloidov dosahovali niz$iu trodu semena aj makoviny.
Zaporny vztah medzi urodou makovic a obsahom morfinu, uvadzany d’al$imi autormi, bol potvrdeny aj
v nami analyzovanom subore korelacnym koeficientom s hodnotou -0,34. Jedine genotyp K 430-75
dosahoval vysoku trodu makovic 1,32 t.ha™ pri vysokom obsahu morfinu 1,13 %.

Velké rozdiely v dosiahnutej urode makovic, pohybujtcej sa od 0,80 do 1,44 tha ' sa premietli aj do
urody morfinu. Z hl'adiska Grody morfinu 8 genotypov je porovnatelnych s kontrolnymi odrodami Buddha
a Lazur.
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Tabul’ka 1: Hodnotenie obsahu alkaloidov, urody makovic a Grody morfinu vybranych genotypov maku
siateho

Genot Koncentracia alkaloidov vo vzorke (%) Uroda makovic Uroda morfinu
P Morfin Kodein Tebain t.ha! % kg.ha'! %

K 409-8 1,02 0,03 st. 0,98 89,7 9,98 98,8
K 412-24 1,06 0,04 st. 1,03 94,8 10,96 108,5
K 412-25 0,77 0,04 - 0,97 88,8 7,45 73,8
K 413-60 1,08 0,05 st. 0,92 84,6 9,96 98,7
K 414-33 0,97 0,04 - 0,98 90,3 9,54 94,5
K 430-75 1,13 0,06 0,01 1,32 120,7 14,87 147,2
K 418-11 1,22 0,11 0,11 1,04 95,4 12,69 125,6
K 478-93 0,73 0,05 0,02 1,23 113,0 8,99 89,0
MS ZB-3 0,79 0,08 0,01 1,27 116,9 10,06 99,6
MS 387 0,89 0,07 st. 1,44 131,9 12,80 126,7
MS 423 0,61 0,04 st. 1,19 109,5 7,28 72,1
MSB 2 0,52 0,05 0,01 0,80 73,7 4,17 41,3
MRF 2 1,32 0,10 0,02 0,86 78,6 11,31 112,0
MREF 4 1,37 0,10 0,01 1,04 95,2 14,21 140,7
MRF 5 1,22 0,09 0,07 0,92 84,3 11,21 111,0
ZB-1 0,57 0,05 - 1,42 129,9 8,07 79,9
ZB-7 0,47 0,06 - 1,14 104,8 5,37 53,1
K 410 1,06 0,08 - 0,95 86,8 10,03 99,3
K412 0,98 0,08 st. 1,30 118,8 12,69 125,7
Major 0,56 0,06 0,01 1,19 109,2 6,66 66,0
Opal 0,66 0,04 st. 1,06 97,4 7,01 69,4
Buddha 1,43 0,09 0,01 1,01 92,7 14,44 143,0
Lazur 1,29 0,10 0,02 1,04 95,6 13,44 133,1
Priemer 0,94 0,07 0,03 1,09 100,0 10,31 100,0
Zaver

Z hodnotenia 19 novo vyvijanych genotypov maku siateho vyplynuli tieto zévery: analyza HPLC
odhalila, Ze v testovanom subore sa nachadzaji genotypy, ktoré sa vyznacujii zvySenym obsahom morfinu,
ale nizkou troviou alkaloidov kodein a tebain s vynimkou 3 linii s vy$§im obsahom kodeinu a 1 linie s
vy$8im obsahom tebainu. Vd’aka primeranej urode makovic v kombinacii s vysokym obsahom morfinu je
predpoklad zvySenej produkcie morfinu na jednotku plochy pri 8 sledovanych genotypoch. Genotyp K 418-
11 ako jediny zhodnoteného suboru vykazoval pri vSetkych troch sledovanych alkaloidoch vyrazne
nadpriemerné hodnoty.

Pod’akovanie: Tato praca je podporovand rezortnou ulohou vyskumu avyvoja MP SR, uloha ¢. 2
kontraktu ¢. 353/2009-940-K ,,Vyuzitie biotechnologickych metdd pri tvorbe novych typov rastlin.
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APLIKACE METOD MOLEKULARNI BIOLOGIE U GENETICKYCH ZDROJU
PSENICE SETE (TRITICUM AESTIVUM L.)
APPLICATION OF MOLECULAR BIOLOGICAL METHODS IN GENETIC
RESOURCES OF COMMON WHEAT (TRITICUM AESTIVUM L.)

Milena MUSILOVA — Vaclav TROJAN — Toma$ VYHNANEK — Ladislav HAVEL

The collection of 24 genotypes of wheat (Triticum aestivum L., 2n = 6x = 42, BBAADD), which have purple, blue or
yellow grain pigmentation, and one genotype Thinopyrum ponticum (Podp.) Barkworth & D. R. Dewey (2n = 10x = 70,
JIJTIIFFFF) was assessed using the SSR markers to detect their genetic relationship. . The chosen 15 SSR markers are
localized on chromosomes of A and B genome where also genes responsible for mentioned pigmentation are localized.
Based on these SSR markers a dendrogram was calculated. The results showed that Thinopyrum ponticum is highly
significantly isolated even if this species is supposed to be a donor of genes for blue pigmentation. The high degree of
differences showed 3 genotypes from the group of wheat with purple pericarp, especially the cvs. Abyssinskaya
Arraseita, the Purple and the Purple feed. Remaining genotypes are split into two sub-clusters. The minor sub-cluster
contained only genotypes with blue aleuron layer. There was identified a high genetic similarity of isogenic lines of
wheat cv. Novosibirskaya 67 and ANK genotypes with red grain in the major sub-cluster. The genotypes with yellow
endosperm gathered into the major sub-cluster show the high genetic similarity. The results suggest that selected SSR
markers can be used for the detection of the level of variability and purity of the samples in breeding programs.

Key words: wheat, genetic variability, polymorphism of DNA, SSR marker, coloured grain

Uvod

U pSenice byly popsany donory netradi¢niho zabarveni obilky (napf. purpurového, modrého, zlutého a
bilého), které mohou byt a jsou vyuzivany pro ziskani suroviny k rozsifeni sortimentu cerealnich vyrobka.
Psenicnad obilka se zvySenym obsahem piirodnich barviv by mohla byt vhodnd pro vyrobu funkénich
potravin, které by mély mit kromé prosté vyzivné hodnoty i priznivy U€inek na zdravi konzumenta.
V ptipad¢ barevnych pSenic se jedna zejména o antioxidacni aktivitu (Trojan et al. 2010). Technologické
vyuziti barevnych pSenic je spojeno s nutnosti poznani genetické determinace odchylek v zabarveni a
nasledného vyuziti ve $lechtitelském procesu. V ramci Slechténi je dilezitym krokem studium genetické
variability donorid pozadovanych vlastnosti. K tomuto 0celu je mozné vyuzit morfologické markery,
proteinové markery a DNA markery.

Material a metody

Kolekce pSenic s nestandardnim zabarvenim obilek citajici 24 genotypt pSenice (Triticum aestivum L.)
byla doplnéna o jeden genotyp planého druhu travy Thinopyrum ponticum (donor genu modrého zabarveni
obilky). Téchto 25 genotypti bylo podrobeno analyzdm genetické variability pomoci 15 SSR
(mikrosatelitnich) markert (Xbarcl63, Xbarc195, Xbarc003, Xbarc077, Xgwm861, Xbarcl76, Xbarcl70,
Xgwml22, Xgwm294, Xgwmd445, Xgwm328, Xgwm356, Xwmc428, Xgwm666b, Xcfa2l34) lokalizovanych
v mistech genti determinujici odchylky ve zbarveni obilek, které byly popsany v literatufe u pSenice a
tritikale (Khlestina et al. 2004; Kuelung et al. 2006). Pro molekularni 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). Reakéni 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 100 uM kazdého
dNTP. Teplotni a ¢asovy profil reakce byl: 1 cyklus 93°C — 120 s; 30x (93°C — 60 s, 54°C — 120 s, 72°C —
120 s). Pro vizualizaci produktil bylo pouzito barveni dusi¢nanem stiibrnym (0,2 %) po probéhlé vertikalni
elektroforéze (pti 300 V) na 8 % nedenaturovaném polyakrylamidovém (PAA) gelu v TBE pufru. Vysledky
molekularnich analyz byly vyhodnoceny pomoci binarni matice, kde 1 znamena pfitomnost produktu a 0
absenci produktu. Nasledné byly tyto hodnoty statisticky zpracovany pomoci programu FreeTree a graficky
zpracovany do podoby dendrogramu pomoci programu TreeView. Pro jednotlivé SSR markery byly
vypocteny statistické hodnoty DI (index diversity), PI (pravdépodobnost identity) a PIC (polymorfni
informaéni obsah) (Russell et al. 1997).

Vysledky a diskuse

Celkem bylo SSR markery specifickymi pro chromozémy A a B detekovano 73 alel, v priméru tedy
pfipadana 5 alel na jeden mikrosatelitni lokus. Velikost amplifikovanych produkti se pohybovala v rozmezi
od 100 do 260 bp. Khlestkina et al. (2004); Kuelung et al. (2006) uvadgji ptitomnost nulovych alel, tu jsme
zaznamenali i my v piipadé ¢tyt mikrosatelitd (Xbarc003, Xbarc077, Xbarc163, Xbarcl70).

Primérna hodnota DI byla 0,48; pramér PI 0,32 a pro ukazatel PIC byla vypocitana primérna hodnota
0,47 (tab. 1). Hodnoty vyjadifuji vysoky stupen variability téméf srovnatelny s Holtonem et al. (2004). Pii
pouziti 15 SSR markert bylo ziskano mnozstvi molekularni dat, kterd umoznuji podrobnéjsi charakteristiku
celé kolekce.
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Tabulka 1: Statistické zhodnoceni analyzovanych SSR markert

SSR marker | Lokalizace | Pocet alel DI PI PIC
Xbarcl63 4B 8 0,52 0,23 0,52
Xbarc195 6A 4 0,51 0,3 0,44
Xbarc003 6A 6 0,64 0,09 0,64
Xbarc077 3B 6 0,72 0,05 0,72
Xgwm861 7A,7B 6 0,67 0,11 0,65
Xbarcl76 7B 7 0,59 0,16 0,58
Xbarcl70 4A 7 0,56 0,22 0,52
Xegwmi22 2A 7 0,52 0,23 0,51
Xgwm294 2A 4 0,65 0,16 0,60
Xgwmd45 2A 6 0,60 0,17 0,58
Xgwm328 2A 1 0,07 0,86 0,07
Xgwm356 2A 1 0,07 0,86 0,07
Xwmc428 2A 5 0,69 0,09 0,68

Xgwm666b 3A 3 0,41 0,37 0,39
Xcfa2l34 2A 2 0,20 0,65 0,19

Primér 5 0,48 0,32 0,47

Na zakladé statistického vyhodnoceni byl sestaven dendrogram podobnosti analyzovanych genotypl
barevnych psenic (UPGMA, Jaccardiv koeficient). Z dendrogramu je patrné odliSeni genotypu Thinopyrum
ponticum. Vysoky stupen odliSnosti jsme zaznamenali i v ptipad€é pSenice s purpurovym perikarpem,
genotypy Abyssinskaya Arraseita, Purple a Purple feed vytvotily samostatny klaster. Zbyvajici genotypy
jsou rozdéleny do dvou subklastert, znichz mensi subklaster zahrnuje jen genotypy pSenice s modrou
aleuronovou vrstvou. Izogenni linie genotypu s Cervenym zbarvenim obilek pozorujeme ve vétSim ze dvou
subklastert, pfi¢emz dva genotypy (ANK-14 a ANK-1E) se podaftilo odliSit od zbyvajicich izogennich linii
ANK. Skupina genotypl se zlutym endospermem nachazejici se také ve vét§im subklasteru vykazuje vyssi
stupen podobnosti. V piipad¢ odrad Citrus a Luteus je to dano spole¢nymi predky v rodokmenu. Obé odriidy
pochazi od prof. dr. Wilhelma Jahn-Deesbacha z Némecka a maji nasledujici rodokmen: Citrus /(Sunnan x
Monopol) x Stamm GI 912/, Luteus /(Sunnan x Monopol) x Giessener Stamm/ (UKZUZ, Gstni sd&len).

Zavér

Pomoci SSR markeri se podafilo statisticky vyznamné rozliSit tfi genotypy pSenice s purpurovymi
obilkami od ostatnich genotypl. Byla také potvrzena pfibuznost pSenic se zlutym endospermem. RozloZeni
dalsich analyzovanych genotypd v dendrogramu potvrzuje genetickou podobnost pSenic s modrymi obilkami,
nevykazuji v§ak takovou podobnost s genotypem Thinopyrum ponticum, jak se predpokladalo.

Podékovani: Prace vznikla za finan¢ni podpory projekti IGA AF MENDELU ¢&. IP 1/2010 a TP 1/2010,
GACR 204/09/H002.
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HODNOCENI VARIABILITY HLAVEK CHMELE U CESKYCH ODRUD
CHMELE
ASSESSMENT OF VARIABILITY IN CONES OF CZECH HOP CULTIVARS

Vladimir NESVADBA — Zdénka POLONCIKOVA — Alena HENYCHOVA

Average length of hop cones in Vital is 35 mm with 30% variability if they are grown either just one year or in older
plants. Average weight of cones in plants older than two years is 0.8 g. Age of plants has probably no effect on this
parameter. Variability of weight is higher in older plants (Vc = 60.7%) than in one-year-old ones (50.7%). Vital shows
high density of hop cones at first in plants older than two years as 61.8% of all the cones is in the upper parts of plants in
the height of 6 m and more.

Key words: hops, Humulus lupulus L., hop breeding, Vital, variability, hop cones.

Uvod

Vynos chmele je dan poctem hlavek na rostlingé a jejich hmotnosti. Pocet hlavek je ovlivnén fadou
faktorti, jako je délka plodonosnych pazochl, hustota nasazeni hlavek na pazochu, vyska nasazeni
plodonosnych pazochii atd. Tyto faktory ovliviiuji distribuci chmelovych hlavek na rostling, kterd je
v produkénich porostech 7 m vysoka. Hmotnost hlavek je pfedev§im ovlivnéna délkou hlavky. Délka hlavky
a piedevsim jeji variabilita ma velky vyznam pfi suSeni chmele. Velké hlavky vyzaduji vyssi naklady na
suSeni. Pokud je délka hlavky vysoce variabilni tak dochézi k velkym ztratdm pfi suseni chmele. Pro ususeni
velkych hlavek je nutné zvysit ¢as suSeni (teplota je vzdy stabilni vzhledem k zachovani barvy lupulinu) a
tim dochazi k rozpadu (rozpleveleni) mensich hlavek.

Metodika

Pro charakterizaci rostliny byly provadény rozbory rostlin v ramci jedné lokality (Steknik), proto nejsou
vysledky ovlivnény pladnimi nebo povétrnostnimi podminkami, nadmotskou vySkou, hnojenim,
agrotechnickymi zasahy atd. Jedna se o zjisténi variability, kterd je dana genotypem a tu péstitel nemize
ovlivnit. Pro hodnoceni charakterizace odlisnosti ¢eskych odrid chmele bylo nutné realizovat podrobné
rozbory rostlin, které byly provadény ruc¢né. VSechny dosazené vysledky jsou uvedeny v Cerstvém stavu.
Chmelova rostlina méa vysoky turgor (osmoticky tlak) a po odstfihnuti dochazi k rychlému tubytku vody
(vadnuti) a tim se vyrazn€ snizuje hmotnost. Z tohoto diivodu byla kazda rostlina hodnocena do 2 hodin po
odstfihnuti. Délka a hmotnost hlavek byla méfena resp. vazena u 100 ndhodné vybranych hlavek z rostliny a
to u souboru 5 rostlin od kazdé odrady. Hmotnost hlavek na rostliné byla stanovena ru¢nim ocesanim a
vazenim v erstvém stavu.

Vysledky a diskuse

Primerna délka hlavky

Z grafu 1 je patrné, ze nejdelsi primérnou délku hldvky mé odrida Harmonie a to 37 mm. Odrida Vital
vykazuje druhou primérnou délku hlavek. Z grafu je dale patrné, Ze nejnizsi primérnou délku hlavek maji
Zatecky polorany ¢erveidk a Kazbek (obé odriidy shodng& 23 mm).

Graf 1: Primérna délka chmelovych hlavek u ¢eskych odrid chmele
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Primérnd hmotnost hlavky
Z grafu 2 je zfejmé, ze nejvyssi prumérnou hmotnost jedné hlavky v produkénich porostech vykazuje

v

(0,43 g), dale Sladek (0,49 g) a Kazbek (0,50 g).

Graf 2: Primérna hmotnost chmelové hlavky u ¢eskych odriid chmele
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Hmotnost hlavek na rostliné

V grafu 3 jsou uvedeny priimérné vynosy Cerstvého chmele u ¢eskych odrid. Je ziejmé, Ze nejvyssi vynos
(nad hranici 5 kg Cerstvého chmele/rostlinu) vykazuji odridy Kazbek a Sladek a naopak nejnizs§i vynos na
rostlinu méa Zatecky polorany Gervenak (pouze 2,2 kg &erstvého chmele/rostlinu).

Graf 3: Vynos Cerstvého chmele na rostlinu u ¢eskych odriid chmele (2009)
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Zavér
Z dosazZenych vysledkd je patrné, ze nejdelsi hlavky vykazuje odriida Harmonie a nejtézsi hlavky odrida
Agnus. Nejvyssi vynos chmele dosahuji aromatické odridy chmele Kazbek a Sladek, které v pfepoctu na

Tvvr

dosahuje Zatecky polorany ¢ervenak a to 1,8 t.

Podékovani: Tento prispévek byl zpracovan v ramci Vyzkumnéh9 projvektu 2B06011 ,,Vyvoj genotypt
chmele pro biomedicinalni a farmaceutické ucely*, které¢ podporuje MSMT CR.

Address correspondence to: Vladimir Nesvadba, Chmelaisky institut, Kadaiiska 2525, 438 46 Zatec, Czech Republic.
E-mail: v.nesvadba@telecom.cz
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STUDIUM ENZYMATICKE AKTIVITY VYBRANYCH GENOTYPU JARNIHO
SLADOVNICKEHO JECMENE
STUDY OF ENZYMATIC ACTIVITY IN CHOSEN GENOTYPES OF SPRING
MALTING BARLEY

Zden&k NESVADBA — Ivana MAROVA — Renata MIKULIKOVA — Simona
HORACKOVA

The Czech Republic is a traditional producer of barley, malt and beer. Systematic breeding of spring barley for malting
quality began already in 1870. In spite of that, enzymatic activity has still been an unexplored and underestimated area.
Lipoxygenase-1(LOX-1) ranks among enzymes whose increased activity in barley and malt is undesirable. This enzyme
affects the stability of beer flavour and foam. It negatively influences the malting process and, therefore, there is an effort
to reduce its activity. Barley quality impaired by lipoxygenase is characterized by scratchy, bitter and rancid flavour.
Flavour instability increases along with a longer storage period. It is very difficult to inactivate the enzyme that is active
even at low temperatures. Therefore, ways to influence the activity of LOX-1are looked for. One of alternatives is an
option of barley cultivar.

Keywords: Spring barley, malt, enzymatic activity, lipoxygenase, lipids, fatty acids

Uvod

Ceska republika je tradiéni vyrobce je¢mene, sladu a piva. Jiz od roku 1870 dochézi k systematickému
Slechténi jarniho jeCmene na sladovnickou kvalitu. Piesto stale neprobadanou a nedocenénou oblasti ztistava
u je¢mene enzymaticka ¢innost. K enzymum, jejichz zvysena aktivita v jeémeni a ve sladu neni zadouci, patii
enzym lipoxygenasa-1(LOX-1). Tento enzym ovliviiuje stabilitu chuti a pény piva. Negativné pisobi na
proces sladovani a proto je snaha redukovat jeho aktivitu. Jakost jecmene zhorSena plsobenim lipoxygenasy
se projevuje Skrablavou, hotkou a zluklou chuti. Chutova nestabilita se zvétSuje s prodlouzenim délky
skladovani. Lipoxygenasa se velmi obtizné inaktivuje a ziistava aktivni i pfi nizkych teplotach. Proto se
hledaji zptisoby ovlivnéni aktivity LOX-1. Jedna z alternativ je volba odridy je¢mene.

Enzym lipoxygenasa katalyzuje oxidaci nenasycenych mastnych kyselin s vice dvojnymi vazbami,
obsahujicimi cis-1,4 pentadienovou skupinu, molekulovym kyslikem. Tim vznikaji Fetézovou reakci
prechodné peroxidy nenasycenych mastnych kyselin, které se $té€pi na karbonylové slouceniny (aldehydy,
ketony) nebo mastné kyseliny s kratkymi fetézci (Gardner 1970, Lulai et al. 1981, Doderer et al. 1991,
Meyna 2005), a vytvafeji se tak slouceniny s charakteristickymi viinémi a chutémi. Mezi substraty patii
nutricné vyznamné esencialni mastné kyseliny jako linolova, linoleova a arachidonova. Mohou byt
oxidovany i acylglyceroly a dalsi estery zminénych mastnych kyselin.

Material a metody

byly vysety dne 7.4. 2009 v jednom opakovani do parcel o velikosti 10 m>. B&hem vegetace byla provadéna
polni pozorovani. Pfedplodinou byla ozima fepka. Pokus byl veden v zékladni intenzité, tzn. Ze dusik byl
aplikovan predsetové na podzim. Sklizen byla provedena dne 31.7. 2009 maloparcelkovym kombajnem
Osevan. Sklizené zrno bylo zvazeno, ptecisténo, vynos prepocten na 14 % vlhkost. Byly stanoveny podily na
sit€ 2,5 mm a 2,2 mm a hmotnost tisice zrn.

Sladovéni vzorkti probihalo v mikrosladovné fy KVM (CR) ve VUPS Brno. Pro laboratorni sladovani
byl pouzit postup standardné pouzivany na tomto pracovisti, ktery je v podstaté totozny s metodikou
MEBAK. Ve vzorcich vyslechténych odrid jecmene a v piipraveném sladu byla stanovena aktivita enzymu
LOX-1 spektrofotometrickou metodou v UV oblasti. Analyzy byly provedeny v Cerstvé homogenizovanych
vzorcich uchovavanych pii 8° C na pracovisti FCH VUT v Brné.

Pro stanoveni obsahu lipidi v obilce je¢mene a ve sladu byla zavedena a optimalizovana metoda extrakce
s pouzitim fluidniho extraktoru fexXIKA® dive-in kontrol. Optimalizovanou metodou extrakce byly stanoveny
obsahy lipidd u vzorkd 20 odrid jeCmene a 20 sladd znich vyrobenych. Z vyextrahovanych lipidi bylo
stanoveno zastoupeni mastnych kyselin v obilce je¢mene a sladu. Zastoupené mastné kyseliny byly
stanoveny jako metyl estery pfipravené transesterifikacni reakci. Pro separaci jednotlivych mastnych kyselin
byly pouzity dvé kapilarni chromatografické kolony Supelcowax a SLB-IL 100.

Vysledky a diskuze

Jednotlivé vzorky odrid jarniho je¢mene se liSily v hodnoté aktivity LOX pomérné znacné€, hodnoty
kolisaly v rozmezi 1 fadu. Nejvyssi hodnoty aktivity LOX-1 byly nalezeny zejména ve vzorcich ¢. 15
(Xanadu), 19 (Tepelsky 421), 14 (Muzikant) a dale ¢. 16 (Jersey), 18 (Binder) a ¢. 11 (Marthe). Nizka
aktivita byla zaznamenana u vzorkd ¢. 6 (Mauritia), 9 (Westminster), 17 (Malvaz) a ¢. 20 (Ratbotsky). Pro
orientaci a posouzeni zmén aktivity LOX-1 v pribéhu uchovavani homogenizovanych vzorkd byly
opakované analyzy aktivity LOX-1 v uchovaném mletém je¢meni provedeny po 1 mésici a téz po 3 mésicich
skladovani. Bylo zjisténo, ze aktivita LOX-1 v homogenizovanych vzorcich pomérné znacné klesa, coz je
nejpravdépodobnéji zpisobeno inaktivaci enzymu v rozruSenych tkanich (Graf 1). V orienta¢né ovéfenych
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vzorcich nehomogenizovaného je¢mene prakticky nedoslo ke zméné aktivity LOX-1, enzym je tedy néjakym
zpusobem vazby stabilizovan v pivodni biologické struktufe neporuseného zrna. Je zajimavé, Zze pokles
aktivity enzymu byl vyraznéjsi ve vzorcich s vyssi piivodni aktivitou.

Aktivita lipoxygenazy ve sladu byla asi 2-3x vysS§i nez v obilce je¢mene (Graf 2). Nejvyssi aktivita byla
zjisténa ve vzorcich ¢. 15 (Xanadu), 18 (Binder), 19 (Tepelsky 421), naopak nizka aktivita byla pozorovana
ve vzorcich ¢. 6 (Mauritia), 9 (Westminster), 17 (Malvaz) a ¢. 20 (Ratbotsky). Slady pfipravené z je¢ment o
vyssi aktivit¢ LOX-1 obvykle obsahovaly rovnéz vyssi aktivitu enzymu LOX-1, coz je tfeba zohlednit
zejména pfi vybéru odrud pro dalsi technologické zpracovani.

Obsah tuk v analyzovanych vzorcich je¢mene a sladu se pohyboval v rozmezi 1,3 az 2,5 % v suSin¢, coz
odpovida b&znym hodnotim obsahu tukd v obilce je¢mene uvadénych v literatufe (BASAROVA a kol.,
2010).

Ve vsech vzorcich obilek je¢mene byly identifikovany a stanoveny tyto mastné kyseliny: kyselina laurova
(C12:0), myristova (C14:0), pentadekanova (C15:0), palmitova (C16:0), stearova (C18:0), olejova (C18:1c¢),
linolova (C18:2), linoleova (C18:3), arachova (C20:0), eikosadienova (C20:2), behenova (C22:0), erukova
(C22:1), trikosanova (C23:0), lignocerova (C24:0) a nervonova (C24:1). Ve sladu byl zjistén az
desetinasobny pokles obsahu kyseliny olejové (C18:1c), zpusobeny pravdépodobné jeji autooxidaci.
Zastoupeni ostatnich mastnych kyselin v obilce je¢mene bylo velmi podobné profilu mastnych kyselin ve
sladu.

Podékovani: Prace vznikla za finan¢ni podpory projektu NAZV QH 81056.
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ZiISKAVANIE HAPLOIDNYCH, DIPLOIDNYCH A TERTAPLOIDNYCH RASTLIN
KUKURICE Z PEECNICOVEJ KULTURY
INDUCTION OF HAPLOID, DIPLOID AND TETRAPLOID PLANTS IN MAIZE
ANTHER CULTURE

Bohus§ OBERT — Lubica UVACKOVA — Miroslava JAKUBEKOVA — Anna PRETOVA

Androgenesis represents an important tool for research in plant genetics and breeding, since the androgenic embryos can
germinate into completely homozygous (di)haploid plants. These plants can be used in genetic studies or as a source for
homozygous lines important for breeders. We have investigated various structures induced during anther cultures of maize
(Zea mays L.) Our studies were focused on induction, regeneration and ploidy level of regenerated structures and plants.

Key words: androgenesis, maize, colchicine, ploid,

Uvod

Hoci je gametogenéza precizne kontrolovana genémom a cytoplazmou, je mozné v in vitro podmienkach
geneticky program prepnut’ a indukovat’ alternativau vyvinova cestu, ktora vedie k vzniku (di)haploidnych
embryi (androgenéza, gynogenéza), alebo kalusov. Indukciou embryogenézy alebo organogenézy z kalusov
ziskanych z gamét je mozné ziskat' rastliny s (di)haploidnym poctom chromozémov. Blokovanie
gametofytického vyvinu a spustanie androgenézy je zvycajne dosiahnuté poésobenim stresu (Obert et al. 2009,
2010).

V naSich pokusoch sme sa zamerali na morfoloégiu Struktir odvodenych z mikrospor, ich regeneracni
schopnost’ a na ploidiu regenerovanych rastlin.

Material a metédy

Pelnicové kultury

Na pokusy sme pouzili genotypy kukurice (Zea mays L.) NR 17 a NR 24, ktoré boli vyslachtené na Ustave
genetiky a biotechnoldgii rastlin SAV v Nitre. Donorné rastliny sme pestovali na experimentalnych poli¢kach
UGBR SAV v Nitre. Metliny sme odoberali v &ase, ked” bola vi¢§ina mikrospér v neskorom jednojadrovom
vyvinovom §tadiu. Donorny material sme oSetrili chladom 7 °C pocas 10 dni (Barnabas et al. 1999). Pri zakladani
a kultivovani pelnicovych kultir sme postupovali podla Dieu a Beckert (1987). Pelnice na médiu sme
kultivovali v tme pri 28 °C . Pocet a typ indukovanych Struktir sme zaznamenali po 30 dnoch kultivacie na
indukénom médiu. Vyvijajuce sa $truktiry sme klasifikovali podl'a farby a konzistencie. Struktiry sme preniesli
na modifikované N6 médium obohatené o 0.5 mg.I"' NAA. Regeneracia rastlin prebiehala pri 26 °C, osvetleni 80
pmol.m?s™ a svetelnom rezime 16/8 hod.

Analyza ploidie

Regenerované rastliny sme analyzovali na tiroven ploidie. Jadra sme izolovali pomocou Zziletky do NBI pufru
pri 0 °C. Na izolaciu sme pouzili priblizne 1 cm® kusok najmladsieho listu regenerovanej rastliny. Na farbenie
jadier sme pouzili farbi¢ku propidium jodid (25 pg.l'). Po namerani obsahu DNA v 2000 jadrach sme
vyhodnocovali vysledky pomocou programu Becton Dickinson CellQuest.

Vysledky a diskusia

V prezentovanych experimentoch s pelnicovymi kultirami sme dosiahli indukciu androgenézy a tvorbu
Struktr ako aj regeneraciu rastlin. Frekvencia indukovanych pel'nic bola 34 %, ¢o znamena, ze 34 % pelnic
izolovanych z donornych rastlin vykédzalo indukciu aspoil jednej Struktury. Prepocitand frekvencia Struktar bola
135 %, kedze vo viacerych pelniciach sme zaznamenali indukciu Struktar z viac ako jednej mikrospory.
Dosiahnuté regeneracia rastlin bola na trovni 19 %.

Struktiry a kalusy odvodené z mikrospor sme klasifikovali do nasledujucich kategérii: biela rozpadava, biela
kompaktna, ZItd rozpadava a zItd kompaktna. Pri oboch sledovanych genotypoch bolo mozné zaradit’ najviac
Strukttr do kategorie biela rozpadava.

NajvysSia regeneracna schopnost’ bola dokumentovana v pripade Struktur zaradenych do kategorie biely
regeneracnu schopnost’ ukazala, ze 80 % regenerovanych rastlin bolo aneuploidnych a mixoploidnych. V pripade
bielych kompaktnych Struktur, ktoré vykazovali najvysSiu regeneracntl kapacitu bolo 43 % regenerovanych
rastlin diploidnych. V ostatnych kategériach sme analyzou ploidie zistili zastipenie dihaploidov 20 % pri Zltych
kompaktnych Struktirach a 13% v pripade bielych alebo zltych rozpadavych Struktar. Zastiipenie haploidnych
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rastlin bolo najvyssie (15 %) v pripade rastlin regenerovanych zo zltych rozpadavych struktur, kde bolo zaroven
najmenej tetraploidnych rastlin (1 %). V pripade rastlin regenerovanych z bielych §truktar bola frekvencia
haploidnych rastlin 4 % (rozpadavy) a5 % (kompaktny) a tetraploidnych rastlin 14 % (rozpadavy) a 15 %
(kompaktny)

Zaver

V naSich pokusoch s pelnicovymi kultirami kukurice sme dosiahli androgenézu, t.j. tvorbu embryam
podobnych Struktir odvodenych z mikrospér. Analyzovali sme zastipenie jednotlivych typov Struktir, ich
regeneracnu schopnost’ a urovenl ploidie regenerovanych rastlin. V stcasnosti prebieha proteomickd analyza
jednotlivych typov Struktar, ktord nam pomoze identifikovat' faktory ovplyvilujuce regeneracnti schopnost’ a
schopnost’ regenerovat’ spontdnne dihaploidné a tetrahaploidné rastliny kukurice.

Pod’akovanie: Praca bola vypracovana v ramci rieSenia projektov VEGA 2/0114/09 a APVV-0115-97.
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Graf: Determindcia ploidie rastlin regenerovanych z rdznych typov Struktar v pelnicovej cultire kukurice NR 24
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VPLYV GENETICKY MODIFIKOVANYCH RASTLIN NA PODNE BAKTERIE
IMPACT OF GENETICALLY MODIFIED PLANTS ON SOIL BACTERIA

Katarina ONDREICKOVA — Hana DRAHOVSKA — Jan KRAIC

The introduction of genetically modified plants into agricultural ecosystems has raised a number of questions, including
the ecological impact of these plants on soil ecosystems. We studied the impact of Bt maize (MON 810), which were
modified to express insecticidal Cry-protein (Bt-toxins) from Bacillus thuringiensis, on soil bacterial community by T-
RFLP.

Key words: Bt maize, MON 810, soil bacteria, T-RFLP

Uvod

Mnoho vedcov a odbornikov povazuje geneticky modifikované (GM) rastliny ako nevyhnutnu stcast’ pre
budiice polnohospodarstvo. Stidie vykondvané na GM plodinach prispievaji k lepsiemu pochopeniu ich
vplyvu na prostredie. Vplyv tychto rastlin na pddne mikroorganizmy vSak patri k malo prebadanym
oblastiam.

Cudzoroda DNA vnesena do rastliny je exprimovana do nového proteinu, ktory moéze byt uvolfiovany do
podneho ekosystému. Podne mikrobidlne spolocenstva maji niekol’ko moznosti ako prist do kontaktu s
novym génovym produktom. Po Zatve nastdva rozklad rastlinnych zvySkov, ktoré mézu uvolnovat
cudzorody protein do pody (Donegan et al. 1997). Obrabanim pddy dochadza k premiesavaniu transgénu s
podou, ktory sa potom dostdva do hlbsich vrstiev pody. Tymto dochddza k zried'ovaniu koncentricie
transgénu, ale zaroven je vicSia Sanca, ze dojde k interakciam s va¢Sim poctom mikroorganizmov (Angle
1994). Ak nedochadza k aktivnemu obrabaniu pddy, transgén je koncentrovany na povrchu pddy, kde
dochadza k interakciam s baktériami, nachadzajicimi sa na povrchu prip. tesne pod povrchom pody. Tu je
koncentracia transgénu najvyssia (Angle 1994). Okrem toho dochadza k uvolneniu trasgénu aj koreniovymi
exudatmi do rizosféry, kde dochadza ku kontaktu s rizosférnymi mikroorganizmami (Dunfield & Germida
2004). Existuje mnoho faktorov, ktoré mézu ovplyvilovat’ akumulaciu transgénneho proteinu v pode. Je to
napr. mnozstvo transgénu, ktory je obsiahnuty v rastlinnych pletivach, rezistencia proteinov na degradaciu a
aj pddne chemicke, fyzikalne a environmentalne podmienky moézu mat’ vplyv na schopnost’ zotrvania nového
proteinu v pdde (Liu et al. 2005). Mnozstvo transgénneho proteinu v pdde zavisi od umiestnenia proteinu v
rastlinnom pletive aj od schopnosti tohto pletiva uvolniovat tento protein do pddy.

Na detekciu diverzity podneho mikrobidlneho spolocenstva si v Coraz véacSej miere vyuzivané
molekularne metody. Jednou z najviac vyuzivanych je Terminal Restriction Fragment Length Polymorphism
(T-RFLP; Polymorfizmus dizky termindlnych restrikénych fragmentov). Princip metédy spoéiva v uréeni
dizky koncového restrikéného fragmentu markerového génu amplifikovaného metodou PCR (Marsh 1999).
Izolovana DNA z environmentalnych vzoriek je pouzita ako templat v PCR na amplifikaciu markerového
génu. Pouzivaju sa primery amplifikujice vysoko konzervativne sekvencie, ktoré sa nachadzajua vo vsetkych
baktériach (napr. 16S rDNA gén) alebo gén Specificky pre urcité bakteridlne taxény (Amann et al. 1995).
Priamy primer je na 5” konci fluorescenéne znaceny. Nasledne po PCR su produkty Stiepené jednou alebo
viacerymi restrikénymi endonukledzami sucasne, ktoré rozpozndvaju 4 bp sekvenciu. Po Stiepeni sa
fragmenty daji na kapilarnu elektroforézu kde budi zaznamenané iba koncové restrikéné fragmenty
obsahujuce fluorescencne znaceny primer. Vysledkom TRFLP analyzy je profil pozostavajuci z T-RF
(Terminal-Restriction Fragment) pikov, ktoré su nasledne identifikované porovnavanim s velkostami DNA
Standardov. Kazdy pik reprezentuje Specificky rod mikroorganizmov.

Geneticky modifikovana kukurica MON 810 nesie gén cry 1Ab z podnej baktérie Bacillus thuringiensis
subsp. kurstaki HD-1. Tato genetickd modifikacia zabezpe€uje rastline rezistenciu k vijacke kukuriénej
(Ostrinia nubilalis). Cielom prace bolo zistit' vplyv geneticky modifikovanej kukurice MON 810 (Bt
kukurica) na diverzitu podnych baktérii.

Material a metody
V préaci boli pouzité 2 rézne odrody transgénnej kukurice MON 810: DKC 3512 YG a MEB 483 BT od

firmy Dekalb a 1 kontrolna kukurica bez genetickej modifikacie DKC 3511 (Dekalb). Tieto kukurice boli
vysiate na poli Vyskumného pracoviska Borovce, kazda na parcele o Sirke 4 riadky a dizke 300 m. Zber
pddnych vzoriek prebehol v dvoch terminoch a to koncom jula 2009 a koncom septembra 2009.
T-RFLP analyza:
e Izolacia DNA z p6dnych vzoriek pomocou kitu Power Soil DNA Isolation Kit (MoBio)
e  Amplifikacia génu 16S rDNA pomocou primerov — 8f FAM a 926r

PCR program: 2 min.-95°C; + 35 x: 30s-94°C+30s-47°C+1 min.-72°C; + 7 min.- 72°C
e Restrikéné Stiepenie PCR fragmentu restrikénou endonukleazou Cfol (Roche)

Stiepenie: SU enzymu na 37°C na 3 hod.
e Kapilarna elektroforéza na automatickom sekvenatore ABI 3100 Prism Avant (Applied Biosystem) a

vyhodnotenie ziskanych vysledkov pomocou GeneMapper 3.5 software (Applied Biosystem)
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Vysledky a diskusia

Ziskané vysledky neukazuju vyznamné kvalitativne zmeny v zlozeni bakterialneho spolocenstva, ale
poukazuju na vykyvy v kvantitativnom zlozeni jednotlivych druhov baktérii.

Kapilarna elektroforéza vzoriek z jula 2009 (Obr. 1, 2, 3):
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Obr. 1: Obrazok znazoriuje elektroforetogram vzorky DKC 3511, mézeme tu detegovat’ asi 27 T-RF pikov.
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Obr. 2: Obrazok znazoriuje elektroforetogram vzorky DKC 3512, m6Zeme tu detegovat’ asi 24 T-RF pikov.
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Obr. 3: Obrazok znazoriuje elektroforetogram vzorky MEB 483 BT , m6zeme tu detegovat’ asi 32 T-RF
pikov.

Kapilarna elektroforéza vzoriek zo septembra 2009 (Obr. 4, 5, 6):
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Obr. 4: Obrazok znazoriuje elektroforetogram vzorky DKC 3511, m6Zeme tu detegovat’ asi 15 T-RF pikov.
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Obr. 5: Obrazok znazoriuje elektroforetogram vzorky DKC 3512, m6Zeme tu detegovat’ asi 21 T-RF pikov.
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MEB 483 BT (MON 810)
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Obr. 6: Obrazok znazornuje elektroforetogram vzorky MEB 483 BT,mézeme tu detegovat’ asi 36 T-RF
pikov.

Z uvedenych vysledkov vyplyva, ze sa meni kvantitativne zastipenie bakteridlnych taxénov pri
jednotlivych odrodach transgénnej kukurice aj pri kontrole. Zmeny v pocte baktérii sme zaznamenali aj
medzi zberom z jula a septembra 2009. Chceli sme zistit, ¢i dochddza k preukazatelnej zmene diverzity
vplyvom genetickej modifikacie medzi letnym obdobim, ked” kukurice boli v kvitnicom obdobi a medzi
jesenou, tesne pred zberom. Hoci sme zaznamenali kvantitativne zmeny v zlozeni bakteridlneho
spolocenstva, ale tieto zmeny nemodzeme povazovat’ iba ako dosledok genetickej modifikacie, pretoze zmena
sa tykala aj kontrolnej kukurice. Dospeli sme viacmenej k rovnakému vysledku ako Ikeda et al. (2006) , ktori
zistili, ze vplyv transgénnych rastlin na pddne mikroorganizmy je menej vyznamny v porovnani so zmenami,
ktoré moézu zapricinit’ faktory vonkajSieho prostredia, ked’ze rizosféra vplyva na zvySovanie mikrobidlnej
hustoty a aktivity, v porovnani s pddou mimo rizosféry a spdsobuje selektivny tlak na Specifické
mikroorganizmy. To ma za nasledok, Ze viacmenej akakol'vek zmena v zlozeni korefiovych exudatov méze
indukovat’ zmeny v Struktiure mikrobiadlnych spolocenstiev (Ikeda et al. 2006).

Zaver

V praci sme sledovali mozny vplyv transgénnej kukurice MON 810 na diverzitu podnych baktérii. Zistili
sme zmeny v pocte jednotlivych bakterialnych taxénov medzi transgénnymi kukuricami a medzi kontrolou.
Zmeny sme zaznamenali aj medzi zbermi z jula a septembra 2009, ale tieto zmeny nie su zapri¢inené iba
genetickou modifikaciou. Vacsie zmeny v diverzite spdsobuju faktory vonkajsicho prostredia.

Pod’akovanie: Tato stadia vznikla vdaka podpore v ramci OP Vyskum a vyvoj pre projekt: Vyvoj
novych typov rastlin s geneticky upravenymi znakmi hospodarskeho vyznamu ITMS: 26220220027,
spolufinancovany zo zdrojov Eurdpskeho fondu regionalneho rozvoja.
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VYZNAMNOST HUB SPOSOBUJUCICH LISTOVE SKVRNITOSTI
VYBRANYCH DRUHOV RODU LASKAVEC (AMARANTHUS) A MRLIK
(CHENOPODIUM)

IMPORTANCE OF LEAF SPOT FUNGI ON AMARANTHUS AND
CHENOPODIUM

Martin PASTIRCAK — Iveta CICOVA

The objective of this study was to identify and quantify fungi on symptomatic Amaranthus and Chenopodium plants
grown in cultivated plots, and determine the species composition in different plant parts. Eleven fungal species were
found to be associated with leaves of two host genera. The most common fungal species isolated from leaves, stems and
fruits belonged to genus Ascochyta, Phoma and Alternaria. Alternaria alternata was the most common species. Its
frequency in the fungal community amounted to 85%. Epicoccum purpurascens and Cladosporium cladosporioides were
also common fungi on leaves, occuring usually with local or temporal peaks.

Key words: biodiversity, pathogenic fungi, Amaranthus, Chenopodium, leaf spot diseases

Uvod

Laskavec (Amaranthus) a mrlik (Chenopodium) patria medzi nepravé obilniny (pseudoobilniny), ktoré
boli pestované uz pocas existencie starych Mayov, Aztékov a Inkov. V porovnani s obilninami ma laskavec
amrlik vy$Siu vyzivovi hodnotu. Obsahuju vyssi podiel bielkovin, olejov, vlakniny a Skrobu, naopak
neobsahuju lepok. Semena tychto rastlin obsahuju vysoky podiel proteinov v porovnani s klasickymi
obilninami. V poslednych rokoch rastie zaujem o pestovanie tejto plodiny aj v nasich geografickych
podmienkach ato hlavne pre semena apre vyuzitie ako krmivo pre hospodarske zvieratd. RozSirenie
pestovania tychto druhov v novych podmienkach prostredia prinasa aj na izemi Slovenska so sebou zvySenie
vyskytu Skodcov a ochoreni spdsobenych najmd hubami. Mikroskopické huby sa priamo podielaji na
redukcii kvantity a znizovani kvality rastlinnej produkcie. Priblizne 72 % organizmov, ktoré atakuju rastliny
tvoria mikroskopické huby (Richardson 1996). Ciel'om tohto prispevku je §tadium hib napadajucich rastliny
rodov Amaranthus a Chenopodium (Amaranthus sp., Chenopodium quinoa) a ich podiel na tvorbe listovych
Skvrnitosti na uzemi Slovenska.

Material a metodika

Na stadium mikroskopickych hib nekultivaénymi metédami sme pouzili rastlinny material (listy, stonky,
plody) vybranych druhov rodu laskavec (Amaranthus) a mrlik (Chenopodium) rasticich na produkénych
plochéch na izemi Slovenska. Huby sme determinovali priamo na listoch, stonkach a plodoch tychto druhov
pomocou Standardnej svetelnej mikroskopie (OLYMPUS BXS51, OLYMPUS SZ61) na zaklade
makroskopickych a mikroskopickych charakteristik s pouzitim manualov v sucasnosti pouzivanych pre
identifikaciu hib — rod Phoma (Boerema et al., 2004), rod Septoria (Teterevnikova-Babajan, 1987),
Mycosphaerella (Tomilin, 1979; Sivanesan, 1984) a rod Colletotrichum (Sutton, 1980). Identifikované druhy
mikroskopickych hiib boli ulozené do fytopatologického herbaru VURV Piestany pre ucely dalsicho
mykologického vyskumu.

Vysledky a diskusia

Vyskyt mikroskopickych hib bol §tudovany na vybranych druhoch rodu laskavec (Amaranthus) a mrlik
(Chenopodium) v roku 2010. Spektrum mykoflory pozostavalo z parazitickych a saprofytickych druhov hub.
Vsetky druhy boli determinované s vyuzitim mikroskopickych nekultivacnych metod identifikacie hub.
Frekvencia druhov bola v zbieranych vzorkach odlisna. Na listoch a stonkach boli pozorované pocetné
tmavo-sfarbené Skvrny, na ktorych sme pozorovali pyknidy a pseudotécia. Vicsina druhov hub
zaznamenanych na listov a stonkach rastlin boli neskor identifikované ako pdvodcovia ochorenia rastlin
pocas vegetacného obdobia.
Huby rodu Ascochyta a Phoma spdsobujuce listové Skvrnitosti predstavuja hlavna sti¢ast’ komplexu listovych
patogénov. Z rodu Ascochyta na laskavci parazituji dva druhy: Ascochyta hyalospora a A. caulina, ktora
napada aj samotné stkvetie. Diimalkova (2003) zaznamenala tento druh na semenach a kli¢nych rastlinach,
kde sposoboval padanie kli¢nych rastlin. Rod Phoma je ekonomicky vyznamny a na uvedenych hostitel'och
parazituje niekol’ko druhov: P. huancayensis, P. dimorphospora, P. heteromorphospora, P. foveata a P.
chenopodii (Boerema et al., 2004). Huby rodu Ascochyta patria medzi ekonomicky zévazné patogény
sposobujuce Skvrnitost’ listov a hnilobu stoniek laskavca a mrlika. Vyskyt tejto huby sme zaznamenali aj na
plodoch, ¢im sa zvySuje aj pravdepodobnost’ infekcie semien.
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Tabul’ka 1: Prehlad identifikovanych mikroskopickych hib na rastlindch vybranych druhov rodu laskavec
(Amaranthus) a mrlik (Chenopodium).

. . Vyskyt na Slovensku
Huba Literédrny zdroj Amaranthus | Chenopodium
Alternaria sp. Diimalkova, 2003 X X
Ascochyta sp. Boerema et al., 1977 X X
Botrytis cinerea - X X
Camarosporium sp. - X X
Colletotrichum sp. Sutton, 1980 X X
Fusarium sp. - X X
Mycosphaerella sp. Tomilin, 1979 - X
Phoma sp. Boerema et al., 2004 X X
Phomopsis sp. Rosskopf et al., 2000 X -
Phyllosticta sp. Aa,Vanev, 2002 X -
Stemphylium sp. - X X

Znacné druhové spektrum hib bolo na listoch zastipené vyskytom hub rodu Stemphylium a Phyllosticta
s viditelnymi symptémami listovej $kvrnitosti. Huby rodu Phyllosticta spdsobuju listové Skvrnitosti na
Sirokom spektre rastlinnych druhov. Na rode Amaranthus boli opisané druhy Phyllosticta hirriensis a P.
amaranthi. Komplex listovych patogénov dopiiaju hiby rodu Botrytis, Camarosporium, Colletotrichum,
Fusarium a Phomopsis. K vyznamnym rodom fytopatogénnych hub spdsobujucich odumieranie listov patria
aj huby rodu Mycosphaerella s anamorfnymi $tddiami rodu Septoria, Stagonospora a Cercospora. Na
druhoch rodu Chenopodium bolo opisanych viacero druhov rodu Mycosphaerella s anamorfnym $tadiom
Cercospora chenopodii. Na vzorkach listov sme zaznamenali taktiez skupinu hubovych saprofytov z rodov
Alternaria, Cladosporium a Penicillium. Huba Epicoccum purpurascens bola identifikovana na vsetkych
Studovanych vzorkach vo zvysenej miere. Pozberové zvysky predstavuju potencionalny zdroj inokula a v
jarnom obdobi sa podiel’ajii na primarnej infekcii listov tymito patogénmi.

Zaver

Nekultivaénymi mykologickymi metédami sme charakterizovali druhové spektrum hub sposobujucich
listové Skvrnitosti rastlin rodu laskavec (Amaranthus) a mrlik (Chenopodium) na tizemi Slovenska. Hlavna
¢ast’ komplexu listovych patogénov pozostavala z hub rodu Ascochyta a Phoma, ktoré su Casto spajané s
tvorbou listovych Skvrnitosti.

Pod’akovanie: Tato praca bola finan¢ne podporena Agentrou na podporu vyskumu a vyvoja na zaklade
zmluvy ¢islo VMSP - P - 0125-09.
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VYZNAMNOST SEMENOM PRENOSNYCH HUB OBILNIN V ZIVOTNOM
CYKLE RASTLIN
IMPORTANCE OF SEED-BORNE FUNGI OF CEREALS IN THE LIFE CYCLE
OF PLANTS

Martin PASTIRCAK

The seed mycoflora of winter wheat was determined by using two methods for investigation of fungal contamination in
samples collected from conventional farming system. In total 18 genera of micromycetes were found on winter wheat
seeds. The prevalence of seed-borne fungi in winter wheat seeds was Alternaria, Bipolaris, Drechslera, Epicoccum,
Papularia, Nigrospora and Penicillium. Five Fusarium species (F. avenaceum, F. culmorum, F. graminearum, F. poae,
F. sporotrichioides) were isolated. The majority of these fungi were identified as fungi sporulating on glume of ears.

Key words: biodiversity, pathogenic fungi, seed, Triticum

Uvod

PSenica letna forma ozimna (Triticum aestivum L.) patri medzi zékladné plodiny pestované pre ucely
potravinarstva a vyzivu cloveka. Pre produkciu zdravotne nezavadnych primarnych produktov pre
potravinarsky priemysel je potrebné zabezpeCit' zdravy rastlinny material pocas vegetacného obdobia.
K hlavaym faktorom, ktoré prispievaji k splneniu tejto podmienky je spravna identifikacia biotickych
faktorov (mikroskopické huby), ktoré sa podiel'aju priamo na redukcii kvantity a znizovani kvality rastlinnej
produkcie. Kontaminacia hubami sa prejavuje Sirokym spektrom symptémov (padanie kliénych rastlin,
hniloba listov, stoniek, stkveti a zrna). V procese kontamindcie primarnej produkcie vyznamni ulohu
zohrava prenos patogéna pocas reprodukéného procesu: prenos patogéna z klasu obilnin na semeno. Priblizne
72 % organizmov, ktoré atakuju zrno pSenice patri k mikroskopickym hubam (Richardson 1996). Zrno
pSenice je kolonizované mnohymi druhmi mikroskopickych hub, medzi najcastejSie patria huby rodov
Alternaria, Cladosporium, Fusarium, Helminthosporium, Mucor, Penicillium, Pythium, Rhizopus, Septoria
alebo Stagonospora (Dawood 1982). Ciel'om tejto prace je charakterizovat’ mykofloru zrna p$enice ozimnej
zbieranej na uzemi Slovenska v roku 2009.

Material a metody

Na stadium mikroskopickych hib sme pouzili 36 vzoriek zrna pSenice letnej formy ozimnej (Triticum
aestivum L.) rastacej v roku 2009 na produkénych plochach na uzemi Slovenska. Zber zrna bol uskutoéneny
od 15.7. do 3.8. 2009 z tychto lokalit: Andag, Banov, Brestovany, Cakajovce, Dvory nad Zitavou, Giraltovce,
Horna Streda, Chmelov, JalSové, Kluknava, Koniarovce, Koplotovce, Kukova, Lehota, Markusovce,
Michalovce, Nitra, Olcnava, Ondochov, Oponice, Piestany, Podhorany, Povazany, Smizany, SpiSské
Tomasovce, Spisské Vlachy, Strekov, Sariské Michalany, gurany, Topol¢any, Velké Bedzany, Velké
Bielice, Vitaz, Vranov nad Toplou, Vydrnik, Zeleznik. Vzorky zrna boli hodnotené na pritomnost
mikroskopickych hab v in vitro podmienkach (PDA agar, teplota 22+2°C). Izolaty mikroskopickych hub boli
identifikované pomocou Standardnej svetelnej mikroskopie (OLYMPUS BX51, OLYMPUS SZ61) na
zaklade makroskopickych a mikroskopickych charakteristik s pouzitim manudlov v sucasnosti pouzivanych
pre identifikaciu hub — rod Fusarium a Gibberella (Nelson et al. 1983) a semenom prenosné huby (Malone &
Muskett 1997; Watanabe 2002).

Vysledky a diskusia

Biologicky material méze byt kolonizovany viacerymi skupinami mikroskopickych hib — hubami
saprofytickymi, parazitickymi alebo endofytickymi. Malone, Muskett (1997) poukazuji na existenciu viac
ako 70 druhov semenom prenosnych hib. Z tohto mnozstva vicsina druhov predstavuje zastupcov
saprofytickych hub. V stcasnosti existuji komplexné mykologické studie (Champion 1997; Malone &
Muskett 1997; Watanabe 2002), v ktorych je systematicky spracované spektrum semenom prenosnych hub.
Stihrné udaje o spektre rodov mikroskopickych hib izolovanych zo zrna p$enice ozimnej z izemia Slovenska
v roku 2009 st uvedené v tabul’ke 1. Medzi najvyznamnejsie izolované mikroskopické huby zo zrna pSenice
patrili: Alternaria (33%), Cladosporium (0,3%), Epicoccum (26%), Fusarium (7%), Nigrospora (4,5%),
Papularia (7,7%), Penicillium (0,5%), Pyrenophora (14%), Rhizopus (0,4%) a Sordaria (2,4%). Huby rodu
Fusarium (teleomorfné $tadium Gibberella) patria k najcastejSie sledovanym hubovym patogénom
napadajucich obilniny, kde sposobujii hnilobu klasov Fusarium head blight (FHB), jedno z najvaznejsich
ochoreni pSenice ozimnej (Parry et al. 1995). Zo vzoriek zrna z roku 2009 sme izolovali najcastejSie 5 druhov
rodu Fusarium : F. poae (39%), F. avenaceum (18%), F. graminearum (13%), F. culmorum (10%), F.
sporotrichioides (3%)]. Na Slovensku bolo druhové spektrum mikroskopickych hib na zrnach pSenice,
vratane vyskytu druhov rodu Fusarium, $tudované uz v minulosti viacerymi autormi (Srobarova 2001;
Tanc¢inova et al. 2001). Hudec a Rohacik (2003) na zéklade sledovania vyskytu druhov rodu Fusarium a
Microdochium nivale na psenici ozimnej v rokoch 1999-2000 zistili na tizemi Slovenska ako najcastejsie sa
vyskytujci druh na zrne hubu Fusarium poae. Najéastej$im druhom izolovanym z klasov a zrna pSenice
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v roku 2003 bola huba F. graminearum (Pastir¢ak 2004). Teleomorfné $tadium huby zohrava vyznamnu
ulohu pri primarnej infekcii na zaciatku vegetaéného obdobia. Okrem anamorfného Stidia sme na 13
lokalitich zaznamenali pritomnost’ huby Gibberella zeae uz v $tadiu plnej zrelosti klasu, ¢o predstavuje 24,5
% vyskytu tejto huby v roku 2009.

Tabul’ka 1: Spektrum rodov mikroskopickych hub izolovanych zo vzoriek zrna pSenice ozimnej formy letne;j
vroku 2009 (N — pocet analyzovanych vzoriek, PI — celkovy pocet izolatov, % — priemerna hodnota
napadnutia vzorky, min-max — minimalna a maximalna hodnota napadnutia zrna danym rodom
mikroskopickych hub v studovanom subore, P — pocet vzoriek, v ktorych bol identifikovany dany rod
mikroskopickych hub)

rod N | PI % | min | max | P rod N | PI % | min | max | P
Alternaria 36| 640 | 33,0 | 13,0 | 47,1 | 36 Nigrospora 36| 87 | 45 | 32 | 174 | 21
Aspergillus 36| 4 02 | 1,5 55 2 Papularia 36| 150 | 7,7 | 2,9 | 34,0 19
Bipolaris 36| 11 | 0,6 | 1,7 | 7,8 5 Penicillium 36| 10 | 0,5 | 1,8 | 6,1 5
Botrytis 36| 5 03| 1,9 | 3,9 3 Phomopsis 36| 8 04 | 1,9 |12,0| 3
Cladosporium | 36| 5 03|14 |19 5 Pyrenophora |36 272 | 14,0| 1,9 | 30,3 | 35
Drechslera 36| 3 02 | 1,5 | 32 2 Rhizopus 36| 8 04 | 3,7 | 9,1 3
Epicoccum 36| 512 |26,0| 6,0 | 42,3 | 36 Sordaria 36| 46 | 24 | 42 |333| 5
Fusarium 36| 136 | 7,0 | 1,8 | 11,1 | 31 Stemphylium |36 1 0,1 | 1,9 | 19 1
Chaetomium |[36| 7 04 | 1,6 | 7,3 4 Trichoderma |36| 2 0,1 | 3,0 | 3,0 1

Zaver

V tomto prispevku prinaSame vysledky §tadia vyskytu semenom prenosnych mikroskopickych hiib na
zrnach pSenice letnej formy ozimnej. Kultivaénou analyzou sme charakterizovali rodové spektrum
mikroskopickych hub 36 zrnovych vzoriek zozbieranych vroku 2009 zuzemia Slovenska.
K najvyznamnej$im rodom z hladiska fytopatologie patrili huby rodu Alternaria, Bipolaris, Fusarium
a Pyrenophora, ¢asto spajané s hnilobou kli¢nych rastlin.

Pod’akovanie: Tato praca vznikla za finan¢nej podpory Ministerstva podohospodarstva SR, grant ¢. SP
27/028 OE 02/028 OE 02 a ciasto¢ne bola podporend projektami APVT-27-009904, VSMP-P-0056-09 a
VMSP-P-0047-09.
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MORPHOLOGICAL DIVERSITY AMONG GEOGRAPHICALLY DISTANT
POPULATIONS OF INDIGENOUS FRUIT TREE SPECIES Inga edulis Mart.
(Fabaceae) IN CULTURAL LANDSCAPE OF PERUVIAN AMAZON

Alexandr ROLLO — Bohdan LOJKA — Petra HLASNA-CEPKOVA — Eva SVOBODOVA
— Zdislava DVORAKOVA — Iva VIEHMANNOVA — Daniel PREININGER

The genus Inga (Fabacaeae) is an ubiquitous component of lowland and mountain rainforest throughout the humid
tropical zones from Mexico to Uruguay. Inga edulis Mart. is one of the most widely distributed and economically useful
in the whole Amazon region. Due to the fact of domestication, which has been improved through the history by the human
selection of the species in the agricultural landscapes of the region, it is said to show growth variability on different
environmental sites. An understanding of the level, structure and origin of morphological variation within and among
populations is essential for devising optimum management strategies for sustainable utilization and conservation of I.
edulis. Objective of the study is to indicate, if there exist any morphological variability between trees, which are
cultivated, according to its altitude and latitude in highland and lowland regions of Peruvian Amazon. The field work
was conducted from November 2009 to April 2010 in departments of Pasco, Junin, Huanuco, Ucayali and Loreto. In
total 170 cultivated trees in different urbanized areas, or agricultural landscapes. All trees were randomly selected and
morphologicaly evaluated by using special descriptor focused on quantitative features, developed especially for 1. edulis
species. The results indicate variability of quantitative features, within cultivated populations of 1. edulis in lowland and
highland jungle of Peruvian Amazon. The trees are prospering better in the lowland, but it can be grown also in the
highlands of the Peruvian Amazon, which is corresponding on different ecological and environmental conditions of the
area of interest. We have found that the parameter number of seed per pot is quite stable, it shows that this feature should
be geneticaly based and so, in all cases, there are no differences betwenn cultivated populations in different parts of
Peruvian Amazon.

Key words: Inga, population, lowland, highland, altitude, latitude, morphological variability

Introduction

Peruvian Amazon is a mosaic of ecosystems associated with the Andes cordillera, where are born the
streams which form the river Amazon. The Andean Amzonia presents a range of ecosystems with
biophysical and environmental changes related to each other, which are the cause and origin of high
biodiversity, with incalculable potential for genetic resources, which Peru shares with Colombia, Ecuador
and Bolivia. Peruvian Amazon is divided into three subregions according to its climatic conditions,
topography and altitude. Peruvian lowland jungle (Selva baja): up to 500 masl , it has hot and humid clemate,
with heavy annual rainfall not exceeding 3000 mm per year; relief is almost flat with some elevation.
Depending on geographic location, it can be distinguished a tropical lowland in northern and central regions
(Loreto, San Martin and Ucayali), and a subtropical lowland in the south (Madre de Dios, Cusco and Puno).
Peruvian highland jungle (Selva alta): between 500 and 1900 masl with hot and humid weather, heavy
rainfall in the rainy season from November to April and a dry season from May to October, the relief is hilly,
tropical highland in north and centre of the country (regions Loreto, San Martin, Ucayali, Amazonas and
Cajamarca) and a subtropical highland in the south (Madre de Dios, Ayacucho, Apurimac, Cusco and Puno)
[4]. The genus Inga (Fabacaeae) is an ubiquitous component of lowland and highland rainforest throughout
the humid tropical zones from Mexico to Uruguay. Inga edulis Mart. is one of the most widely distributed
and economically useful in the whole Amazon region. The highest species diversity is concentrated in the
Andean foothills of Peru, Ecuador, Colombia and in southern Central America [3]. Each region has its
preferred species of edible Inga and in fruiting season they are sold in large quantities in markets. Inga edulis
Mart. is one of the most widely distributed and economically useful species in the whole Amazon region, but
the origin of the cultivated forms is uncertain, though probably Amazonian [2]. It has been introduced across
most of tropical South and Central America. It grows in hot, humid climates between 26°S and 10°N with
temperatures higher than 20°C where no frost occurs and up to 1600 masl. It is most widespread in areas with
minimum annual rainfall of around 1200 mm, but it can tolerate short period of drought. Even though
seedlings often establish themselves in the shade, I. edulis tolerates various types of soil - from acidic (pH
4.0) to alkaline soils even with high saturation of aluminium, although prefers sandy soils along watersides. .
edulis can also withstand temporal floods and high rate of soil skeleton [5]. The species has been improved
through the history by human selection focusing on edible fruit [2]. The useful part is the pulp (sarcotesta)
that surrounds the seeds in the long pod. It is watery, soft, slightly sweet, generally white tissue that is used
for household consumption or sold on the local market. Due to the fact of domestication, which has been
improved through the history by the human selection of the species in the agricultural landscapes of the
region, |. edulis is said to show growth variability on different environmental sites. The understanding of the
level, structure and origin of morphological variation within and among populations is essential for devising
optimum management strategies for sustainable utilisation and conservation of this species [1].
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Obijectives of the study

To determine morphological diversity, within cultivated populations of l.edulis in different ecological
conditions of cultural landscape. To determine differences between pod quantatative features of trees
cultivated in highlands and lowlands parts of Peruvian Amazon.

Materials and methods

The study area was divided into several parts due to its altitude and geographical location: north and middle
lowland (up to 500 masl) and highland jungle (between 500 and 1900 masl) of Peruvian Amazon. Lowland
was divided as mid lowland (Ucayali region), north lowland (Loreto region) and mid highland (Pasco, Junin
and Huanuco region). The field work was conducted from November 2009 to April 2010. To determine the
species, it was used the botanical description [3]. The survey was conducted on the basis of a suitable
descriptor based on quantitative characteristics such as pod length, perimeter and weight, number of seeds
per pod and weight of hundred seeds. To describe the differences between quantitative features of pods from
trees cultivated in highland and lowland parts of Peruvian Amazon, it was used two-sample T ? test. For
further assessment of genetic diversity the young healthy undamaged leaflets of each growth expression were
collected and conserved in silicagel. The samples will be analyzed in the laboratory of the Institute of Tropics
and Subtropics in Prague (Czech Republic) and genetic polymorphism will be detected using molecular
analysis of DNA.

Results and discussion

We have found no difference between number of seeds per pod in Amazonian highland and lowland. Number
of seeds per pod is also statisticaly the same in mid highland, mid lowland and north lowland of Peruvian
Amazon. Length of pod shows significant differences between populations in highland and lowland areas.
The pods from mid highland population and its length (76cm) are about 10 cm smaler than those from mid
(81cm) and north (90cm) lowlands. Pod perimeter is statisticaly the same in both populations, but for
example the mean perimeter in mid higland is about 9 cm and in mid lowland almost 10 cm. Weight of pod
show significant difference between pods cultivated in mid highalnd (300g) and in mid lowland (360g).
Weight of houndred seeds (WHS) shows significant differences between populations in highland and
lowland areas. WHS is (340g) in case of highland population and (470g) in lowland populations. WHS
shows no differences between mid lowland and north lowland populations.

Conclusion

We have found that the parameter: number of seed per pot is quite stable, which shows that this feature
should be geneticaly based and so, in all cases there are no differences between cultivated populations in
different parts of Peruvian Amazon. On the other hand the rest of measured parameters refers to different
ecological and environmental conditions such as different altitude and latitude, different amount of
precipitation and varying periods of drought. The results indicate that the trees are prospering better in the
lowland, but can be grown also in the highlands of the Peruvian Amazon.
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LOKALIZACIA CYTOSKELETARNYCH BIELKOVIN V SOMATICKYCH
EMBRYACH PINUS NIGRA ARN. PO KRYOPREZERVACII
LOCALIZATION OF CYTOSKELETAL PROTEINS IN SOMATIC EMBRYOS
OF PINUS NIGRA ARN. AFTER CRYOPRESERVATION

Jan SALAJ — Beata PETROVSKA — Lenka FRATEROVA — Véra CENKLOVA — Pavla
BINAROVA — Terézia SALAJ

Embryogenic suspension cultures of Pinus nigra Arn. after storage in liquid nitrogen have been used in our experiments.
Two ways of visualization of cytoskeletal proteins in these cultures have been used — fluorescent visualization by
rhodamine-labeled phaloidin, and fluorescent visualization using antibodies. The use of rhodamine-phaloidin approach
seems to be much more convenient for our purposes because of its simplicity and relatively fast procedure.

Keywords: actin, cryopreservation, fluorescent labeling, suspension culture, microtubules, somatic embryos

Uvod

Somaticka embryogenéza (SE) predstavuje idedlny systém pre Stidium procesov diferenciacie a
regeneracie rastlin. Jednym zo spdsobov rychlej produkcie somatickych embryi (SEs) je aj vyuZivanie
suspenznych kultir, ktoré spolu s protoplastovymi kultirami poskytuju aj vhodny experimentalny material na
rieSenie zakladnych problémov bunkovej biologie, ako je napr. Struktira a funkcia cytoskeletu rastlinnej
bunky (Fowke et al. 1995).

Na polarizécii a vyvine embrya sa podiel’aji dve zékladné zlozky cytoskeletonu — mikrotubuly a aktinové
mikrofilamenty. Pri tvorbe mitotického aparatu hra doéleziti ulohu tubulin, ktory je hlavnou zlozkou
cytoskeletu. Prave polarita, ako zakladny prvok vznikajiceho embrya, sa zakladd pomocou presne
kontrolovaného delenia embryogénnych buniek a predizovania podpornych suspenzorovych a kalusovych
buniek. Pri dalich $tadiach vyvinu embrya v podmienkach in vitro maji zakladni regulaénti ulohu
cytoskeleton a bunkové steny (Samaj et al. 2006). Bunkové delenie je zavislé na cytoskeletalnej Struktire —
fragmoplaste, podielajicom sa na vytvarani bunkovej platnicky. Pocas tvorby fragmoplastu
v embryogénnych bunkach kukurice bolo pozorované zvysené mnozstvo mikrotubulov a aktinu. Mikrotubuly
boli lokalizované po celej dizke fragmoplastu, kym aktinové filamenty sa viac nachadzali v jeho rohoch, ¢o
naznacuje, ze aktin sa podiel'a na presnom umiestneni bunkovych platniciek, ¢o je dolezité pre vyvin embrya
(Samaj et al. 2006). Doleziti Glohu aktinu vo vyvine somatickych embryi roznych druhov rastlin potvrdili
experimenty s jeho depolymerizaciou uc¢inkom lantrunkulinu B, ktory inhiboval tvorbu somatickych embryi
ako aj ich d’alsi vyvin (Baluska et al. 2001; Smertenko et al. 2003; Briere et al. 2004). V pripade SEs jedle
sme zistili, z¢ latrunkulin B branil prediZovaniu suspenzorovych buniek, ¢o viedlo k tvorbe trpasli¢ich
somatickych embryi (Baluska et al. 2001), kym v embryogénnych kultirach smreka dochadzalo
k rozrusovaniu mikrotubulov, zatial ¢o vyrazné aktinové zvizky sa objavovali pocas apoptdzy
suspenzorovych buniek (Smertenko et al. 2003). U ihli¢nanov boli cytoskeletarne Struktary Studované a
popisané aj v pracach Hakman et al. (1987), Fowke et al. (1995), Binarova et al. (1996), Cenklova et al.
(2003), Schwarzerova et al. (2010).

Cielom prace bolo otestovat niektoré metody farbenia a vizualizacie cytoskeletarnych Struktar
v embryogénnych bunkach borovice, ktoré sa vyuziji pri dalSom  $tadiu zmien v cytoskeletone
embryogénnych kultar ihli¢natych drevin po dlhodobom pdsobeni nizkych teplot.

Material a metodika

Pouzili sme embryogénne suspenzné kultiry borovice ¢&iernej (Pinus nigra Am.), linie E224, E303
a E235 (Salaj et al. 2007), ktoré mali roznu regeneracnu kapacitu po zmrazeni v tekutom dusiku (Salaj et al.
2010). Embryogénne kultary boli udrziavané v 5 cm® tekutého DCR média v Erlenmayerovych bankéach na
trepacke v tme pri teplote 24 °C (Cenklova et al. 2003).

Na imunofluorescenéni vizualizaciu aktinovych mikrofilamentov v nefixovanych embryogénnych
bunkach sme pouzili farbenie pomocou rodamin-phaloidinu (Binarova et al. 1996). Jadra boli vizualizované
pomocou farbenia s DAPI (10 mg .dm™). Na imunofluorescenénii vizualizaciu mikrotubulov boli pouzité
monoklonalne protilatky - anti-a-tubulin DMA1 (Sigma) a sekundarne protilatky (,,goat anti-mouse®)
konjugované s FITC (Sigma) v trvani 45 mintt (Cenklova et al. 2003) a pozorované motorizovanym IX81
CellR (Olympus), vybavenom DSU (Disk Scanning Unit) za pouzitia digitdlnej monochromatickej CCD
kamery CCD-ORCA/ER.

Vysledky a diskusia

Nase doterajsie experimenty s dlhodobym uskladiiovanim embryogénnych kultar ihli¢natych drevin
ukazali, ze tieto kultiry st schopné prezivat’ nielen kratkodobé, ale aj dlhodobé (mesiace/rok) skladovanie
v tekutom dusiku a potom regenerovat’ nové rastliny (Salaj et al. 2010). Avsak nie vSetky sledované
embryogénne linie po zmrazeni v tekutom dusiku su schopné zachovat’ si 100% regeneracnu kapacitu a dat’
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vznik novym jedincom. Jednym z faktorov, ktoré ovplyviuji regeneracni schopnost zmrazovanych
embryogénnych linii mézu byt zmeny v Strukture cytoskeletu bunky. Niektoré vysledky naznacuju, Ze
ucinky nizkych teplot mézu vyvolat’ rozruSenie mikrotubulov (Abdrakhamanova et al. 2003), v kone¢nom
dosledku veduce k znizenému prezivaniu somatickych embryi.

Aj ked’ zmeny cytoskeletarnych $truktar v SEs ihlicnanov uz Studované boli (napr. Fowke et al. 1995;
Cenklova et al. 2003; Smertenko et al. 2003), neboli tieto Studia zamerané na posobenie nizkych teplot. Preto
sme si museli metodicky overit, aky je najlepsi spdsob vizualizacie jednotlivych zloziek cytoskeletarneho
aparatu embryogénnych buniek pred a po dlhodobom uschovavani pri teplote tekutého dusika. V deliacich sa
embryogénnych bunkach borovice, ktoré st charakteristické pritomnostou velkého jadra a hustej
cytoplazmy, sa nachadza jemna husta siet ndhodne orientovanych aktinovych mikrofilamentov. V tychto
bunkéch sa nachadzala aj husta siet’ ndhodne orientovanych kortikalnych a cytoplazmatickych mikrotubulov.
Nedarilo sa ndm dobre vizualizovat' aktinové a mikrotubularne pre-profazné zvazky (PPBs, pre-prophase
bands), ktoré boli charakteristické pre deliace sa embryogénne bunky smreka (Cenklova et al. 2003).

V tubularnych suspenzorovych bunkach borovice boli pritomné podetné hrubé zvizky pozdizne
orientovanych aktinovych mikrofilamentov, kym v izodiametrickych bunkach embryonalnej ,,hlavy* bolo
pozorovanych iba niekol'ko rozptylenych aktinovych mikrofilamentov.

Porovnanie oboch sposobov vizualizacie cytoskeletarnych bielkovin embryogénnych buniek borovice
ukazalo, Ze na porovnanie zmien v Struktare aktinu je vhodnejsia metdda fluorescen¢ného znacenia rodamin-
phaloidinom, ktora je jednoducha a relativne rychla. Znacenie protilatkami sa ukézalo pre nase Géely zdihavé
a nakladné.

Domnievame sa, ze zvladnutie aj tychto metodickych postupov pri §tidiu procesu SE na naSom
pracovisku ndm napomdze pri jej d’alSom vyuzivani a aplikacii do praxe - zvlast ked’ SE a kryoprezervacia
st povazované za dve kl'icové technoldgie, ktoré umoziuju klonalne mnozenie rastlin v praxi.

Pod’akovanie: Dakujeme pani M. Mazurovej za udrziavanie suspenznych kultar a CSAV za poskytnutie
pobytového grantu pre J. S. Projekt bol financovany Grantovou agentirou VEGA, proj. ¢. 2-0025-08.
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ARTIFICIAL NEURAL NETWORKS - A CHEAP ALTERNATIVE TO
MOLECULAR MARKERS IN GRAPEVINE VARIETIES DISCRIMINATION

Eva SVOBODOVA — Petra HLASNA CEPKOVA — Camilla PANDOLFI — Martin
BERANEK

Eight selected Vitis vinifera L. varieties were analysed in 2008 using an objective discrimination method — artificial
neural networks, with the aim to assess the relationship between the varieties cultivated in Czech Republic. Fifty healthy,
fully expanded leaves were collected from each variety, scanned using an optical scanner and then elaborated by
computer programs. The comparative frames were constructed for each variety and the relation between the varieties was
assessed using either the UPGMA method. Position of some varieties confirmed the already known parentage while other
varieties (like White and Red Chasselas) resulted further than expected.

Keywords: artificial neural networks, leaves, variety discrimination, Vitis vinifera.

Introduction

Grapes and wine have always been popular and important products in whole history since Ancient times.
Production of either grapes or wine is still very high and also wines from less known countries start to appear
on the world markets. Nowadays, there are thousands of varieties of grapevine, although only of them are of a
commercial importance (This et al. 2006). There have been established many methods for their identification,
beginning from the traditional ampelography, to the biochemical analysis of isoenzymes and other chemical
compounds present especially in berries. The most precise, but also the most expensive methods, are those
with the molecular approach. The traditional ampelography, however, is always a very important tool,
because it serves for the preliminary, fast and cheap varietal identification, before doing any molecular or
biochemical analysis (Martinez et al. 2003). The most important and significant organ is a leaf (Fregoni
2005). Leaf morphology is an ampelographic feature that allows some varieties to be easily distinguished and
it is commonly used for identification (Santiago et al. 2005). The origin of grapevine varieties, their
heterogenity and the frequent cases of homonymy and synonymy makes important to define good shape
measures that can be effectively applied to leaf shapes, so they can be compared and analysed by meaningful
and objective criteria (Mancuso et al. 2001). Thus, another method, based on morphological characteristics,
has been employed — the artificial neural network. Even though it is based on the evaluation of morphological
traits, it does not suffer for the subjectivity, since whole analysis is done by the mathematical models. An
ANN is an information processing paradigm structured as biological nervous system, such as the brain,
composed of a large number of highly interconnected processing elements working in unison to solve specific
problems. An ANN is configured for a specific application, such as pattern recognition or data classification,
through a learning process (Mugnai et al. 2008). Although the vine leaves lack the self-similarity of the
theoretical fractals, they are candidates for characterization using fractal analysis because of their highly
complex structure (Mancuso 1999). All backpropagation related paradigms require supervised training. This
means that they must be taught using a set of training data where known solutions are supplied (Mancuso et
al. 1998). The artificial neural networks can be effectively used to differentiate varieties and accessions
through phyllometric and fractal parameters. A great advantage of the ANN is low-cost equipment consisting
of an optical scanner, personal computer and special software (Mugnai et al. 2008). Collecting the samples
from different environments also confirmed the theory of the environmental independence of the fractal
parameters (Mancuso 2002). The results showed that the ANN allows a rapid and objective comparison of a
theoretically unlimited number of genetic entities. This would, theoretically, allow the creation of the database
of different varieties and their further comparison of the unknown variety (Mancuso et al. 1998). In past the
ANN analysis was applied on grapevine by e.g. Mancuso et al. (1998) and Coban (2004).

Material and methods

All the leaves were collected at St. Claire’s vineyard located in the part of Prague, at Trdja. It is a part of
Prague Botanic Garden. The harvested area is 3.56 hectares. The varieties analysed were following: ‘Miiller
Thurgau’, ‘Rhine Riesling’, ‘Italian Riesling’, ‘Moravian Muscat’, ‘Sauvignon’, ‘Blue Portugal’, ‘White
Chasselas’ and ‘Red Chasselas’. From each variety, fifty healthy, fully expanded leaves from ten randomly
selected plants were collected in the late spring 2008. Leaf images were acquired at 200 dpi. 256 grey scale,
by using an optical scanner. Fourteen phyllometric parameters previously described by Mancuso and Nicese
(1999) were determined for each leaf using image-analysis software (UTHSCSA Image Tool Program 3.0).
The fractal spectrum of the leaves was obtained using the box-counting method; which means that the each
channel of the grey is threshold for a colour value between 0 and 255; and the fractal dimension for each
value was calculated using the program HarFa (Harmonic and Fractal Image Analysis). The value of the
fractal dimension, that separates non-fractal zone of spectrum from the fractal one, is 1. The five fractals
parameters, which serve for the construction of fractal spectrum, were then calculated using the program
GraphPadPrism, which then also constructed the fractal spectrum. Afterwards, BPNNs was constructed using
the aiNet program. It was created with the Image Tool outputs together with the fractal parameters, which is
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more precise exactly for the use of the highest number of parameters. There were used data from 25 leaves in
a training phase. According to the outputs from the aiNet a dendrogram was constructed using the data
obtained from BPNN and fractal analysis. For its construction was used the calculation of the Euclidean
distance in program NTSYS.

Results and discussion

The first results were comparative frames for each variety. Each frame is dedicated to a specific accession
and shows the BPNN output for the input represented by the phyllometric parameters and fractal parameters
of 50 leaves. The level of similarity is expressed by number, which ranged between 0 (false) and 1 (true).
However, this was only a theoretical situation. Due to the natural variability among leaves, the output of the
expected class tend to report a value close to 1, but less than 1, while the others should be close to 0 (Mugnai
et al. 2008). In all eight cases, the neural network was able to discriminate the selected accession without
difficulties. The highest value was obtained for ‘Miiller Thurgau’, where the mean output arrived up to 0.810.
Another quite high mean output occurred in ‘Moravian Muscat’ (0.657). All other accessions showed the
mean output in the range from 0.541 (‘Rhine Riesling’) to 0.597 (‘White Chasselas’). However, in all cases
there was a clearly defined peak for the selected accession; therefore the varieties were well-separated one
from each other. The dendrogram (Graph 1) formed two clusters, and left two varieties more (‘Miiller
Thurgau’) or less (‘Moravian Muscat’) separated from the others. Two varieties, ‘Rhine Riesling” and
‘Sauvignon’ were indicated at the same level, so as the closest ones, however, they still remained quite
distant, with the coefficient 4.43. Later they were clustered with ‘Blue Portugal’. The second main cluster is
formed by ‘Italian Riesling” and ‘Red Chasselas’, together with the ‘“White Chasselas’. The results showed
closer relationship between ‘Italian Riesling” and ‘Red Chasselas’, than the relation between both
‘Chasselas’, even though they are considered to be the colour variation of the same variety. The most distant
and separated from all other resulted ‘Miiller Thurgau’. The artificial neural networks were able to recognise
all the accessions presented in the learning phase, like presented for example Mancuso (2002). The highest
level of similarity was present in ‘Miiller Thurgau’ (0.810), which also showed the lowest degree of
similarity with the other varieties, and this was confirmed by the UPGMA graph, where ‘Miiller Thurgau’
remained completely separated from all other varieties. This result was quite surprising, because Dettweiler
et al. (2000) found out that ‘Miiller Thurgau’ was descendant of ‘Rhine Riesling’. However, ‘Rhine Riesling’
remained distant from ‘Miiller Thurgau’, and was assessed close to ‘Sauvignon’, which corresponded with
the data published by Moravcova et al. (2004). Another interesting result was the position of both ‘Chasselas’
either in the neural network graph or in the final dendrogram. As reported Moravcova et al. (2004), ‘Red
Chasselas’ is only a mutation of berry colour of ‘White Chasselas’. In the dendrogram, ‘Red Chasselas’ was
closer related to ‘Italian Riesling’ than to ‘“White Chasselas’.

Graph 1: Dendrogram obtained by UPGMA cluster analysis
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Conclusion

The neural network profiles of selected varieties were assessed. The neural network was able to discriminate
without any problems between all grapevine accessions. ‘Miiller Thurgau’ was found out to have the lowest
level of similarity with all other varieties, whilst the highest similarity was found surprisingly between
‘Rhine Riesling’ and ‘Sauvignon’. The UPGMA dendrogram obtained from the ANN, was able to confirm
the relationship between ‘Red Chasselas’ and ‘White Chasselas’, moreover, the ANN put ‘Red Chasselas’
close to ‘Italian Riesling’. However, all the graphs obtained from the research are usable for the creation of
the variety database.
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ODOLNOST VYBRANYCH ODRUD PSENICE A DONORU NA UMELOU
INFEKCI BRANICNATKY PSENICNE (Mycosphaerella graminicola) V POLNICH
PODMINKACH
RESISTANCE OF SELECTED WHEAT CULTIVARS AND GENE RESOURCES
TO ARTIFICIAL INFECTION WITH SEPTORIA LEAF BLOTCH
(Mycosphaerella graminicola) IN FIELD TESTS

Ilona SVOBODOVA' — Petr MARTINEK' — Lubomir VECHET? — Svétlana SLIKOVA?

Tests for resistance to three different isolates of Septoria leaf blotch (Mycosphaerella graminicola /Fuckel/ J. Schrét.)
were carried out in 20 cultivars of spring wheat (Triticum aestivum L.), 10 lines of spring hexaploid tritordeum (X
Tritordeum Ascherson et Graebner) and 19 lines of hexaploid synthetic wheat in the year 2010. Responses of the
genotypes to three different Septoria leaf blotch isolates used for inoculation were compared with a check variant without
inoculation. A level of virulence was rated as an average infection of four upper leaves in per cent. The infection was
affected by virulence of the used isolate. The average infection was 4.30 % (check 0.00) in spring wheat, 0.00 % (check
0.00) in hexaploid tritordeum and 0.10 % (check 0.00) in synthetic wheat. Our results confirmed a high level of
resistance in tritordeum and also in synthetic wheat. Selected synthetic wheats and tritordeum lines can be used as
potential donors of resistance to Septoria leaf blotch for breeding use.

Key words: Septoria leaf blotch, synthetic wheat, tritordeum, field infection

Uvod

U pSenice existuji donory odolnosti k brani¢natce pseniéné (Mycosphaerella graminicola), u nichz jsou
znamy jednotlivé Stb geny rezistence. Tyto zpusobuji specifickou reakci na jednotlivé izolaty. Vzhledem
k velmi vysoké variabilit¢ patogena je velmi dtlezité vyhledavani novych zdroju rezistence, jejichz vyskyt
1ze vSak ocekavat spise u planych nebo syntetickych forem. Kromé béznych odrid jarni pSenice seté Triticum
aestivum L. (2n = 6x = 42, BBAADD) byly pro testovani vybrany i nékteré netradi¢ni obiloviny, jakymi jsou
tritordeum a synteticka pSenice.

Tritordeum (X Tritordeum Ascherson et Graebner) je uméle vytvoreny obilni druh, odvozeny z kiizeni
planého je¢mene Hordeum chilense Roemer et Schultese (2n = 2x = 14; H™H™) s hexaploidni nebo
tetraploidni pSenici. Syntetickd pSenice (2n = 6x = 42, BBAAD'D') vznikla kiizenim Triticum durum Desf.
(2n = 4x = 28, BBAA) s Adegilops squarrosa L. /syn. Triticum tauschii (Coss.) Schmalh./ (2n = 2x = 14,
D'D"). Od psenice seté se odlisuje genomem D', ktery mize nést geny novych vyznamnych vlastnosti.
V nasem pokuse byly pouzity hexaploidni formy tritordea (2n = 6x = 42; H"H®"BBAA) a syntetické penice
z CIMMYT v Mexiku.

Cilem prace bylo otestovat virulenci tii odlisnych izolatd M. graminicola a miru rezistence znamych
odrtid ve srovnani s kontrolni variantou, ponechanou bez umélé infekce.

Material a metody

V infekéni Skolce pracovisté Agrotest fyto, s.r.0. byla provedena infekce jarnich obilovin (jejichZ seznam
je zfetelny z tab. 1) tfemi izolaty (1. Meritto 2008, 0324, 10.05.2010; 2. Bardotka 2008, 0,324, 10.05.2010; 3.
CHUL, 2006, VURYV; C8; 1.list S1(12), CRI 0266, 20.5.10.) pfipravenymi ve Vyzkumném tstavu rostlinné
vyroby v Praze. Izolaty, namnozené na maltoso-dextratovém substratu, byly rozpraseny na rostliny ruénim
rozprasovac¢em na konci odnozovani. Napadeni bylo hodnoceno vizualn€ u ¢ty hornich listd na 15 nahodné
vybranych stéblech jako primér dvou termind hodnoceni: obdobi kveteni, obdobi mlé¢né zralosti.

Vysledky a diskuse

Rok 2010 se vyznacoval pomérné vysokym vyskytem branicnatky vzhledem k pfiznivym teplotdm a
vysokym srazkam béhem kvétna. Na neoSetfené kontrole byl jen nepatrny vyskyt choroby z pfirozené
infekce. Jednotlivé odridy jarni pSenice reagovaly rizné na rozdilné izolaty, coz ukazuje na jejich
specifickou reakci (tab. 1). Bézné odriidy pSenice byly nejvice napadeny izolatem €. 2 (5,8 %), izolaty 1 a 3
meély podobnou primérnou virulenci, ovSem specifickou k jednotlivym genotyptim. U testovanych genotypiti
tritordea a u syntetické psenice byl nalezen velmi nizky nebo Zadny vyskyt infekce. Vysledky potvrdily
predpoklad, Ze nové geny rezistence lze s velkou pravdépodobnosti nalézat u planych forem.

Zavéry

- Nejucinnéjsim izoldtem pouzitym pro umelou infekci byl izolat ¢. 2.

- Byla nalezena vysoka uroven rezistence u tritordea, syntetickych pSenic.

- Vybér potencialnich donorit odolnosti bude nutné provést na zéklad¢ viceletych vysledkd a s ohledem
k ptipadnym dal§im vyznamnym vlastnostem, kterych by bylo mozné vyuzit ve §lechténi.
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Podékovani: Prace byla podpofena projektem cesko-slovenské spoluprace KOI\ITAKT-mobilita
MEBO0810001 (na Slovensku APVV-SK-CZ-0007-09) VMinisterstva Skolstvi a mladeze Ceské republiky
a projektem NAZV: QH81284 Ministerstva zemédelstvi Ceské republiky.

Tabulka 1: Rezistence vybranych genotypt ke tfem izolatim brani¢natky pSeni¢né v procentech

C. vzorku | Genotyp Rok registrace 1 Izol;t ¢ 3 Primér | Kontrola
pSenice (Triticum aestivum L., 2n=6x=42, BBAADD)
1 Amaretto 2006 1 6,7 22 9,9 0
Aranka 1998 0,1 6 20 8,7 0
3 Brawura 2007 0,1 24 07 1 0
4 Corso 2001 09 07 0 0,5 0
5 Granny 2004 11,1 7,7 0 6,3 0
6 Leguan 1998 0,7 53 0 2 0
7 Munk 1995 LL 97 0 3,6 0
8 Sandra 1984 3,8 281 13| 11,1 0
9 Saxana 1990 3,8 20 7,9 0
10 Septima 2008 2,5 263 03 9,7 0
11 Sirael 2005 59 9 0 5 0
12 SW Kadrijl 2006 132 6,5 0 6,6 0
13 SW Kronjet 2005 28 34 03| 10,6 0,1
14 Trappe 2007 0 03 5 1,8 0
15 Triso 2002 23 01 03 0,9 0
16 Vanek 2004 0,1 0 0 0 0
17 Vinjett 2001 04 0 1 0,5 0
18 Zuzana 2003 L3 0 0 0,4 0
19 Nobeoka Bozu (zdroj odolnosti k fuzariu) | 0 0 0 0 0
20 Sumai 3 (zdroj odolnosti k fuzariu) | 0 0 0 0 0
priumer 36 58 35 4,3 0
tritordeum (X Tritordeum Ascherson et Graebner, 2n = 6x = 42, H"H"BBAA)
21 HT 135a (DH) 0 0 0 0 0
22 HT 135b (DH) 0 0 0 0 0
23 HTC 1323 (DH) 0 0 0 0 0
24 HTC 1331a (DH) 0 0 0 0 0
25 HTC 1331b (DH) 0 0 0 0 0
26 HTC 1331c¢ (DH) 0 0 0 0 0
27 HTC2060 0 0 0 0 0
28 HTC2071 0 0 0 0 0
29 HTC2083 0,1 0 0 0 0
30 HTC2084 0 0 0 0 0
prumér 0 0 0 0 0
syntetické pSenice (ptivody)
31 ALTAR 84/AE.SQUARROSA(502) 0,1 0 0 0 0
32 ALTARS84/AE SQUARROSA(188) 0,1 1,6 0,1 0,6 0
33 ALTAR84/AE SQUARROSA(188) 0 0 0 0 0
34 ALTARS84/AE SQUARROSA(192) 0 0 0 0 0
35 ALTARS84/AE SQUARROSA(192) 0 0 0 0 0
36 D67.2/P66.270//AE.SQUARROSA(659) 03 0 0 0,1 0
37 D67.2/P66.270//AE.SQUARROSA(659) 02 0 0 0,1 0,1
38 D67.2/P66.270//AE.SQUARROSA(213) 0 0 0 0 0
39 D67.2/P66.270//AE.SQUARROSA(213) 0 0 0 0 0
40 D67.2/P66.270//AE.SQUARROSA(217) 0 0 0 0 0
41 D67.2/P66.270//AE.SQUARROSA(217) 0 0 0 0 0
42 D67.2/P66.270//AE.SQUARROSA(218) 0 0 0 0 0
43 D67.2/P66.270//AE.SQUARROSA(218) 0 0 0 0 0
44 DOY1/AE.SQUARROSA(188) 0,8 0 08| 06 0
45 GREEN/AE.SQUARROSA(458) 0 0 0 0 0
46 SCA/AE.SQUARROSA(518) 0 0 0 0 0
47 SCA/AE.SQUARROSA(518) 0 0 0 0 0
48 SNIPE/YAV79//DACK/TEAL/3/AE.SQ.(629) 0 0 0 0 0
49 YUK/AE.SQUARROSA(217) 0 0 0 0 0
prumér 01 01 0 0,1 0
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REAKCIA SLOVENSKYCH ODROD PSENICE PO UMELEJ INFEKCII HUBOU
FUSARIUM CULMORUM SACC.
REACTION OF SLOVAK WHEAT CULTIVARS AFTER INOCULATION WITH
FUNGI FUSARIUM CULMORUM SACC.

Svetlana SLIKOVA — Valéria SUDYOVA — Pavol HAUPTVOGEL — Edita GREGOVA

Slovak cultivars were sown in October in field conditions of Piestany and inoculated with highly-virulent pathogen
isolate Fusarium culmorum Sacc. in 2008 and 2009. The AUDPC (under disease progress curves) was computed, DON
(deoxynivalenol) content in grains was determined by Ridascreen® Fast DON assay kit. Old Slovak cultivars had lower
AUDPC and DON than modern Slovak cultivars.

Key words: Slovak cultivars, Fusarium culmorum Sacc.

Uvod

Intenzita napadnutia klasov pSenice fuzariami je zavisla od mnohych faktorov. Rozvoj infekcie nastava
pri kombinacii vlhkého a teplého pocasia. Intenzivne slne¢né Ziarenie spomaluje priebeh infekcie. Stupen
napadnutia ma tiez odrodové suvislosti. Intenzivnejsie su napadané odrody s kratkym steblom a tiez vyssia
intenzita poskodenia bola pozorovana na porastoch pSenice oSetrenej rastovym regulatorom. Vyssiu
nachylnost’ mozno pozorovat’ v hustejsich porastoch, viac zasobenych dusikom. S vyskytom choroby stvisi
i kumulacia réznych typov mykotoxinov v klasoch. Vyskumy odhalili, Ze najfrekventovanejSim je
deoxynivalenol (DON alebo vomitoxin) patriaci medzi trichotecény, ktoré inhibuji v eukaryotickych
bunkéch proteosyntézu (McLaughlin et al. 1977). Pozorované boli biochemické ucinky trichotecénov
v bunke, ktoré mézu zapri€init' zmeny metabolickej aktivity a reguldcie (Betina 1990). Mykotoxin DON
posobi toxicky na Cloveka, zvieratd a rastliny. Pokusy na zvieratich poukazujii na toxické ucinky
mykotoxinu a uz davka 2 mg kg’ DON v krmive prasiat zapri¢ini nechutenstvo a nizky prirastok vahy
(Rotter et al. 1996). Pre vSeobecnu toxicitu DONu Vedecky vybor pre potraviny v roku 2005 stanovil
tolerovatel'ny denny prijem (TDP) vo vyske 1 pg/kg telesnej hmotnosti/den pre deoxynivalenol (DON).
V roku 2006 Eurdpska komisia stanovila maximalnu hranicu pre obsah DON v nespracovanych obilninach
(1,25 mg kg™). Na Slovensku bol vykonany monitoring vyskytu DON vo vzorkach psenice, ktoré pochadzali
z roznych pestovatel'skych lokalit. Zistilo sa, Ze 9,3 % vzoriek obilnin pochadzajucich z kukuri¢nej vyrobnej
oblasti, 5 % z reparskej vyrobnej oblasti a 14,3 % zo zemiakarskej vyrobnej oblasti prekrocilo povoleny limit
obsahu DON stanoveny EU pocas troch sledovanych rokoch (Slikova et al. 2008). V stdasnosti medzi
pestovatel'mi a §lachtitel'mi pSenice je zdujem o informécie, ktoré sa tykaju rezistencie registrovanych odrod
a genetickych zdrojov resp. vyhl'adavania novych zdrojov rezistencie proti tomuto ochoreniu. Poznatky o
nachylnosti starych slovenskych odrod na umelu infekciu hubou F. culmorum zatial’ nie st zname.

Material a metody

Materdl: staré slovenské odrody psenice (Samorinska, Buéianska &ervenoklasa, Bugianskd V.T. 16,
Bucianska 316, Kosutska, RadoSinska Dorada, RadoSinskd Karola, RadoSinskd Norma, RadoSinska
polorannd 562, RadoSinské ranna 594, Slovenska B, Slovenska 2, Slovenska 777, TrebiSovska 76, Vigl'asska
Cervenoklasa, Vrakunskd) a moderné slovenské odrody (Ilona, Ignis, Viador, Pavlina, Torysa, Zerda,
Veldava, Markola, Stanislava, Venistar, Verita, Solara, Vanda, Alacris and Genoveva)

Izolat: Fusarium. culmorum (W. G. Sm.) Sacc. (RA/02) pochadzajici z lokality RadoSina .

Polny experiment: Experiment bol zalozeny vrokoch 2008 a 2009 v dvoch opakovaniach. Klasy
jednotlivych odrod boli pocas kvitnutia umelo infikované sprayovou metédou sporami huby F. culmorum. Po
objaveni prvych symptomov (10 dni po inokulacii) boli urobené 4 vizualne hodnotenia napadnutia klasov.
Sledovana bola vyska rastlin, vegetacna doba rastlin az po termin umelej infekcie t.j. Gplné kvitnutie. Pocas
zberu bolo zozbieranych 25 klasov z kazdej odrody v dvoch opakovaniach s infekciou a rovnaky rozsah aj z
kontrolného variantu bez infekcie. Primarne vysledky (% napadnutia) boli prepoc¢itané na AUDPC (plocha
pod krivkou vyvoja choroby).

Kvantitativne stanovenie obsahu DON: Na stanovenie bola pouzitd ELISA metéda pomocou komeréného
kitu (Ridascreen Fast DON, RBiopharm, Germany). Absorbancie vzoriek boli merané spektrofotometrom pri
vinovej dizke 450 nm (MRX II, Dynex Technologies, USA). DON koncentracia bola vypocitana v mg.kg™.

Vysledky a diskusia

Priemerna hodnota AUDPC celého testovaného stboru bola o 34,3 % vyssia ako priemerné AUDPC
starych slovenskych odrdd a o 36,6 % nizSia ako modernych slovenskych odrod. Staré slovenské odrody
mali AUDPC o0 51,9 % nizSie ako moderné slovenské odrody. Vysoké AUDPC v stubore slov. modernych
odrod bolo pri genotypoch Ignis a Vanda, medzi slovenskymi starymi odrodami pri Viglasskej
¢ervenoklasej, Radosinskej polorannej a Buéianskej 316. Nizke AUDPC v subore slovenskych modernych
odrod bolo zistené pri genotypoch Zerda a Solara, v subore starych slovenskych odréd pri genotypoch
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Radosinska Norma, RadoSinska Karola a RadoSinska ranna 594. Priemernd kontaminacia zfn testovaného
stiboru na obsah mykotoxinu DON bola 33,9 mgkg'. Staré odrody mali priemerny obsah DON v zrnach
0 67,4 % nizsi ako moderné odrody. Kumulacia DON sa vo vzorkach starych odrdd pohybovala v rozpiti
medzi 1,6 mgkg"' a48,6 mgkg'. V pripade modernych odrdd sa hodnoty pohybovali od 20,2 mg.kg” do
143,1 mg.kg". Medzi hodnotenymi znakmi boli zistené pozitivne korelacie medzi AUDPC a obsah DON (r =
0,86). Pri starych odrodach medzi AUDPC a obsah DON bol r = 0,81 a pri modernych odrodach medzi
AUDPC a obsah DON bol r = 0,82. V stcasnosti je zname, ze mnohé krajové a staré odrody su zdrojom
hospodarsky vyznamnych génov. Medzi pSeni¢nymi krajovymi a starymi odrodami pochadzajucimi hlavne z
Ciny a Japonska boli ndjdené nové potencidlne zdroje rezistencie, ktoré nesu gény rezistencie proti fuzarioze
klasov a kumulacii mykotoxinu DON v zrnach odlisSnych od genotypu Sumai vyuzivaného v mnohych
Slachtitel'skych programoch ako zdroj rezistencie proti fuzaridéze klasov (Yu et al. 2008). Podobne i medzi
starymi mad’arskymi odrodami bola objavena linia BKT9086, ktora sa vyznacuje zvySenou rezistenciou proti
fuzariéze klasov a sucasne boli odhalené nezname genetické faktory, ktoré zodpovedaju za vyssiu Groven
rezistencie proti fuzariam (Laszlo et al. 2008).

AUDPC

modeméodrody [ .. 7. LT T T T T T LT T T T T LT T P |

0 100 200 300 400 500 600 700

Obr. 1: Priemerné hodnoty AUDPC modernych a starych slovenskych odrod ziskané po umelej infekcii
hubou F. culmorum

Zaver

Porovnanie napadnutia starych slovenskych odrod s modernymi slovenskymi odrodami po umelej
infekcii hubou F. culmorum na zaklade AUDPC a obsahu DON ukazalo, Ze staré odrody boli mene;j
napadnuté ako moderné slovenské odrody. Zistené boli pozitivne korelacie medzi AUDPC a obsahom DON
ako pri starych tak i modernych pSeniciach. V stcCasnosti su tieto odrody zaradené do treticho roku
testovania. Odrody, ktoré ukézali najvys$iu Uroven odolnosti proti F. culmorum budli zaradené do
Slachtitel'ského programu pSenice.

Pod’akovanie: Tato stadia vznikla vd’aka podpore v ramci OP Vyskum a vyvoj pre projekt: Vyvoj
novych typov rastlin s geneticky upravenymi znakmi hospodarskeho vyznamu ITMS: 26220220027,
spolufinancovany zo zdrojov Eurdpskeho fondu regionalneho rozvoja.
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NOVE LINIE JACMENA OZIMNEHO PO PRENOSE GENU RYM4
NOVEL LINES OF WINTER BARLEY AFTER TRANSFER OF RYM4 GENE

Valéria SUDYOVA — Martina HUDCOVICOVA

Barley mosaic virus complex (BaMMV, BaYMV) causes an economically important yellow mosaic disease of barley.
Lines were created by classical hybridization between varieties Tiffany and Romanze as the donor of rym4 gene. Lines in
F, and BC; were selected by molecular marker. By lines with working designation number 4 and 5 we recorded similar
value of the thousand kernel weight (TKW) by compare with variety Tiffany. All lines are the bearers of rym4 gene in
homozygous composition and would be perspective for integrated into breeding program.

Keywords: winter barley lines, BaYMV/BaMMV, molecular marker, TKW

Uvod

Vyznamnou chorobou jaémetia hlavne v zapadnej Eurdpe a Azii je virusové ochorenie ZItd a mierna
mozaika ja¢menia (BaYMV/BaMMYV). Vektorom virusu je podna huba Polymyxa graminis Led. Virusy
prezivaji v kl'udovom S§tadiu v pdde, literarne pramene uvadzaju zamorenie pozemku na 30 a viac rokov
(Prokinova 2002). Ako hostitel'ska rastlina je doteraz znamy iba jaémen. Typickym priznakmi infikovanych
rastlin s predizené listy s bledo zelenymi alebo Zltymi §kvrnami, pozorovanymi najmi na najmladich
listoch. Napadnuté rastliny tvoria menej odnozi, zrno je drobné a uroda moéze byt znizend az o 30%.
Chemicky zasah proti chorobe je neucinny a preto jedinou efektivnou ochranou je ochrana geneticka.
Odrody so zabudovanymi génmi rezistencie si vhodné najmé pre ekologické pol'nohospodarstvo. Doteraz je
objavenych $trnast’ génov s réoznym stupniom rezistencie k zltej mozaike (Hofinger et al. 2008). Vel'mi
ucinné st gény rym>5 a rymll zabezpecujuce rezistenciu proti kmenu 2 BaYMV (Bauer et al. 1997). Virus je
nebezpecny aj tym, Zze ma rozdielne kmene, medzi ktorymi st mozné vzajomné interakcie a lahko sa mozu
objavit’ nové kmene. Gén rym4 vyuzivali najmd v Nemecku a Franctzsku, je inkorporovany do viacerych
pestovanych 2-radovych i6-radovych odréd ozimného jaémena majicich vhodné agronomické
charakteristiky. Pre stabilizaciu rezistencie je vhodné kombinovanie génov do jednej $lachtitel'skej linie
(Ordon et al.1999, Pellio et al. 2000, Werner et al. 2000). Na naSom tzemi ani v Ceskej republike neboli
doteraz detegované tieto choroby, ale je len otazkou Casu, kedy sa dostan(l aj na naSe izemie, pretoze na jar
2008 boli zaznamenané prvé symptomy zltej mozaiky v Pol'sku (JeZewska 2009, nepublikované) a zdznamy
st aj z Mironovského regionu (Snihur 2008).

Ciel'om prace bol vyvoj novych linii sladovnickeho ozimného ja¢mena introdukciou recesivneho génu
rezistencie rym4 a po multiplikacii linii po spitnom krizeni v pol'nych podmienkach hodnotenie niektorych
urodotvornych prvkov.

Material a metédy

Biologicky material

Pre inkorporaciu génu rezistencie rym4 bola pouzita odroda Tiffany, donorom génu rym4 bol geneticky
zdroj ziskany z GB Gatersleben odroda Romanze. Populacie boli vytvorené klasickou hybridizaciou,
nepriama selekcia F, sa uskutocnila molekularnym markerom. Pritomnost’ resp. nepritomnost
inkorporovaného génu rezistencie rym4 bola overovana v generacii F4BC; a opitovne v FsBC;,

Multiplikécia linii

Hybridné linie boli multiplikované v pol'nych podmienkach v roku 2008 a 2009 na parcelke 0,45x100 cm
v dvoch opakovaniach, v roku 2010 na parcelke 100x100 cm v dvoch opakovaniach. V priebehu vegetacie
bola hodnotena celkova zapojenost’ porastu, polihavost’ a vyskyt listovych chordb (mucnatka travova na
jacmeni, hneda $kvrnitost, hrdza ja¢mennad). V laboratornych podmienkach bola vyhodnotena v roku 2008
vyska rastlin, celkova hmotnost’ zrna z parcelky a hmotnost’ tisic ztn (HTZ) porovnavana k obom rodi¢om.
Z tychto tdajov bol vypocitany index IUV (pomer medzi trodou a vyskou rastliny, %) a index IAV (pomer
medzi HTZ a vyskou rastliny, %).

Analyzy DNA

Genomickda DNA bola izolovana zo segmentov mladych listov o hmotnosti 30mg pomocou tekutého
dusika a Plant DNAzol reagentu (Invitrogen). Detekcia pritomnosti, resp. nepritomnosti génu rym4 bola
kodominantnym STS markerom odvodenym z RFLP markera MWG838 majiuceho blizku vdzbu s tymto
génom. Amplifikacné produkty boli nasledne Stiepené restrikénym enzymom Rsal podla Tuvesson et al.
(1999).

Elektroforeticka separdcia amlifikovanych segmentov prebiehala v 3 % agar6zovom géli v timivom TBE
v pritomnosti etidiumbromidu. Nasledna vizualizacia bola pod UV lampou.

Vysledky a diskusia
V polnych podmienkach boli testované linie ja¢mena ozimného vytvorené klasickou hybridizaciou
sladovnickej 2-radovej odrody Tiffany a donorom génu rezistencie rym4 odrodou Romanze. V roku
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2007/2008 bolo v pokuse zaradenych 14 linii (tab. 1). NajkratSie steblo mala linia pod pracovnym oznacenim
2V (78 cm), ale v dalsich parametroch nedosiahla hodnoty kontrolnej rodi¢ovskej odrody Tiffany
a v nasledujicom roku bola z d’alSich experimentov vyradena. Vysokd nachylnost’ k listovym chorobam
a nizke hodnoty HTZ a indexov IUV a IAV boli pri¢inou vyradenia aj linie 3V, 6V, 8V, 9V, 10V, 11V, 12V
a 13V. Hodnotenie stupfia nachylnosti na miénatku travovu na ja¢meni bolo 4 -5. Predpoklad nachylnosti na
mucnatku travovu pri zvySenom tlaku patogéna vyplyva z nachylnosti odrody Tiffany. Najvyssiu HTZ (52,8
g) v roku 2008 dosiahla linia pod oznacenim 1V, ale v roku 2010 bol zaznamenany pokles o 3,8g. Porast bol
zapojeny, vyskovo vyrovnany. Linie, ktoré boli multiplikované v roku 2010 maji molekuldrnym markerom
overenu pritomnost génu rezistencie rym4 vhomozygotnom stave (obr. 1). Celkove bol rok 2010
nepriaznivy nielen pre ozimny ja¢men vzhladom k vyvoju pocasia v priebehu vegetacie (Casté privalové
dazde, v ¢ase kvitnutia nizke teploty, v ¢ase dozrievania naopak vysoké teploty, zvySeny tlak patogénov), o
v kone¢nom désledku ovplyvnilo formovanie zakladnych urodotvornych prvkov testovanych linii. Linie pod
oznaCenim 4V a 5V dosiahli v znaku HTZ aj napriek tymto nepriaznivym podmienkam uroven odrody
Tiffany (52,0g a 53,0g). Na tychto liniach je potrebné analyzovat obsah bielkovin, betaglukanu a dalsie
akostné parametre, ktoré doteraz nebolo mozné vzhl'adom na malé mnozstvo osiva komplexnejsie posudit’.
Odroda Tiffany bola registrovana v roku 1999 ako prva 2-radova odroda ozimného ja¢mena. Hodnotenie
urodovych a kvalitativnych parametrov v porovnani so sladovnickou odrodou jarného jaémena Akcent a
Tolar prebiehalo vrokoch 1999 az 2001 (Spunar et al. 2002). Porovnanim jednotlivych parametrov
vyplynulo, Ze medzi odrodami Tiffany, Akcent a Tolar neboli vyrazné rozdiely.

Na prenose génov rezistencie ucinnych proti BaYMV a BaMMV pracuju na viacerych pracoviskach
v Ceskej republike (Sedlacek 2008, Matik et al. 2008), jedna sa o prenos génov rym5 arymil, hoci tu
doteraz nebola zaznamenana pritomnost’ virusového ochorenia. V Nemecku, kde je toto ochorenie rozsirené
a lokality s infikovanou podou su vyuzivané ako testovacie polia pre poI'né fytopatologické testy ziadna nova
odroda bez pritomnosti génu rezistencie rym4 nemoze byt registrovand. V prospech pestovania kvalitnych
odrdd ozimnych jaémenov sladovnickeho typu je aj predpokladany vyvoj klimy, ktory zhorsi podmienky pre
pestovanie jarnych obilnin s C3 systémom fotosyntézy.

Zaver

Molekularne markery su nastroje nepriamej selekcie znakov v §lachtitel'skych populaciach, pretoze maja
blizku vdzbu na konkrétne gény. UrCenie pritomnosti markera sledovaného génu sa robi uz v F, generacii, o
Setri Cas a pocet linii, s ktorymi sa bude d’alej pracovat’. Cesta nepriamej selekcie je jedina mozna v pripade,
ak nie je kdispozicii patogén pre fytopatologické testovanie. Rozpracované linie by mohli byt
perspektivnym $lachtitel'skym materialom.

Pod’akovanie: Tato s$tadia vznikla vd’aka podpore v ramci OP Vyskum a vyvoj pre projekt: Vyvoj
novych typov rastlin s geneticky upravenymi znakmi hospodarskeho vyznamu ITMS: 26220220027,
spolufinancovany zo zdrojov Eurdpskeho fondu regionalneho rozvoja.
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Tabul’ka 1: Hodnotenie linii jacmena ozimného v pol'nom pokuse v roku 2008 a HTZ v roku 2010

Linia Vyska h(r“:g;‘l’(‘)’; Index IUV | Index IAV H1z
rastlin (cm) % % 2008 2010
zrna (g)

1V 95,0 226,3 0,23 0,56 52,8 49,0
2V 78,0 100,3 0,12 0,56 43,6 -
3V 92,5 261,9 0,28 0,49 44.9 -
4V 89,5 209,6 0,23 0,53 47,2 52,0
5V 85,5 209,1 0,24 0,53 45,1 53,0
6V 87,0 185,6 0,21 0,57 49,7 -
7V 91,0 2253 0,24 0,51 46,7 443
8V 82,5 161,2 0,19 0,50 41,0 -
9V 86,0 231,6 0,26 0,50 42,9 -
10V 83,5 153,0 0,18 0,52 43,8 -
Y 84,0 199,6 0,23 0,55 45,9
12V 86,5 163,5 0,18 0,49 42,7 -
13V 85,0 2422 0,28 0,49 41,5 -
14V 84,5 146,6 0,17 0,55 46,4 49,1
Tiffany 51,8 52,1
Romanze 49,8 52,3

Index TUV- uroda/vyska; index IAV- HTZ/vyska

19 18 17 16 1514 1312 1110 9 8 7 6 5 4 3 2 1

Obr. 1: Detekcia pritomnosti génu rezistencie rym4 v homozygotnom stave pomocou molekularneho PCR
markera. Vzorky: 1- Tiffany, 2- Romanze, 3 — 19 linie (Tiffany x Romanze)F,BC;
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PREBREEDING VYCHOZICH MATERIALU JECMENE JARNIHO S
DIFERENCOVANYM OBSAHEM PRIROZENYCH SKODLIVYCH LATEK V
ZRNE PRO SLECHTENI ODRUD NESLADOVNICKEHO TYPU
PREBREEDING OF SPRING BARLEY INITIAL MATERIALS WITH
DIFFERENTIATED CONTENT OF NATURAL HARMFUL COMPOUNDS IN
GRAIN FOR BREEDING OF NON-MALTING TYPE CULTIVARS

Katefina VACULOVA' — Marta BALOUNOVA'! - Jarmila MILOTOVA?

Variability in the content of natural harmful compounds with ambivalent nutritional effects in spring barley grain could
be used for the development of new cultivars with increased nutritional grain quality for non-malting, feeding and/or
food applications. Based on the study of initial resources and assessment of nutritionally significant compounds in grain
(N-substances, starch, non-starch polysaccharides, phytate, selected phenolic acids, etc.), application of appropriate
screening methods, prebreeding of new donors, characterization of vegetative, biological and agronomic traits of newly
developed genotypes, bases for recommendations and further exploitation of these barley materials in breeding and
research have been obtained.

Key words: spring barley, natural harmful compound, ambivalent nutritional effects, prebreeding, non-malting use of
grain

Uvod

Bez ohledu na to, Zze doposud nejsou jednoznacné stanoveny obecné akceptovatelné pozadavky na
hodnotu zrna je¢mene pro krmivarské vyuziti, existuje pomérné jednoznacny nazor na pritomnost latek, které
maji minimalni vyzivnou hodnotu, snizuji krmnou kvalitu zrna nebo dokonce pisobi toxicky (Kala¢ a Mika
1997). Je¢men, obdobné jako dalsi obiloviny, obsahuje celou fadu nezadoucich, ptirozené Skodlivych latek,
které se v zrmé€ vyskytuji jako produkty sekundarniho metabolismu nebo meziprodukty zakladnich
metabolickych reakci, pfipadné jako stavebni latky bunék. K témto latkdm se fadi fytaty, neSkrobové
polysacharidy a cela skupina fenolickych latek. Na druhou stranu ale neskrobové polysacharidy, hlavné jejich
rozpustna forma, a rizné skupiny polyfenolickych latek plisobi prokazatelné pfiznivé v prevenci mnohych
civiliza¢nich chorob (Alvarez et al. 2006; Graf & Eaton 1993; Vaculova et al. 2000 aj.), takZe pro vyzivu lidi
jsou v rostlinnych produktech naopak latkami zddoucimi (Prugar et al. 2008). Jejich role je tedy ambivalentni
a méni se podle toho, zda je zrno zkrmovano nebo je vyuzito k pfimé lidské vyzivé, tedy podle konecného
spotiebitele.

Vyuziti vhodnych genetickych zdroji jako donort vyse uvedenych latek je limitovano jejich nevhodnymi
hospodatskymi vlastnostmi. Pro s§lechténi novych odrid s vysokou nutri¢ni hodnotou a pfijatelnou trovni
péstitelsky pozadovanych znakt a vlastnosti jsou uzite¢né rozslechténé vychozi materidly. Dil¢i vysledky
prebreedingu takovych vychozich donort jsou diskutovany v piedlozeném ptispévku.

Material a metody

Vybrany soubor sestaveny z vychozich donorti s waxy typem Skrobu (dale jen waxy se snizenym podilem
polysacharidu amylozy - viz. Vaculova et al. 2006), vlastnich novych linii s riznym typem zrna (pluchaté vs.
bezpluché) i diferencovanym obsahem polyfenolickych latek, resp. nizkym obsahem fytatu (déle jen lpa) a 2
standardnich (kontrolnich) pluchatych sladovnickych odrid byl péstovan v letech 2008-2009 na lokalite
Krométiz a v roce 2009 na lokalité Zabéice. V pribéhu vegetace byly porosty hodnoceny z hlediska
hospodatsky vyznamnych znak a vlastnosti, zejména napadeni chorobami (stupnici, kde 1= min. a 9= max.
rezistence). Po sklizni byl stanoven vynos zrna (v t.ha™ a v % k priiméru kontrol Annabell a Xanadu), piepad
zrna na sité 2,0 mm (v % a v % ke kontrolnim odridam) a hmotnost 1000 zrn (HTZ, v g).

Vybér novych linii s perspektivou pro dalsi vyuziti byl proveden na zékladé chemickych analyz, jejichz
vyhodnoceni je soucasti publikaci Bélakova et al. 2010; Biezinova Belcredi et al. 2010; Vaculova et al. 2010;
aj. U studovanych materiala byl sledovéan: obsah §krobu (v %, metodou podle Ewerse - CSN EN ISO 10520),
obsah N-latek (=6,25. N, v %, metodou podle Dumase, ICC 167), B-glukanti (BG v %, metodou FIA dle EBC
8.13.2), obsah pentozant (v %, spektrometricky podle Douglase), obsah fytatu a fosfatu (metodou kapilarni
isotachoforesy dle Blatny et al. 1995), kyseliny ferulové (metodou UPLC a PDA detekci). Screeningové
kolorimetrické stanoveni volného fosforu v zrn€¢ bylo provedeno podle metodiky Chen et al. (cit. Raboy,
2002 - pisemné sdéleni).

Ke zpracovani vysledkl byl pouzit software STATISTICA 8.0 (StatSoft, Inc., Tulsa, Oklahoma, USA).

Vysledky a diskuse

Obsahu neskrobovych polysacharidii (NSP) a dalsich chemickych latek ve vztahu k typu zrna a typu
Skrobu v daném souboru genotypt je vyhodnocen v publikaci Vaculova et al. (2010). Zjistili jsme, Ze se
skupiny nové vytvorenych genotypd s bezpluchym a pluchatym zrnem vzajemné statisticky prukazné lisily
obsahem vsech sledovanych latek, pficemz bezpluché mély vice BG, N-latek i Skrobu a pluchaté vice
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pentozani. Vysoky obsah pentozani byl ve vSech pfipadech v kladné korelaci s pritomnosti kyseliny
ferulové, ktera byla dominantni polyfenolickou slouc¢eninou v zrné jeémene (Béladkova et al. 2010).
Konfrontace s vysledky hodnoceni hospodaisky vyznamnych znakl ukazuje, ze vybrané materialy s
nejvyssim obsahem BG a pentozant — tedy potomstva linie KM1057 a nova linie KM2619.413.4.03 patii z
hlediska vynosu zrna k nejméné vykonnym materialim (Tab. 1). Jak plyne z uvedené tabulky, mezi waxy
typy novych linii (tedy typy se zvySenym obsahem BG) lze vybrat materialy, jejichz primérny vynos zrna
vici pluchatym kontroldm je vyssi nez 100%, bude ovSem nezbytné pocitat s tim, Ze obsah NSP v zrné
nebude maximalni. Diléi vysledky ukazaly, ze dokonce i mezi genotypy s bezpluchym zrnem byly takové,
jejichz vynos byl vys$si nez v piipad¢ pluchatych standardnich materidlti (naptiklad KM2642.416.4.5.03 a

KM2645.355/1.03).
Tab. 1

Priimérné hodnoty a homogenni skupiny vynosu zrna a piepadu na sité (Krom&fiz, Zabgice 2008-2009)

- ] typ  vynos, % 2 ptepad na 2
odrtda, komb. pedigree typ zrna skrobu e kD HS? Site, % ke K HS?
KM2640.411.7.2.11 N094609D7 x CDC Candle pluch.  waxy 119,3 hi 101,6 bedefg
KM2645.412.1.1.4.03 Nordus x CDC Candle pluch.  waxy 118,7 hi 104,3 defg
KM2460.312.00.494.3.02 (Wabet x Washonubet) x Washonubet pluch.  waxy 117,1 i 99,5 bedefg
KM2666.644.05” KM2311 x M635 pluch.  stand 112,7 fghi 103,6 defg
KM2642.416.4.5.03 N094609D7 x Merlin pluch.  waxy 111,9 fghi 100,6 bedefg
KM2454.439.99.496.4.02-2 Wanubet x KM1057 bezpl.  stand 111,0 fghi 101,8 cdefg
KM2283 1576EMM x KM2012-2703/92 bezpl.  stand 110,4 efghi 100,9 bedefg
KM2645.355/1.03 Nordus x CDC Candle bezpl.  waxy 109,5 efghi 104,7 fg
KM2678.287.7.05 KM2084 x A-84/99 bezpl.  stand 109,4 efghi 97,4 abedef
KM2645.412.1.1.1.03 Nordus x CDC Candle bezpl.  waxy 107,9 ghi 99,3 bedefg
KM2691.290.1.05> M422 x KM2311 pluch. stand  107,6  defghi 104,6 efg
KM2454.439.99 Wanubet x KM1057 bezpl.  waxy 103,4 cdefghi 96,8 abcdef
KM2620.352/9.03 CDC Candle x Nordus bezpl.  waxy 101,9  cdefghi 103,8 defg
KM2283.694/6.05 1576EMM x KM2012-2703/92 bezpl.  stand 101,8  cdefghi 103,5 defg
Xanadu pluch.  stand 101,6  cdefghi 99,1 abcdefg
KM?2283.654/4.05 1576EMM x KM2012-2703/92 bezpl.  stand 101,3  cdefghi 103,7 defg
Annabell pluch.  stand 98,5  bedefghi 100,9 bedefg
KM?2283.653/9.05 1576EMM x KM2012-2703/92 bezpl.  stand 96,5  bedefghi 105,1 fg
KM?2283.654/6.05 1576EMM x KM2012-2703/92 bezpl.  stand 96,3  bedefghi 101,1 bedefg
KM2696.648.13.0” M635 x KM2283/279skl1.01 bezpl.  stand 96,1 bedefghi 103,8 defg
KM 2084 KM1628C-23/90 x CES99 bezpl.  stand 95,7 cdefghi 101,1 cdefg
KM2646.417/2.03 Nordus x HB803 bezpl.  waxy 95,7  bedefghi 104,9 fg
KM2642.416/5.03 No094609D7 x Merlin bezpl.  waxy 90,7  abcdefghi 107,6 g
KM2665 KM2311 x KM1910 bezpl.  stand 89,6  abcdefghi 102,5 cdefg
KM2642.74.04 No094609D7 x Merlin bezpl.  waxy 86,9  abcdefghi 103,2 defg
KM2640.411.7.3.12.03 No094609D7 x CDC Candle bezpl.  waxy 84,6  abcdefghi 101,0 bedefg
KM 1910 KM1057 x Galan bezpl.  stand 84,6 bedefgh 101,6 defg
Wanubet bezpl.  waxy 83,1  abcdefghi 97,3 abcdef
KM2642.416.4.3.03 N094609D7 x Merlin bezpl.  waxy 80,5  abcdefghi 103,9 defg
KM2645.412.5.1.12.03 Nordus x CDC Candle bezpl.  waxy 80,4  abcdefghi 99,4 abcdefg
KM2624.102.04 HB803 x Nordus pluch.  waxy 80,0  abcdefghi 103,3 defg
KM2551.469.1/02 HB803 x N092K0015D22 bezpl.  waxy 75,4  abcdefghi 101,2 bedefg
KM1057-1906.223.1.05 KM1282 x Hiproly bezpl.  stand 73,6  abcdefgh 100,6 bedefg
KM2454.439.99.496.4.02-1 Wanubet x KM1057 bezpl.  waxy 72,0  abcdefgh 92,0 ab
KM1057-1906.224.5.05 KM1282 x Hiproly bezpl.  stand 69,6 abcdefg 100,9 bedefg
KM1057-1906.225.1.05 KM1282 x Hiproly bezpl.  stand 68,7 abcdefg 97,3 abedef
KM1057-1906-262-06 KM1282 x Hiproly bezpl.  stand 66,7 abcedefg 94,6 abed
KM1057-1906-257-06 KM1282 x Hiproly bezpl.  stand 62,6 abedef 94,9 abede
KM2646.415/4.03 No094609D7 x HB803 bezpl.  waxy 61,8 abcde 104,7 fg
Nudimelanocrithon bezpl.  stand 60,3 abed 100,4 bedefg
KM1057-1906.225.2.05 KM1282 x Hiproly bezpl.  stand 58,4 abc 89,7 a
KM2619.413.4.03 CDC Candle x N0o94609D7 bezpl.  waxy 57,1 abc 95,4 abedef
KM1057-1906.227.1.05 KM1282 x Hiproly bezpl.  stand 54,8 abc 98,3 abcdefg
KM1057-1906.227.2.05 KM1282 x Hiproly bezpl.  stand 50,0 ab 95,8 abedef
Abyssinian 1139 bezpl.  stand 42,4 a 92,8 abc

. K-primér standardnich odrid; J_{S - homogenni skupiny oznacené odlisSnymi pismeny ve sloupci se prikazné lisi (P<0.05); ?_ linie se
zvySenym obsahem volného fosfatu

Uvadi se, Ze podstatnym negativnim jevem provazejicim tvorbu a selekci bezpluchého jeCmene s waxy
typem Skrobu je niz8§i hmotnost obilek (Vaculova et al. 2006). Nase dil¢i vysledky ziskané pfi hodnoceni
vybrané skupiny genetickych zdrojti, novych linii a standardnich odrtd ale tyto zavéry nepodporuji (Obr. 1).
Pfepad zrna na sité u bezpluchych linii byl vyssi v piipad¢ waxy materidlti a to zejména na lokalité¢ Krométiz.
Zde sice linie se standardnim typem zrna piekonaly waxy genotypy, aviak na lokalité Zab&ice tomu bylo
pravé naopak. Je mozné, Ze se na danych vysledcich podepsal suchy ro¢nik 2009, ktery pisobil ve sméru
redukce celkového vynosového potencidlu. Nase zkusenosti ukazuji, Ze v letech s méné ptiznivym prub&hem
vegetace pro rdst a vyvoj jarniho jeémene je pokles produktivity u bezpluchého typu mnohem mensi nez u
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jecmene s pluchatym zrnem. Vysledky naopak ukazaly, Zze waxy typy reagovaly dokonce Iépe nez genotypy
se standardnim slozenim Skrobu, bez ohledu na to, zda mély bezpluché nebo pluchaté zrno.
Uvedené  vysledky
vyzaduji potvrzeni v

o ; ' 120 ' ' dalsich  péstebnich
S 2 110 . Lox
& 94 = letech. Nicméné
2 92 MM 100 ’ r sy
E e = 90 vicelet¢ pozorovani
2290 m L s
g é 88 g 80 prokazuje, ze vyuziti
£ 8¢ > 70 konkrétnich  donord
82 60 = jako matetského nebo
bezpl.  pluch. bezpl.  pluch. otcovského formy pfi
Typ zrna Typ zrna hybridizaci piinasi
&8 Typ skrobu - waxy odlisné vysledky, a to
B3 Typ skrobu - standardni nejen u vynosovych
znakd, ale i v pfipadé
- gg T ; _ 110 T " kvality zrna.
S o4 S 100
£ 3(2) % 90 Obr. 1 - Variabilita
2 E g8 g 80 pramérnych hodnot
g gg > 70 vynosu zrna (% ke K)
2 60 a prepadu zrna na sité
KM Zab. KM Zab. (%) u genotypt s
Lokalita Lokalita waxy a standardnim
typem skrobu v
zévislosti na typu
zrna a péstebni
lokalité

Hodnoceni variability vynosu zrna vici standardnim odrtidam, prepadu na sit¢, HTZ, obsahu NL a skrobu
zpusobené faktory proménlivosti (tedy lokalitou a matefskym, resp. otcovskym genotypem) ukazalo, ze
volba vhodného genotypu do kiizeni miize ovlivnit vSechny sledované znaky a ukazatele (Tab. 2).

Tab. 2 Zejména v piipadé
Vliv zdroji proménlivosti na variabilitu hospodai'sky vyznamnych znakt a §kyol?u o byl
chemické slozeni zrna pejyy? naronnej Sl, a.l
2droj NS jediny prukazvny' zdrqj
anlivost] df - T - - B pyo.menhvosn.
promenlivosti vynos zrna’__prepad HTZ  N-latky  skrob Vzajemné interakce s
lokalita 1 14267,0%** 526,9%** 3708*% 10,18%* 8,56 lokalitou se projevily
matka 13 1649,0%%*  398%* 03 29%kx 2 ggkx 55 15%x+  jak v piipadé vynosu
lokalita x matka 13 546,2%  713%** 787 0,81 1,92 zta, tak i podilu
chyba 62 264,00 1400 925 0,95 3,61  Predniho zma, avsak
lokalita 1 14152,5%%* 544.0%%* 2719 11,61*** 905 specifickou  kvalitu
otec 16 1542.8%%%  38.3%% 73.00%%% 4 13kkk 4744%es 0OVYCD  materidl
lokalita x otec 16 555.7%*%  60.5%** 681 070 196 iiﬁ{?fovaﬁejgvéﬁiﬁ’iiﬂ
chyba 56 202,30 13,00 1093 0,55 3,17 faktory.
Y _ viz. Tab. 1; *P<0.5; **P<0.01; ***P<0.001 V piipadé platnosti

kladného vztahu mezi
HTZ, obsahem BG a $krobu, jak uvadéji Vaculova et al. (2010), by byl realny prebreeding genotypt s
bezpluchym zrnem, standardnim typem Skrobu a dobrym podilem ptedniho zrna, coz nasSe dilé¢i vysledky
potvrzuji. Pii dal$i praci s novymi liniemi je ale nutné vénovat pozornost i Grovni dalSich hospodarky
vyznamnych znakl, zejména odolnosti vic¢i nezadoucim biotickym i abiotickych faktorim. Pfesto, Ze byl
vyslechténim série linii bezpluchého jeCmene, jez maji ve svém genotypu gen rezistence vici padli mlo,
dosazen vyznamny posun v feSeni otdzky odolnosti padli travnimu, dalsi choroby (jako rez je¢na, hnéda
skvrnitost, ramularia, apod.) stale pfedstavuji vyznamné riziko pfi péstovani je¢mene jarniho.

Pro dalsi krmné vyuziti jsou v souboru zahrnuty i nové genotypy (viz. Tab. 1), které byly vytvofeny
hybridizaci s Ipa donory. Jejich vybér byl proveden screeningovou kolorimetrickou metodou, ktera stanovuje
volny anorganicky fosfor v zrné (viz. napt. Vaculova et al. 2003) a potvrzen analyzami obsahu fytatu a
fosfatu kapilarni isotachoforesou (Kvasnicka 2009, pisemné sdéleni). I kdyz u téchto materiali je doposud
problémem urovenn morfologické vyrovnanosti, ukazuje se, ze budou dobrymi vychozimi zdroji pro dalsi
tvorbu krmnych genotypt je¢mene jarniho s pluchatym i bezpluchym zrnem.
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Zavér

Vysledky hodnoceni tirovné hospodaisky vyznamnych znakd a vlastnosti nové vytvorenych genotypt s
variabilnim obsahem pfirozené skodlivych i dalsich latek zrna s ambivalentnim nutri¢nim G¢inkem ukazaly,
ze byl vytvoren soubor vychozich zdrojti, vhodnych pro dalsi slechtitelskou nebo vyzkumnou praci. Obdobné
jako v klasickém Slechténi hraje i v prebreedingu donorl pro Slechténi nesladovnického je¢mene roli jak
volba rodi¢ovskych donord, tak i zkuSebni lokalita. Pfenos specifickych kvalitativnich vlastnosti je ovSem
témeét vyhradné genetickou zalezitosti. Prebreeding donort s geneticky determinovanym sniZenym nebo
naopak zvySenym obsahem sledovanych chemickych latek zlepSuje jejich potencidlni vyuzitelnost v
lokalnich péstebnich podminkach a znamena vyznamnou ¢asovou a finanéni usporu pro Slechténi novych
odrud nesladovnického typu jeCmene.

Podékovani: Tento prispévek byl vypracovany s vyuzitim vysledki feSeni projektd MZe-NAZV €.
QHI91053 a QH72251 a MSMT - projekt MSM2532885901.
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HODNOTENIE TERMOSTABILITY STARYCH A NOVYCH ODROD PSENICE
LETNEJ FORMY OZIMNEJ (TRITICUM AESTIVUM L.) A JEJ DIVOKO
RASTUCICH PREDCHODCOV
THERMOSTABILITY ASSESSMENT OF OLD LANDRACES AND NEW
GENOTYPES OF WINTER WHEAT (TRITICUM AESTIVUM L.) AND ITS
WILD-GROWING ANCESTORS

Andrea VALIGUROVA — Marian BRESTIC

The temperature is a significant abiotic environmental factor, which negatively influences protection mechanisms of
plants in its natural ecosystems. The aim of the work was to determine thermal limits of photosynthesis in 23 winter
species of Triticum and Aegilops landraces, which were cultivated in the field conditions of CVRV Piestany, Slovak
republic. We devided this species to 3 groups: I* wild-growing relatives of wheat, 2" old slovak original varieties of
wheat and 3" new slovak and foreign varieties of wheat. In laboratory conditions were the leaf segments exposed to
graded temperatures (38 °C and advanced), 30 minutes on each centigraded level. Before and after exposure
measurements of fast chlorophyll a fluorescence kinetics were made with fluorimeter Handy Pea (Hansatech, GB).
Results have proved evident differences in thermostability of photosynthetic apparatus between the measured species and
ecotypes, which could be addition in improvement process for more ecostabile wheat genotypes against climatic
Sfluctuation demonstrative in latter centuries.

Key words: Aegilops L., Triticum L., thermotolerance, high temperature effect, photosynthetic performance

Uvod

Vysoké teploty mézu poskodit’ fotosynteticky aparat na réznych Strukturalnych trovniach. Niektoré
poznatky poukazuji na citlivost, napr. fotosystému II (PS II), resp. fotosystému I (PS I), na Grovni
prenasacov  elektronov, aktivity Calvinovho cyklu apod. (Sharkey 2005). V poslednom ¢ase bolo
publikované mnozstvo prac konstatujucich zvySenu citlivost’ kyslik uvolfiujuceho komplexu, tzv. OEC, na
donorovej strane PSII (Yamane et al. 1998). Vysoka teplota moze taktiez viest k roznym funkénym
porucham, napr. k fyzikalnej separacii svetlo zberného komplexu (LHCII) z jadrového komplexu PSII.
Cielom nasej prace bolo zhodnotit' termalnu stabilitu fotosyntetického aparatu starych a novych odrod
pSenice letnej formy ozimnej a jej divoko rastucich predchodcov druhu Aegilops po exponovani zvySenym
teplotam.

Material and metédy

Fotosyntetické reakcie na vysoké teploty boli Studované na 23 kultivovanych genotypoch ozimin (10
novych odrdd a 5 starych odréd pSenice letnej formy ozimnej (Triticum aestivum) a 8 odrdd jej divoko
rastiicich predchodcov druhu Aegilops, s o¢akévanim, ze niektoré budu relativne citlivé k vysokym teplotam
a niektoré z nich relativne termotolerantné. Merania boli realizované metodu rychlej kinetiky fluorescencie
chlorofylu a (Handy Pea, Hansatech, GB), aplikaciou tzv. OJIP testu (Strasser et al. 2000). Listové segmenty
boli exponované na vysoké teploty (38-40-42-44-46 °C), 30 minut na kazdej teplotnej urovni. Segmenty
listov boli adaptované na tmu, merania rychlej kinetiky fluorescencie boli realizované pred a po expozicii
kazdej teplotnej urovni (38 °C a vyssie). Merania na vSetkych teplotnych trovniach boli zopakované Styrikrat
s tromi opakovaniami na kazdej odrode na kontrolnych a stresovanych listoch.

Vysledky a diskusia

Zvysenie listovej teploty a fotosyntetickej hustoty pradenia fotdénov ovplyviluje termotolerancné
prispdsobenie PSII, naznacuje potencial optimalizovat’ fotosyntézu pocas meniacich sa environmentalnych
podmienok tak dlho, az kym nie si dosiahnuté termalne limity (Salvucci and Crafts- Brandner, 2004;
Marchand et al. 2005). Z mnohych publikovanych prac vyplyva, ze PSII je vysoko termolabilny a jeho
aktivita je vel'mi redukovand alebo Ciastoéne zastavena pocas vysokych teplét (Camejo et al., 2005).
Teplotny stres moze viest' k disociacii kyslik uvolnujuceho komplexu (OEC-Oxygen Evolving Complex),
vyplyvajic z porusenia rovnovahy medzi elektronovym tokom z OEC na stranu akceptora PSII v smere
reakéného centra PSI (De Ronde et al., 2004), ¢o sa prejavuje zvySenim hodnét minimalnej fluorescencie
(Fy). Tieto zmeny boli sledované taktiez pri naSich pokusnych meraniach fluorescencie chlorofylu a pri
jednotlivych teplotnych stupiioch od 38 °C po 46 °C (Obr. 1).
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Obr. 1: Analyza kinetiky fluorescencie chlorofylu a (OJIP — test) kontrolnych a teplom stresovanych rastlin
Triticum a Aegilops

Z obrazku 1 vyplyva, Zze vysoka teplota vyznamne ovplyvnila primarne procesy fotosyntézy. Merania
uskutoénené uz pri 38 °C teplotach ukazali na inhibiciu kyslik uvolfiujuceho komplexu (OEC). Pri 40 °C je
mozno vidiet’ vyraznejsiu separaciu Casti svetlo zberného komplexu z PSII pokles maximalnej fotochemicke;j
efektivnosti PSII (finlny bod priebehu fluorescencie chl a v ¢ase 1000 ms). VysSie teploty (42, 44 a 46 °C)
sposobili vyraznejSiu inhibiciu primarnych fotosyntetickych procesov. Medzi novymi a starymi odrodami
pSenice boli nepreukazné rozdiely; nové odrody vSak dokazali lepSiu termotoleranciu ako staré odrody
pSenice. Na zaklade predbeznych vysledkov mozeme predpokladat, ze druh Aegilops ma o nieco lepSiu
termotoleranciu ako druh Triticum. Potvrdzuju to aj d’al§ie nepublikované vysledky kvantifikicie maximalnej
fotochemickej efektivnosti PS II (Fv/Fm), ako aj na tzv. nulovej fluorescencii (Fy). Tieto sa ukazuju ako
vhodné parametre pre determinaciu vplyvu teplotného stresu a rozdielov v termostabilite fotosyntetického
aparatu.

Zaver

Vysledky preukézali rozdiely v termostabilite fotosyntetického apardtu medzi meranymi druhmi a
ekotypmi. Tieto vysledky by mohli prispiet’ k vyberu vlastnosti pouzitel'nych v $lachtitel'skych programoch
pre zlepSovanie tolerancie pSenice voci abiotickym stresom a tvorbu ekostabilnejSich genotypov vodi stale
meniacim sa podmienkam prostredia.

Pod’akovanie: Praca bola podporena projektom VEGA 1/0807/09 a projektom APVV-0770-07
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MOLEKULARNI MARKERY PRO HMW PODJEDNOTKY GLUTENINU
U TRITIKALE
MOLECULAR MARKERS FOR HMW GLUTENIN SUBUNITS IN TRITICALE

Tomas VYHNANEK' — Eva HALOUZKOVA! — Petr MARTINEK?

The allele constitution for high-molecular-weight (HMW) glutenin subunits was analysed in 15 genotypes of winter
triticale (varieties and breeding lines). Amplified DNA frangments of HMW glutenin subunits Glu-1 alleles were
separated by agarose slab-gel electrophoresis. Differences among all three alleles at the locus Glu-Al (1a, 1b and 1c)
were found by primers PS1 — PS3. Five allelic combinations (1la+20, 1a+2s, 1la+2z, 1b+2a and 1b+20) were detected at
the locus Glu-B1 by pimers PS4 — PS7. The allele Glu-D1d (HMW subunits 5+10 — marker good bread-making quality)
was detected in breeding lines that carried translocations of segments of wheat chromosome 1D to rye chromosome 1R
only. We would like to optimise allele-specific DNA markers for detection of alleles for good bread-making quality. The
identifocation of wheat Glu-1 alleles using DNA markers can be used for early marker-assisted selection (MAS) of
triticale genotypes with good bread-making quality

Key words: triticale, HMW glutenin subunits, Glu-1, DNA markers

Uvod

Standardné vyskytujici se odridy tritikale nejsou vhodné pro pekarenské zpracovani. V poslednich deseti
letech byly nalezeny donory a geneticko-Slechtitelské postupy, které by mohly umoznit zasadni zlepSeni
technologickych parametri zrna tritikale a tim pfispét k rozsifeni jeho vyuzitelnosti v potravinarském
primyslu (Maté&jkova et al. 2009). Z tohoto divodu se domnivame, Ze je dulezité zabyvat se Slechténim
tritikale a vyzkumem jeho gluteninovych alel, které jsou zodpovédné za technologickou jakost zrna.

Vramci Slechtitelského programu tritikale na pekafskou kvalitu roste vyznam selekénich metod
umoznujicich predikci technologické kvality. Mezi tyto metody patii polyakrylamidova elektroforéza
zasobnich proteini obilky (SDS-PAGE a A-PAGE) (Payne & Lawrence 1983), pfipadné jejich
chromatografické stanoveni (RP-HPLC) (Wieser et al. 1998) a kapilarni elektroforéza (Bean & Lookhard
2000). Stale vice se rozviji i aplikace molekularnich markert na trovni polymorfizmu DNA (Salmanowicz a
Dylewicz 2007).

Cilem prace bylo pomoci molekularnich (DNA) markerti charakterizovat alelické sloZeni lokusu Glu-1
u vybranych genotypu tritikale.

Material a metody

Identifikace alel lokusu Glu-1 determinujici HMW podjednotky gluteninti byla stanovena u 15 genotyp
tritikale (tab. 1). Smésné vzorky osiva byly ziskany z firmy Agrotest fyto, s.r.o. Krométiz. Pro molekularni
analyzy byla genomickda 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
zjisténa spektrofotometricky (Picodrop). Pro detekci jednotlivych alel lokusu Glu-1 byly pouzity primerové
kombinace PS1 az PS7 (Lafianrda et al. 1997; De Bustos et al. 2000). Reakéni smés o celkovém objemu 25
pl obsahuje 30 ng templatové DNA, 0,5 U Taq polymerazy (Promega, USA). 1x odpovidajici pufr, 7,5 uM
kazdého primeru a 0,1 mM kazdého dNTP. Teplotni a Casovy profil vychdzel z prace Salmanowicz a
Dylewicz (2007). Pro primerovou kombinaci PS3 byla optimalizovana teplota annelingu (nasedani primeri)
(Vyhnanek et al. 2009). Elektroforeticka separace probihala na 1-1,5 % agarosovém gelu (barveni ethidium
bromidem) a vysledné produkty byly srovnany s velikostnimi standardy.

Tabulka 1: Analyzované genotypy tritikale

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- | translokace 1R.1Ds.4-2 | Linie vytvofené v Krométizi se zlepSenymi pekatskymi
08, V2-45-08 parametry obsahujici rizné typy translokaci chromosomu
V3-6-08, V3-41-08 | translokace Valdy IR, které vytvofil A.J. Lukaszewski v USA.
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Vysledky a diskuze

U vétsiny analyzovanych genotypi (86,7 %) byla detekovana alela Glu-1Ab (kédujici Glu-1Ax2*) (tab.
2). Vyjimkou byly odridy Pawo s alelou Glu-1Aa (Glu-1Ax1) a odrida Leontino s alelou Glu-1Ac (Glu-
1AxNull). V piipad¢ odridy Palomino byly v riznych izolacich detekovany dveé rizné alely. Jednalo se o
alely Glu-Alb a Glu-1Ac. Vyuziti smésnych vzorki pro izolaci genomické DNA neumoziiuje konstatovat zda
se jednd o pfimés ciziho genotypu nebo o heterozygotni konstituci. Pro tyto ucely by byla nutna analyza
z jednotlivych rostlin. Nejvétsi zastoupeni v lokusu Glu-B1 méla alela Glu-Bla+2s (60 %), ktera koduje
bilkovinné HMW podjednotky Glu Bx7+By18*. Dale byly detekovany alely Glu-Bla+2z (x7+y20*), Glu-
Bla+20 (x7+y8*), Glu-Blb+2a (x7*+y8), a Glu-Blb+20 (x7*+y8%*). Stejnych vysledkti u odrud Baltiko a
Pawo dosahli Salmanowicz a Dylewicz (2007). Alela Glu-D1d (s HMW podjednotkami 5+10) byla
detekovana pouze u §lechtitelskych linii z Krométize. Vyznacuji ptitomnosti translokovanych segmentt z 1D
v chromosomech 1R.

Tabulka 2: Alelické sloZeni v lokusu Glu-1

Genotyp Alely v lokusu Glu-1
Glu-Al Glu-B1 Glu-D1

Agrano b la+20 -
Baltiko b la+2s -
Benetto b la+2z -
Leontino C la+2s -
Madilo b la+2z -
Mungis b la+20/2a -
Nazaret b la+2s -
Palomino b/c 1b+2a -
Pawo a 1b+20/2a -
SW Talentro b la+2s -
V2-18-08 b la+2s d
V2-36-08 b la+2s d
V2-45-08 b la+2s d
V3-6-08 b la+2s d
V3-41-08 b la+2s d
Zavér

Jsou identifikovany alely lokusu Glu-1 pro vysokomolekularni bilkovinné (HMW) podjednotky glutenint
u 15 genotypu tritikale. U béznych odrid tritikale s kompletnim zitnym genomem jsou zpravidla pfitomny
pouze HMW gluteninové alely na chromosomech 1A a 1B, pfi¢emz chromosom 1R nese sekalinové lokusy
(Sec-1 a Sec-3), které jsou spojovany s obtiznou vyuzitelnosti tritikale pro pekaiské ucely. Linie
s translokacemi chromosomu 1R obsahujici alelu Glu-D1d se projevuji ptitomnosti podjednotek 5x+10y,
které jsou markerem vyborné pekaiské jakosti u pSenice. Dobrd znalost jednotlivych gluteninovych a
sekalinovych alel u tritikale a jejich dil¢iho vlivu na pekafskou jakost alel (gluteninové skére) muze byt
cilen¢ vyuzita ke Slechtitelskému zlepSovani pekarenskych vlastnosti tritikale.

Podékovani: Prace vznikla za finanéni podpory Ministerstva $kolstvi mladeze a télovychovy Ceské
republiky MSM2532885901.
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VYBER SLOVENSKYCH ODROD PSENIC VHODNYCH PRE PRENOS
GLUTENINOVYCH ALEL
SELECTION OF SLOVAK WHEAT GENOTYPES CONVENIENT FOR
TRANSFER OF GLUTENIN ALLELS

Katarina ZIRKELBACHOVA — Sotia GAVURNIKOVA — Pavol HAUPTVOGEL

Wheat quality depends on protein composition and grain protein content. High molecular weight glutenin subunits
(HMW-GS) play an important role in determining the viscoelastic properties of gluten. The aim of our study was evaluate
11 slovak wheat genotypes for technological quality and select genotypes convenient for transfer of glutenin allels with
unknown effect. Slovak wheat genotypes convenient for transfer of glutenin allels are Bona Dea and IS Karpatia (the
most high technological quality, class E and strong flour) and genotypes Pavlina and Venistar (class B, weak flour).

Key words: wheat, slovak wheat genotypes, technological quality, farinograf

Uvod

Gluteninové bielkoviny tvoria 35-40% bielkovin pSeni¢nej miky. HMW-GS su tvorené z podjednotiek
s vysokou relativnou molekulovou hmotnostou (M, > 10°, stabilizovanych medzimolekulovymi
disulfidickymi vézbami. HMW-GS si vyznamné z hladiska ich vztahu k pekarskej kvalite muky.
Sledovanim vztahu jednotlivych HMW-GS a pekarskej kvality pSenice bolo zistené, ze existuje medzi nimi
suvislost. Zasadny vplyv na kvalitu miky ma aj kvalitativne zastapenie jednotlivych HMW-GS a ich
kombinacie. Kolster et al. (1991) tvrdi, ze HMW-GS zodpovedaji za 20% celkovej variability objemu
bochnika. Podl'a tych istych autorov k variabilite objemu bochnika prispieva epistaticky efekt lokusu Glu-1,
teda vplyv alelickej variability v lokusoch Glu-1A a Glu-1B zavisi od pritomnosti alel lokusu Glu-1D.

Ciel'om nasej prace bolo zhodnotit’ technologickl kvalitu slovenskych odréd psSenice a vybrat’ vhodné
slovenské genotypy pre prenos gluteninovych alel s neznamym efektom.

Material a metédy

Na hodnotenie technologickej kvality sme pouzili 11 slovenskych odréd psenice letnej formy ozimnej
(Triticum aestivum L.) — Alacris, Astella, Bona Dea, Genoveva, Ilona, IS Karpatia, Markola, Pavlina, Sarlota,
Torysa, Venistar. Kvalitativne parametre boli stanovené podla nasledovnych metdd: objemova hmotnost’
podl'a STN 46 1011 cast’ 5, obsah dusikatych latok (Nx5,7) spektrofotometricky (NIRSystem 6500, Silver
Spring, MD), obsah mokrého lepku a napucavost’ podl'a STN 46 1011 cast’ 9, sedimentacny index, Zelenyho
test podl'a STN ISO 5529, ¢islo poklesu podl'a STN ISO 3093, farinografické ukazovatele (vdznost’ vody,
vyvin cesta, stabilita cesta, méknutie cesta po 10 min., méknutie cesta po 12 min., ¢islo kvality) podl'a ICC—
Standard Nr. 115/1. Ukazovatele, ktoré su sticastou normy STN 46 1100-2: Zrno potravinarskej pSenice
letnej, sme porovnavali s minimalnymi, resp. maximalnymi hodnotami pre jednotlivé spdsoby vyuzitia.

Vysledky a diskusia

Tabulka 1 uvadza namerané zakladné technologické parametre. Podla STN 46 1100-2: Zrno
potravinarskej pSenice letnej zrno potravinarskej pSenice letnej zarad'ujeme do 4 tried kvality:

E — elitnd, A — Standardna, B — ustanovuje minimalne poziadavky na kvalitu pre intervencny nakup pSenice,
P — pecivarenska.

Na zaklade nami ziskanych hodnét do triedy kvality E mézeme zaradit’ odrody Bona Dea a IS Karpatia.
Triedou kvality A sa vyznacovali 4 odrody (Alacris, Genoveva, Ilona, Markola) a triedu kvality B vykazovali
odrody Astella, Pavlina, Sarlota, Torysa, Venistar.

Z hladiska farinografickych ukazovatel'ov odrody Ilona a IS Karpatia m6zeme priradit’ k silnym mukam,
odrody Alacris a Bona Dea sa vyznacovali hraniénymi hodnotami medzi strednou a silnou miikou a k slabym
mukam moézeme priradit’ odrody Pavlina a Venistar. Tabul'ka 2 uvadza namerané hodnoty farinografickych
ukazovatelov.

Silnd muka je takd, ktord pri spracovani na cesto viaze velké mnozstvo vody, optimum svojich
fyzikalnych (reologickych) vlastnosti dosahuje pomaly, cesto si dobre uchovava svoj povodny tvar
(nerozplyva sa). Opakom je muika slabd, ktord ma mensiu vaznost’, rychlo dosahuje optimum, ale ho aj rychlo
straca. Vyrobok ma sklon k rozplyvaniu, senzorické vlastnosti su ¢asto nevyhovujuce (Hampl & Piihoda
1985).

Zaver

Na zaklade zhodnotenia technologickej kvality analyzovanych 11 slovenskych odréd pSenice letnej,
odporucame pre prenos gluteninovych alel s neznamym efektom pouzit’ odrody Bona Dea, IS Karpatia, ktoré
sa vyznacuju triedou kvality E a patria k silnym mukam a naopak pre porovnanie si vhodné pre prenos
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gluteninovych alel s neznamym efektom odrody Pavlina a Venistar, ktoré sa vyznacuju triedou kvality B
a patria k mikam slabym (nizka viznost’ vody, kratky ¢as vyvinu cesta, nizke Cislo kvality).

Tabul’ka 1: Zakladné technologické parametre hodnotenych slovenskych odrod psenice

. . , oy , Sedimentacny < Trie‘da
Objemova Obsah Mokry lepok | Naptcavost . iy Cislo kvality
Odroda hmotnost’ bielkovin v suSine lepku mzctl)éfoil)a poklesu | podla STN
(/1] [%] (%] [ml] [ml}]/ [s] 46 1100-2
Alacris 783 12,0 30,8 7 45 338 A
Astella 771 11,4 27,7 7 35 272 B
Bona Dea 789 12,8 34,1 6 42 333 E
Genoveva 795 11,9 29,0 5 30 291 A
Tlona 786 11,7 292 7 40 344 A
IS Karpatia 798 12,6 32,1 7 50 350 E
Markola 777 12,2 27,6 7 35 252 A
Pavlina 784 11,1 26,6 5 24 299 B
Sarlota 789 11,5 27,4 6 32 326 B
Torysa 736 11,1 26,2 6 26 319 B
Venistar 795 10,9 26,3 5 24 322 B
Tabul'ka 2: Farinografické hodnoty slovenskych odrod pSenice
Miéknutie Miknutie
Odroda Véznost’ V}'/Vin. cesta Stabilitg Cef;?n?g dl 0 cerslz?n;.)(()) dl 2 Farino gr. Sila miik dr
vody [%] [min] cesta [min] o : . gislo kvality | »11@ muky podlia
zaciatku d051.ahnut1a Farinografu
testu [FJ] maxima [FJ]
Alacris 60,1 3,9 5.6 44 68 78 strednd/silna
Astella 54,9 2,5 5.6 49 68 69 stredna
Bona Dea 60,8 3,8 3.9 52 80 70 strednd/silna
Genoveva 60,8 3,9 3,5 74 118 64 stredna
Tlona 59,0 42 5,1 43 63 80 silna
IS Karpatia 60,4 4.4 57 40 63 85 silna
Markola 56,3 22 3,9 77 95 54 stredna
Pavlina 53,1 1,2 1,3 110 120 21 slaba
Sarlota 53,7 1,4 43 66 76 56 stredna
Torysa 61,0 2,0 2.4 100 113 40 strednd
Venistar 52,9 1,4 1,8 87 101 28 slaba

Pod’akovanie: Tato §tadia vznikla vd’aka podpore v ramci OP Vyskum a vyvoj pre projekt: Vyvoj
novych typov rastlin s geneticky upravenymi znakmi hospodarskeho vyznamu ITMS: 26220220027,
spolufinancovany zo zdrojov Eur6épskeho fondu regionalneho rozvoja.
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HODNOTENIE POPULACII PSENICE LETNEJ F. OZIMNA PRE TVORBU
DIHAPLOIDOV
EVALUATION OF WINTER WHEAT POPULATIONS FOR DIHAPLOID
PRODUCTIONS

Alzbeta ZOFAJOVA — Jozef GUBIS — Marcela GUBISOVA — Stefan MASAR — Katarina
BOJNANSKA — Michaela HAVRLENTOVA

Grain yield formation traits in 8 F3 and F4 winter wheat populations (as donor plants for anther culture) were evaluated
in the field experiment in 2009/10. Due to high within population variability mainly in plant height and awns, positive
selection was recommended before in vitro technique application. By simple rapid test, plants with grain colour
comparable to control cultivar Indigo (purple pericarp) were detected.

Key words: grain yield formation traits, grain colour, anther culture

Uvod

Tvorba dihaploidnych linii technikou pelnicovych kultir po spontdnnom alebo indukovanom zdvojeni
chromozomov je rychlou metdédou pre ziskanie homozygotnych linii v slachtitel'skych programoch psenice.
Proces $l'achtenia sa stava efektivnej$im a skracuje sa doba pri ozimindch o 3 az 7 rokov (Tuvesson et al.
2007). Ako donorové st odporucané selektované rastliny pocnuc generaciou F2 (Pauk et al. 2003). Cielom
vyberov je eliminovat’ negativne faktory ako s najmé vyska a nachylnost’ na choroby. Preto v zavislosti od
rodicovskych odréd a od nutnosti negativnej selekcie v skorych generaciach po krizeni ako vhodnymi pre
tvorbu dihaploidov sa javia aj generacie F3 a F4.

Ciel'om vyskumu bolo zhodnotit’ populacie psenice letnej f. ozimna v zakladnych urodotvornych znakoch
a vo farbe zrna a technikou pelnicovych kultar ziskat’ dihaploidy.

Material a metédy

Vo vegetacii 2009/10 sme v pol'nom pokuse bez opakovania hodnotili 8 populécii pSenice letnej f.
ozimné generacii F3 (6 populacii) a F4 (2 populécie), ktoré pochadzali zo §Fachtitel'ského programu z VSS
Viglas-Pstrusa, ktory je zamerany na tvorbu farebného zrna. V priebehu vegetacie sme pozorovali bezné
fenologické znaky, z ktorych uvaddzame zakladné Grodotvorné znaky, ktoré sme zistili rozborom klasov.
Jednotlivé populacie boli nevyrovnané vo vyske porastu a v ostitosti klasov. Zber klasov a nésledné rozbory
a analyzy sme uskutoc¢nili podla tried znakov a ich kombindcii (rastliny — vysoké, nizke, klasy — ostinaté,
bezostinaté) (tab. 1). Vytvorili sme ,,subpopuléacie® s 20 az 30 klasmi. Pre ziskanie dihaploidov technikou
pelnicovych kultur sme vyuzili postup podla Pauk et al. (2003). Farbu zrna sme stanovili pomocou rychleho
testu, ktory publikovali Ram et al. (2002), pricom ako referen¢né odrody sme pouzili Indigo (purpurova farba
zrna) a Heroldo (biela farba zrna). Subjektivne hodnotenie farby bolo v rozsahu 1 (Heroldo) az 9 (Indigo).

Vysledky a diskusia

Vzhladom na diverzifikované rodi¢ovské odrody vécsina populdcii bez ohladu na generaciu bola
nevyrovnana vo vyske a pri 4 populaciach sa vyskytovali klasy ostinaté a bezostinaté (tab. 1). Populaciu F3
pod oznaéenim 111 sme podla farby zrna este pred sejbou rozdelili do dvoch kategorii a pod ¢islom 1 je
vedena populacia, ktora pochadzala zo zrna svetlejsej farby a pod 2 tmavsej farby (na zaklade vizualneho
posudenia). Pri populaciach, ktorych rastliny mali rozdielnu len vys$ku sa varia¢né rozpétie pohybovala od 7
cm (F3 48) do 31 cm (F4 7). Naopak, pri d’alSej populacii F4 8 bol rozdiel vo vyske rastlin iba 9 cm, ¢o bolo
ocakavané, vzhl'adom na generaciu §lachtenia. Rastliny s vyskou menej ako 100 cm bolo mozné selektovat’ z
populacii F3 48, F3 52 a F4 7. Vyska rastlin je vo védzbe s produktivitou zrna, ¢o sa potvrdilo aj pri
hodnotenych populaciach — vysoké rastliny mali vys$si pocet a hmotnost’ zfn na klas. NajvysSia diferencia v
pocte zin v prospech vyssich rastlin bola pri populacii F3 52 (33,2 zfn) a v hmotnosti zrna pri F4 8 (1,827 g).
Pri vicsine rastlin populacii sme zistili vyss$i pocet a hmotnost’ zfn pri bezostinatych formach, pricom
diferencie v porovnani s ostinatymi klasmi neboli tak vyznamné ako pri vyske rastlin, s vynimkou populécie
F3 110.

Pomocou jednoduchého testu, pri ktorom sme aplikovali 20 % NaOH sa zvysila rozliSovacia schopnost’
hodnotenia farby zrna. Bola potvrdena opodstatnenost’ rozdelenia osiva populéacie 111 (3 body verzus 6 a 4).
Pri troch subpopulaciach — F3 111/2 (ostinaté aj bezostinaté rastliny) a F3 108 (rastliny nizke, ostinaté) sme
medzi klasmi pozorovali variabilitu vo farbe zrna. Identifikovali sme minimalne 2 subpopulécie, ktoré mali
rovnaku alebo takmer rovnaku farbu zrna ako kontrola Indigo, s purpurovym perikarpom. V stbore sa
nachadzaju tiez populacie, s modrou aleurébnovou vrstvou. V pripade $irSieho vyuZzivania testu je vhodné
zaradit’ medzi referenéné odrody tiez genotyp s modrou aleurénovou vrstvou.

Z hodnotenia urodotvornych znakov sa javi, ze doterajsia selekcia v rdmci populacii z hl'adiska vysky,
pripadne d’alSich znakov bola nedostatocna, resp. bola vykonana vo vegetaciach, kedy nedoslo k plnému
prejavu znaku, v doésledku poveternostnych podmienok. Enormné zrazky v Case intenzivneho rastu pSenice
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vo vegetacii 2009/10 umoznili plni manifestaciu tychto znakov. Vzhl'adom na materidlové a pracovné
naklady spojené s in vitro technikou pelnicovych kultar pri populciach, ktoré pochadzaju z krizenia vel'mi
rozdielnych rodi¢ovskych genotypov je potrebné uplatnit’ pozitivnu selekciu uz v skorych generaciach po
krizeni a ako donorovu vyuzivat’ generaciu F3, resp. F4.

Pri technike pel'nicovych kultar sme v priemere pouzili 13 donorovych klasov na populéciu. Prebiehajici
proces indukcie a regeneracie sa javi byt uspesny najmaé pri populaciach F3 111 a F4 8.

Zaver

V 8 populaciach psenice letnej f. 0zimna generacii F3 a F4 sme zistili vyznamnu variabilitu vo vybranych
urodotvornych znakoch, pricom rozdiely boli najviac podmienené vyskou rastlin. Potvrdili sme, Ze v skorych
generaciach po krizeni pre identifikaciu farby zrna je vhodnym test, zalozeny na aplikacii roztoku NaOH. Pre
in vitro tvorbu dihaploidov je potrebna pozitivna selekcia vnutri populacii, najméa v tych, ktoré pochadzaju z
geneticky nepribuznych rodicov.
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Tabulka 1: Urodotvorné znaky a farba zra populacii psenice letnej f. ozimna hodnotenych vo vegetacii
2009/10 v Piestanoch

Generécia, ¢islo Rastliny Pocet zin / Hmotnost’ HTS Vyska Farba zrna
populécie klas zin/ klas (g) (g (cm) 1-9)
F3 48 nizka 42,8 1,060 24,77 94 8
F3 48 vysoka 44,2 1,093 24,72 101 7
F3 52 nizka 25,4 0,520 20,46 84 7
F3 52 vysoka 58,6 1,694 28,90 105 7
F3110 ostinatd 36,4 1,095 30,08 118 7
F3 110 bezostinatd 62,2 2,178 35,01 7
F3111/1 ostinatd 46,4 1,487 32,06 122 3
F3111/1 bezostinatd 47,0 1,711 36,41 3
F3 11172 ostinatd 434 1,319 30,40 126 6
F3 11172 bezostinata 43,0 1,648 38,32 4
F3 112 vysoka, ostinatd 43,0 1,500 34,88 133 6
F3112 vysokd, bezostinata 49,2 1,635 33,24 6
F3 112 nizka, ostinata 29,8 0,811 27,21 116 3
F3112 nizka bezostinata 36,8 1,020 27,73 5
F47 nizka 432 1,187 27,49 90 7
F47 vysoka 57,8 2,318 40,10 121 8
F4 8 nizka 46,2 1,175 25,44 113 7
F4 8 vysokd 61,4 3,002 48,90 122 9
F3 108 vysoka ostinata 56,6 2,531 44,71 133 6
F3 108 vysoka bezostinata 54,6 2,196 40,22 6
F3 108 nizka ostinatd 40,2 1,479 36,79 113 4
F3 108 nizka bezostinata 39,6 1,540 38,89 4
< 45,8 1,555 33,94 116 )

Pod’akovanie: Ing. Cubomirovi Ruckschlossovi z VSS Vigla§ — Pstrusa za poskytnutie osiva populacii.
Praca bola realizovana za finan¢nej podpory MP SR v ramci uloh ,,Vyuzitie biotechnologickych metdod pri
tvorbe novych typov rastlin® a ,,Biologicka a funkéna diverzita genofondu rastlin pre zvySenie pridanej
hodnoty poI'nohospodarskej produkcie®.
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