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VPLYV MNOZSTVA DUSIKA NA OBRANNE MECHANIZMY KORENOV SOJE
FAZULOVEJ VOCI IONOM KADMIA

THE EFFECT OF NITROGEN DOSES ON DEFENSE MECHANISMS OF SOYBEAN
ROOTS AGAINST CADMIUM

YEVGENIYA GOLOVATIUK, PATRIK MESZAROS, NADINE SPIEB, VERONIKA MISTRH{OVA,
BEATA PIRSELOVA, JANA LIBANTOVA, JANA MORAVCIKOVA, NATALIA TARAN, ILDIKO
MATUSIKOVA

Ustav genetiky a biotechnologii rastlin SAV, Akademicka 2, Nitra 950 07

Heavy metal pollution represent a serious environmental problem. The uptake of metals by plants is affected by
nutritional supply. Here we studied the defense mechanisms of soybean roots during heavy metal exposure
(applied as 50 mg.I"' Cd*") when combined with different doses of nitrogen supply in a form of NH,;NO; (N).
We have found that relatively low doses (1.2 mM) of nitrogen slightly increased, while high doses (24 mM) of N
suppressed the uptake of cadmium by roots. To clarify the defense strategy in roots, total proteins were
separated on SDS-PAGE and subsequently stained for activities of chitinase enzymes. These enzymes are
generally involved in plant stress against pathogens, while their more specific role against heavy metals has been
suggested. We found that activities of certain isoforms that typically increased during Cd exposure, dropped
when high- but not 1.2 mM of N were concurrently applied. This phenomenon is discussed with regard to data
on several biochemical measurements such as rate of cell death, accumulation of hydrogen peroxide and
peroxidation of lipid membranes in soybean roots.

Key words: heavy metal, nitrogen, cadmium, proteins, soybean roots

UvVOD

Jednym z neblahych u€inkov antropogénnych aktivit cloveka je kontaminacia zivotného prostredia ionmi tzv.
tazkych kovov. Patria medzi ne kovy s vysokou atdbmovou hmotnostou (> 100) alebo hustotou vysSou ako 5
g.cm™, a patria k nim niektoré biogénne prvky (Fe, Mn, Cu, Zn, Mo) ale i mnohé toxické kovy ako Cd, Hg, Pb
a Ag. Limitné hodnoty tazkych kovov v pol'nohospodarskej pode su stanovené v zmysle zakona ¢. 220/2004 Z.
z. o ochrane a vyuzivani polnohospodarskej pddy. Napriklad najvys$$im pripustnym mnozstvom kadmia
(v pddnom vyluhu NH,NO; s koncentraciou 1 mol.dm™) v podach na Slovensku je 0.1 mgkg' pody, stredné
hodnoty obsahu tohto kovu sa viak pohybuji okolo 1.24 mg.kg™ (Hronec 1996).

Pritomnost’ kadmia v pédach ma nepriaznivy dopad na biochemické a fyziologické procesy rastlin. Zaroven
narusa celkovy metabolizmus rastlin vratane prijmu a distribucie Zivin, ¢o sa odraza aj na konecnej produktivite
a pol'nohospodarskych vynosoch (Maier et al., 2002). Na druhej strane, v rastlinaich bola popisana pozitivna
(Mitchell et al., 2000) ale aj negativna (Bhandal and Kuar, 1992) interakcia medzi akumuléciou tazkych kovov a
dusika. Rastliny prijimaji dusik vo forme amoénneho kationu, ktory prijem kadmia zvySuje, aj vo forme
nitratového anionu, ktory naopak prijem kadmia potlaca. Preto je z hl'adiska bezpecnosti potravin ale aj
pol'nohospodarskych vynosov vel'mi dolezity vplyv fertilizacie na akumuléciu tazkych kovov z pody. Optimalny
pomer dusika a tazkého kovu je pri tom nutné optimalizovat’ pre rastlinny druh (odrodu), typ kovu aj rastové
podmienky (Pankovic et al., 2000). Napriek intenzivnej aplikécii hnojiv v modernom pol'nohospodarstve, ktoré
vyrazne ovplyviiuje mobilitu aj dostupnost’ tazkych kovov v pdde, sa vSak doteraz venovalo ucinkom
nadmernych mnozstiev dusika v rastovom médiu len pomerne malo pozornosti.

Predmetom tejto prednasky je studium vplyvu aplikdcie roznych davok NH4NO; v rastovom médiu na
akumulaciu a u¢inky kadmia v korefioch soje fazul'ovej. ZvySené mnozstva pritomného dusika stimuluji rast,
produktivitu, aj fotosynteticka kapacitu listov, ale aj umoziuju rastline prekleniit’ r6zne stresové stavy vratane
stresu tazkymi kovmi (Dietrich et al., 2004; Polesskaya et al., 2006). Studovali sme pre to vybrané rastlinné
mechanizmy pri relativne nizkych aj relativne vysokych davkach pritomného dusika v rastovom médiu, a
porovnali ich s mechanizmami prebiehajucimi v pritomnosti toxickej davky kadmia.

MATERIAL A METODY

Semend vybranej odrody soje fazul’ovej (Glycine max L. Merr. cv. Ustya) sme sterilizovali v 5% roztoku
chlornanu sodného pocas 5 mintit. Nasledne sme semend nakli¢ovali v Petriho miskach (@ 15 cm) na dvojitej
vrstve filtragného papiera navlh&eného Helrigerovym roztokom [0.708 g. I'' Ca(NO;), x 4H,0, 0.025 g. I"' FeCl,
x 6H,0, 0.075 g. I'' KCI, 0.136 g. I KH,PO, and 0.123 g. I MgSO,4 x 7H,0] v tme pri 25 °C. Po 3 ditoch
nakli¢ovania sme priblizne rovnako nakli¢ené semené (dizka korefiov 3-8 mm) preniesli na novy filtraény papier
navlhéeny Helrigerovym roztokom a to i) bez pridavku d’alSicho mnozstva dusika (N), ii) s pridavkom 1,2 mM
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dusika (relativne nizka davka) aiii) s pridavkom 24 mM dusika (relativne vysoka davka) vo forme roztoku
NH4NO;. Prirovnakej sade semien sme do kazdého typu roztoku pridali do kultiva¢ného roztoku aj kadmium
o koncentracii 50 mg.I' Cd*" vo forme Cd(NOs),x4H,0. Pritomnost’ dusika v Helrigerovom roztoku (0,003
mM) a v tetrahydrate dusi¢énanu kademnatého (0,0044 mM) sme povaZzovali za zanedbatel'na.

Po 48 hod. inkubacie sme oddelili korene od semien skalpelom a odvazili ich ¢erstvi hmotnost’. Analyzam
sme podrobili minimalne 50 semien nakli¢ovanych v troch nezavislych opakovaniach experimentu. ZniZenie
hmotnosti korenov v porovnani s kontrolou sme vyjadrili v percentach.

Obsah kadmia sme stanovili vo vysuSenych korenoch (0,2 g) pouzitim CEM Corporation MARSXxPRESS
systému. Koncentracia kadmia bola stanovena pomocou ,plameiiovej atomovej absorpcnej spektrometrie
(FAAS) (Perkin-Elmer 1100B Spectrophotometer).

Viabilitu (Zivotaschopnost’) buniek korefiov sme zistovali pomocou farbenia Evansovou modrou
spektrofotometricky (Baker a Mock, 1994).

Mieru peroxiddcie membrdnovych lipidov sme stanovili meranim mnozstva vznikajuceho malondialdehydu
(MDA) podl'a Dhindsa et al. (1981).

Mieru oxidativneho poskodenia korefiovych buniek sme stanovili aj meranim hladiny peroxidu vodika na
zéklade vznikajuceho komplexu so xylenolovou oranzou.

Enzymov aktivitu chitindz v proteinovych extraktoch korenov (Hurkman a Tanaka, 2003) sme detekovali na
polyakrylamidovych géloch (SDS PAGE) podla Pana et al. (1991). Intenzitu proteinovych pasov (bandov)
zodpovedajucej miere akumulécie chitinaz sme vyhodnotili softvérom Scion Image.

Udaje ziskané minimélne z troch nezavislych opakovani experimentov sme podrobili Statistickym analyzam
vyuzitim softvéru JMP IN 8.0.2. Statistickd vyznamnost’ rozdielov pri porovnavani suborov sme stanovili
softvérmi: ANOVA, resp. Studentovy t-test, Tukey-test (pri parametrickych udajoch), Wilcoxon-test (pri
neparametrickych udajoch). Udaje v tabul’kach vyjadruju priemer + $tandardnt odchylku.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Dusikaté hnojiva maju vplyv na mineralne zlozky v péde a zvysuju dostupnost’ kadmia v pode. Zaroven
rastliny reaguji na nadbytok pritomnosti dusika rozsiahlym preprogramovanim svojho primarneho aj
sekundarneho metabolizmu, ¢o ma nasledok aj na produkciu rastlinnych obrannych komponentov a teda aj
intenzitu symptomov stresu.

Nase experimenty naznacili, ze aplikované davky dusika nemali vyraznej$i vplyv na rast korefiov s6je alebo
posobili stimula¢ne (obr. 1A). Na druhej strane, vplyv ucinku kadmia sa odrazil vo vyrazne potlacenom raste
korenov, ktory pozorovali aj mnohi ini autori. Zaroven sme vSak pozorovali r6znu mieru akumulacie kadmia;
v pritomnosti vyssich davok pritomného dusika bolo mnozstvo kovu v korefioch vyrazne nizsie ako pri malych
davkach pritomného dusika (obr. 1B).

V korenoch vystavenych u¢inkom kadmia doslo aj k réznym biochemickym prejavom stresu. Pozorovali sme
zvysenu zvySent tmrtnost’ buniek koretiov (obr. 2A), ako aj mieru peroxidacie lipidov a tym aj poSkodenia
membran (obr. 2B); tento efekt sme vSak pri vyssich davkach dusika nepozorovali.

Ja zaujimavé, ze v korenoch analyzovanych rastlin nenastali ziadne zmeny v koncentraciach molekul
peroxidu vodika ako typickej molekuly stresu (Gdaje neuvedené). Tvorba tychto molekul teda zjavne nie je tak
spol'ahlivym markérom pre prebiehajuci stres ako sa doteraz predpokladalo, nakol’ko tieto molekuly mozu byt
vel'mi efektivne odburavané pri posobeni efektivnych antioxidativnych systémov (Fediuc and Erdei, 2002).

Pritomnost’ kadmia mala vyrazny efekt na profil obrannych proteinov. V celkovych proteinovych extraktoch
sme detekovali frakcie s aktivitou chitinaz, ¢o su jednym z typickych obrannych proteinov stresu v rastlinach.
Hoci bola ich funkcia popisovana pri mnohych typoch biotického stresu, v poslednom obdobi sa poukazalo aj na
ich Specifickt ulohu aj pri roznych typoch abiotickych stresov vratane tazkych kovov (Békésiova et al., 2008).
V tejto praci zo Styroch pozorovanych izoforiem chitindz v korefioch soéje kazda bola vyrazne aktivovana
v podmienkach stresu kadmiom (Tab. 1). Uz aj v pracach inych autorov sa poukazalo na suvislost medzi
citlivostou rastlin na tazké kovy a akumulaciou proteinov chitinaz (Metwally et al., 2005; Békésiova et al.,
2008). Nase vysledky potvrdzuju, Ze chitinazy su stabilnymi komponentmi rastlinnej obrany pri strese tazkymi
kovmi. Dalej sme pozorovali, Ze aktivita jednotlivych izoforiem pri strese kadmiom bola pri relativne vyssej
davke dusika v rastovom médiu vyrazne potlacend. Toto pozorovanie naznacuje nizsiu mieru stresu, podobne
ako nizsie hladiny biochemickych parametrov stresu.

ZAVER
Vysledky naSich experimentov poukazuji na to, ze akumulacia ur€itych obrannych resp. stresovych
komponentov v rastline je zavisla na aktuadlnom mnozstve dostupnych nutri¢nych latok. Nizky aj vysoky prisun
zivin su rastlinou citlivo vnimané a vyhodnocované z hl'adiska aktualnych preferencii rastliny. Rozne davky
dusika sposobili rozdielnu akumulaciu kadmia v testovanych koretioch soje, co poukazuje na potrebnost’ d’al§ich
stadii pre interpolaciu zisteni do efektivneho manazmentu pre kvalitu aj bezpecnost’ pol'nohospodarskych plodin.
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Obr. 1 Zmeny v Cerstvej hmotnosti (A) a akumulécii kadmia (B) v korenioch séje fazul'ovej pri raste na réznych
davkach (0, 1.2 mM a 24 mM ) dusika v rastovom médiu a to bez- (sivé stipce) alebo v pritomnosti 50 mg.1”
Cd** (tmavé stipce). Udaje predstavujii stredné hodnoty so §tandardnymi odchylkami z troch opakovani. Rozne
pismena nad stipcami ozna¢uju signifikantné rozdiely pri p<0.05.
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Obr. 2 Zmeny v umrtnosti buniek vyjadrenej ako miera absorbcie Evansovej modrej (A) a v miere peroxidacie
membranovych lipidov (B) v korenoch sdje fazul'ovej pri raste na réznych davkach (0, 1.2 mM a24 mM )
dusika v rastovom médiu a bez- (sivé stlpce) alebo za pritomnosti 50 mg.I' Cd*" (tmavé stipce). Udaje
predstavuju stredné hodnoty so §tandardnymi odchylkami ztroch opakovani. Rézne pismena nad stipcami
oznacuju signifikantné rozdiely pri p<0.05.

Tabulka 1. Akumulacia izoforiem chitinaz detekovanych v proteinovych extraktoch z korenov soje.

1zo- —Cd +Cd
i‘l’(ﬁ)‘:;‘ ON 12mMN | 24mMN ON 12mMN | 24mMN
355 10000 | 1,00£0,02 | 1,00+002 | DI8EOO | 1202003 4y 15, 0q
30 - - - - * -
25 - - = - - =
21.5 10£00 | 1,00+001 | 099+002 | PPESS 1 1g10,03% | 1,142001 *

Celkové proteinové extrakty boli izolované z korenov sojke vystavenych roznym davkam dusika (N), bez- (-
Cd) alebo za pritomnosti (+ Cd) iénov kadmia. Izoformy boli detekované po separacii na SDS-PAGE. Intenzity
chitinazovych frakeii boli kvantifikované a porovnané vo vztahu ku kontrolnym vzorkam. Udaje predstavuji
stredné hodnoty so Standardnymi odchylkami z troch opakovani. Frakcie chitindz, ktoré neboli pritomné vo
vsetkych vzorkach, neboli kvantifikované; indikovana je ich pritomnost’ (+) alebo absencia (-) v danej vzorke.
Hladiny vyznamnosti st uvadzané ako *** (P<0.001), ** (P<0.01) a * (P<0.05).
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APLIKACE GEN ETICKYC!—I MARKERU U,DONORIOJ PSENICE
S NESTANDARDNIM ZABARVENIM OBILEK

APLLICATION OF GENETIC MARKERS IN WHEAT DONORS WITH UNUSUAL
KERNEL COLOUR

MILENA MUSILOVA' , VACLAV TROJAN' , TOMAS VYHNANEK'2, PETR MARTINEK?,
LADISLAV HAVEL'

'Ustav biologie rostlin, “°CEITEC MENDELU, Mendelova univerzita v Brng, *Agrotest fyto, s.r.o. Kroméfiz

The simple sequence repeats (SSR) method was used to analyse genetic diversity in 24 wheat genotypes with different kernel
colour and one genotype of Thinopyrum ponticum. The AS-PCR method was employed to analyse the high-molecular-weight
(HMW) glutenin subunits polymorphism in 16 wheat genotypes with red, blue and purple kernel colour. The most wide-
spread wheat (Triticum aestivum L.) forms have kernel colour designated as red. It is determined by bitter substances
(polyphenols, tannins), which positively affect resistance to sprouting. The red kernel colour is determined by the presence of
at least one of three dominant alleles R-Ala (on chromosome 3AL), R-B1b (on 3BL) and R-D1b (on 3DL). The absence of
bitter substances in white kernel is determined by a homozygous set of recessive alleles. In specific wheat donors, even
unusual colours determined by anthocyanins, carotenoids and flavonoids can be present. These substances are significant
antioxidants and can be beneficial to consumers” health. These are wheats with purple pericarp caused by the genes Pp!/ (on
7B), Pp2 (on 7A), Pp3a, Pp3b (on 2A), blue aleurone determined by the alleles Bal (on 4BS) and Ba2 (on chromosome
disomic substitution replacing 4A) and yellow endosperm determined by a broad spectrum of alleles responsible for
biosynthetic pathways of enzyme phytoene synthase. We study the genes for biochemical pathways responsible for different
kernel colour.

Key words: SSR, AS-PCR, HMW glutenin subunits, flavonoid biochemical pathway, wheat, 7. aestivum L.

UVOD

Cerealie a vyrobky z nich, tedy pecivo, téstoviny aj., tvoii velkou cast bézné lidské stravy. V ramci Siroké
Skaly bézného peciva je kladen diraz na vyrobky z celozrnné mouky, nebot’ obilky pSenice nejsou pfi procesu
mleti zbavovany obalovych vrstev, a tak jejich vysokd nutricni hodnota piechazi do hodnoty peciva.
V soucasnosti stoupa zdjem o pSenice s purpurovym perikarpem, modrym aleuronem a Zlutym endospermem
(Zeven, 1991) pro rozsifeni sortimentu potravinovych vyrobkil. PSenice s rizné zabarvenou obilkou je bohatd na
ptirodni pigmenty, vitaminy, proteiny, aminokyseliny a prospé$né mikroelementy, a proto jsou doporucovany
pro lidskou vyzivu (Chnapek et al., 2010). Pfirodni pigmenty maji i prokazatelny vliv na uzitkovost a kvalitu
produkce hospodarskych zvifat, napf. slepic (Riickschloss et al., 2010).

Cervend obilka se vyskytuje u vétsiny béznych evropskych odrid p3enice. Je podminéna alespoti jednou ze
tfi dominantnich alel lokusu R: R-41 (na 3AL), R-BI (3BL), R-DI1 (3DL). Cervena barva obilky je spojovana
s vysS§im obsahem fenolickych latek, nizsi aktivitou hydrolytickych enzymi a s tim spojenou lepsi odolnosti
k portstani. Fenolické latky omezuji vyskyt volnych radikald, inhibuji lipoxygenazu a funguji jako nespecifické
inhibitory (Lachman et al., 2003).

Bila obilka je podminéna sestavou recesivnich alel »-41, r-BI a r-D1. PSenice s bilou obilkou ma vyrazné
niz§i obsah hotkych fenolickych latek. Nepfitomnost hotkych latek zplisobuje, Ze obilka byva nachylnéjsi
na porustani, a ze produkt je pfirozené sladsi, coz mize mit vyznam v cukrafstvi.

Zluty endosperm je podminén dvéma lokusy Psyl a Psy2, které se nachazeji na 7. a 5. skupiné
homeologickych chromozomi ovlivitujicich biosyntetickou drahu karotenoidd (Pozniak et al., 2007). Obsah
zlutého pigmentu ma v soucasnosti vyznam predevsim v té€starenstvi u 7. durum (He et al., 2008).

Purpurovy perikarp je tizen geny pro purpurovy perikarp Pp, které byly do pSenice seté pieneseny
z tetraploidnich pSenic pochazejicich z oblasti Etiopie, Somalska a Jemenu. Vyznacuje se vyskytem anthokyani
v povrchové vrstvé (perikarpu) obilek. Dosud bylo nalezeno nékolik genti pro purpurovy perikarp: Ppl
na chromozomu 7B, Pp2 na 7A (Arbuzova a Maystrenko, 2000), Pp3a a Pp3b na chromozomu 2A.

Modry aleuron muze byt fizen kodominantné pusobicim genem Bal. Do pSenice se tento gen dostal
pfenesenim celého ramena chromozomu z Thinopyrum ponticum Podp., které bylo zabudovano do chromozomu
4BS (Qualset et al., 2005). Zeven (1991) uvadi odlisny gen Ba2, ktery byl pfenesen do pSenice disomickou
substituci chromosomu 4A jinym chromozomem neznamého ptvodu, pravdépodobné vsak z Aegilops
elongatum. Katalog genetickych symbold psSenice uvadi kromé vyse uvedenych dvou genti jest¢ gen se slabsi
expresi modré barvy (half-blue), ktery se vyskytl ve vzorku T. monococcum spp. aegilopoides.

Cilem prace byla aplikace riiznych geneticky marker u kolekce donorti nestandardniho zabarveni obilky
pSenice s moznosti jejich aplikace v genetice a Slechténi pSenice.
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MATERIAL A METODY

Kolekce psenic s nestandardnim zabarvenim obilek ¢itajici 24 genotypd pSenice (Triticum aestivum L.) byla
doplnéna o jeden genotyp planého druhu travy Thinopyrum ponticum (donor genu modrého zabarveni obilky)
(tab. 1).

Tabulka 1: Charakteristika analyzovanych genotypt

Nazev Zbarveni Forma Ziskano z:

Novosibirskaya 67, ANK-1A, ANK-1B, ANK-1C, ¢ervena obilka jarni ZVU Kroméfiz, s.r.0.*

ANK-1D, ANK-1E

ANK-28A, ANK-28B, Abissinskaja arrasajta, purpurovy perikarp jarni ZVU Kroméiiz, s.r.o.

Konini, Purple, Purple feed

UC66049, Tchermaks Blaukorniger jarni ZVU Kroméiiz, s.r.o.

Sommerweizen, Tchermaks Blaukorniger modry aleuron

48M, RU 440-5, RU 440-6, Barevna 9, Barevna 25 ozimd | ZVU Kromé&fZ, s.r.o.

Indigo purpurovy perikarp | ozima | ZVU KroméfiZ, s.r.0.

Citrus, Luteus, Bona Dea zluty endosperm ozimd | ZVU Kromé&fZ, s.r.0.

Thinopyrum ponticum donor zabarveni ozima | GB VURYV, v.v.i.*¥*
modrého aleuronu

Vysvétlivky: * Zemédélsky vyzkumny ustav Krométiz, s.r.o.; ** Genova banka Vyzkumného tstavu rostlinné
vyroby, v.v.i. Praha-Ruzyné

Téchto 25 genotypt bylo podrobeno analyzam genetické variability pomoci SSR (mikrosatelitnich) markert
lokalizovanych v mistech gend determinujici odchylky v zabarveni obilek, které byly popsany v literature
u pSenice a tritikale (Khlestina et al., 2004; Kuelung et al., 2006). Pro izolaci, vlastni detekci a vyhodnoceni
polymorfizmu SSR markerd bylo vyuzito protokolu podle Musilové et al. (2011). Detekce piitomnosti
vybranych alel pro vysokomolekularni podjednotky gluteninti u pSenic s modrym aleuronem a purpurovym
perikarpem byla provadéna pomoci DNA markerti dle Vyhnanka et al. (2010) a detekce pfitomnosti nebo
absence lokusu Sec-/ metodikou dle Chai et al. (2005). Pro identifikaci genti z biosyntetické drahy anthokyanii
bylo vybrdno 6 genotypti (Novosibirskaya 67, Heroldo, ANK-28B, Abissinskaja arrasajta, UC66049
a Tchermaks Blaukdrniger Sommerweizen). Pro izolaci celkové RNA byl vybran postup podle Musilové et al.
(2010), nasledné byla RNA prepsana pomoci komer¢niho kitu do cDNA. Pro genomickou analyzu genu
pro chalkon syntazy byl vyuzit degenerovany primer dle Gao et al. (2001).

VYSLEDKY A DISKUSE

SSR analyzy — na zaklad¢ statistického vyhodnoceni pomoci dendrogramu (software FreeTree a FreeView)
byla potvrzena podobnost psenic se zlutym endospermem a pSenic s modrym aleuronem. Samostatna skupina
pSenic s Cervenou obilkou i pfes mirnou variabilitu jednoho genotypu potvrzuje jejich témér izogenni charakter
(linie odvozené od odridy Novosibirskaya 67). Byly vybrany SSR markery, jejichz variabilita definovana
hodnotou polymorfniho informaéniho obsahu (PIC) je vyssi nez hodnota 0,65. Zvolenych panel SSR markerti je
vhodny pro determinaci variability jednotlivych donori nestandardniho zabarveni obilek nasi kolekce.

AS-PCR — pomoci DNA markerti byla analyzovana pfitomnost vybranych alel pro vysokomolekularni
podjednotky glutenind. Perspektivnéjs$i z hlediska technologické kvality zrna se jevi odrida Indigo (s alelami
Glu-A1b, Glu-DI1d), UC66049 (s alelami Glu-Ala, Glu-D1d) a RU 440-6 (s alelami Glu-Alb, Glu-DI1d)
v dusledku vyskytu alely Glu-D1d, ktera je charakteristickd vyskytem gluteninovych bilkovinnych podjednotek
5+10). Soucasné u téchto materidlll nebyl nalezen sekalinovy lokus Sec-1, ktery je spojovan se zhorSenou
technologickou kvalitou zrna, s ptfitomnosti translokace T1BL.1RS a genem rezistence ke rzi pSeni¢né Lr26
(Kumar et al., 2003). U genotypi ANK-28A, ANK-28B, Abissinskaja arrasajta, Konini, Purple, Purple Feed,
Tschermaks Blaukérniger Sommerweizen, 48M, Barevna 9 a Barevna 25 nebyla zjisténa ptitomnost Glu-D1d
a Sec-1. Vzhledem k nepfitomnosti Glu-D1d jsou tyto genotypy pokladany za méné vyhodné donory z hlediska
pekarské jakosti nez Indigo, UC66049 a RU 440-6, u kterych tato alela byla prokazana. Pro upfesnéni predikeni
hodnot technologické kvality je nutné jeste¢ provést analyzu alelického slozeni v lokusu Glu-1B, které bude
provedeno u vzorku psSenic s modrym aeluronem a purpurovym perikarpem na pfelomu roku 2011 a 2012.

Analyza biosyntetické drahy anthokyanli — pouZita primerova kombinace zvetejnéna v praci Gao et al. (2001)
neposkytla v nasem piipadé¢ vhodné PCR produkty pro dals$i praci. Z toho divodu jsme z databaze NCBI
(National Centre for Biotechnology Information) zjistili piimo sekvence ¢asti genu pro chalkon syntazu (CHS)
obilnin. Pomoci aplikace BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) byly vyhledany sekvence s vysokym
stupném podobnosti. Navrzené primery budou otestovany a piipadné specifické produkty budou podrobeny
klonovani a sekvenacni analyze.
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ZAVER

V praci jsou prezentovany vysledky aplikace genetickych markeri u kolekce genetickych zdroji pSenice
s nestandardnim zabarvenim obilek, které mohou byt vyuzity pro vyslechténi odrid se zvySenym obsahem
zdravi prospésnych latek. Hybridizacni pokusy ukazuji, ze je mozné kombinovat geny zodpovédné za rizné
zabarveni obilek do jednoho genotypu. V soucCasnosti se zabyvame studiem genl z biosyntetické drahy
flavonoidl odpovédnych za tvorbu jednotlivych typti anthokyanti v obilce tak, aby byly vytvofeny predpoklady
pro sledovani zmén jejich zastoupeni v pribéhu zrani obilky. Zaroveii bude mozné sledovat na biochemické
urovni zmény v obsahu a zastoupeni barviv od sklizené obilky az po finalni potravinarsky vyrobek.

Podékovani: Prace byla podpotena projektem IGA AF MENDELU ¢&. TP 7/2011.
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VLIV PROVENIENCE OSIVA OBILOVIN NA KLICIVOST A EFEKTIVNOST
VYUZITI VODY

INFLUENCE OF THE SEED PROVENANCE ON THE GERMINATION AND
EFFICIENCY OF WATER USING

LADISLAV BLAHA ', MARTINA LESKOVCOVA 2, ZDENEK STEHNO ', IVANA CAPOUCHOVA *

'Vyzkumny Gstav rostlinné vyroby, v.v.i. Praha-6 Ruzyng, 2Jiho¢eska univerzita v Ceskych Budgjovicich, Ceska
zemédeélska univerzita v Praze

The ecological and conventional seeds of 9 various spring cereal cultivars (bread and emmer wheat, Triticum aestivum L. and
T. dicoccum Schrank, barley, Hordeum vulgare L. and oat, Avena sativa L.) with four different provenances were compared.
Our results confirmed importance of the seed provenance for the seed quality especially for the germination and efficiency of
water utilisation. It is very important factor because of seed biological quality is one of basic factors, which has influence on
the growth and development of the filial generation.

Key words: cereals, seeds, provenance, germination, efficiency of water utilisation

UvoD

Nedostatek ekologicky certifikovaného osiva je velmi ¢asto nahrazovan opakovanymi pfesevy (Konvalina,
Moudry, 2007). Cilem prace je posouzeni vlivu ptivodu osiva na kli¢ivost a efektivnost vyuziti vody. Dosavadni
vysledky podtrhuji vyznam certifikovaného osiva (Blaha a kol. 2011).

MATERIAL A METODY

V préci byly pouzity odriidy, které jsou nejvice pestovany v ekologickém systému hospodateni a u nichz bylo
ziskano nejvice hodnocenych kategorii osiv: pSenice setd (SW Kadrilj), jemen sety (Pribina), oves pluchaty
(Vok), oves nahy (Izak, Saul). U vSech plodin byly pouZity tfi provenience: certifikované ekologické, konvencni
nemotené a 2 x farmarské osivo (horsi a leps$i — uréeno podle stanoviStnich podminek, prub&hu pocasi a podle
typu piipadnych vstupti do porostu). Dale je v textu uvadéno zkracené certifikované, konvencni, farmarské lepsi
a farmarské horsi osivo. Kli¢ivost byla stanovovana podle platnych norem, pokud se tyka poctu semen,
podminek prostfedi a po¢tu opakovani. Od kazdé kategorie byly hodnoceny 4 vzorky po 100 semenech dle
standardni metodiky stanoveni klic¢ivosti (ISTA 2010). Pokusy byly Ctyfikrat opakovany. Pro zjisténi celkového
obsahu vody v semenech a kli¢ivosti po 2, 4, az 12 hodinach maceni v deionizované vodé se u 50 nahodné
vybranych semen kazdé pokusné varianty hodnotilo mnozstvi pfijaté vody a schopnost kli¢it z uvedeného
mnozstvi vody. Hodnoceni kli¢eni pak probihalo v silikonem utésnénych vazenkach o objemu 25 cm’ (detailngji
Blaha, 2009).

VYSLEDKY A DISKUSE

Z tabulky 1 vyplyva, Ze obecné hmotnost tisice zrn (primérna HTS) je nejveétsi u konvencniho a farmarského
lepsiho osiva. Jedna se o vypocet hmotnosti z osiva netfidéného. V piipade, Ze tiidime osivo podle velikostnich
kategorii urcenych na seti, vysledky jsou jiné. Vysvétleni je zde vice. U kli¢ivosti (tab. 2) je vidét znacny rozdil
mezi jednotlivymi proveniencemi a navice primérné ukazatele pro jednotlivé kategorie jednoznacné vykazuji
lepsi klicivost u certifikovaného a konvencniho osiva. Z tabulky 3 vyplyva, ze farmarska osiva, kterd se seji
v této podobe, vétsinou bez Cisténi obsahuji nezddouci piimési cizich semen, coz znamena riziko zaplevelovani.

Tabulka 1: Hmotnost tisice semen jednotlivych provenienci a obsah vody

Pavod osiva Vok Pribina Saul SW Kadrilj 1zak Primérma HTS Y%vody
Certifikované 32,41 46,48 24,43 40,85 24,73 33,78 8,3
Konvenéni 40,60 48,54 30,25 44,79 28,14 38,46 8,1
Farmatskeé lepsi 31,32 47,60 32,95 45,13 29,33 37,27 8,3
Farmatské horsi 32,87 4121 26,48 44,82 26,74 34,42 8,0
Tabulka 2: Kli¢ivost jednotlivych kategorii

Plvod osiva Vok Pribina Saul SW Kadrilj 1zak Pramér
Certifikované 15,50 40,50 46,50 99,00 88,00 57,90
Konvené&ni 69,50 45,50 51,00 89,50 92,00 69,50
Farmafské lepsi 14,50 52,50 20,50 92,00 72,00 50,30
Farméiské horsi 6,00 40,50 58,50 92,00 64,50 52,30
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Tabulka 3: Cistota osiv jednotlivych provenienci

Puvod Hmotnost Druh pfimési Plvod Hmotnost Druh ptimési
Vok C 0,1lg - piimés pidy 38¢g - cizi semena (plevele) (420 ks)
Vok K 00g - bez pfimési 0,72 ¢g - zem, kameni
Vok FL 09¢g - cizi semena (pohanka) Saul FH 246 ¢ - ulomky zrn
Vok FH 0,77 g - zem + cizi semena 1433 g - zrna v pluchéach (402 ks)
Pribina C 00g - bez piimési 383 ¢g - cizi semena (plevele) (290 ks)
Pribina K 0,76 g - ulomky zrn (30 ks) 0,15¢g - zem, kameni
Pribina FL 04¢g - ulomky zrn (15 ks) 1zak C 33g - oves pluchaty (36 ks)
Pribina FH 09¢g - tlomky zrn (40 ks) 2,1g - ulomky zrn, pluchy
Kadrilj C 00g - bez pfimési 1zak K 10l g - zrma v pluchach (37 ks)
Kadrilj K 00g - bez piimési - ulomky semen (10 ks)
Kadrilj FL 00g - bez pfimési 1zak FL 307¢g - zrna v pluchéch (77 ks)
Kadrilj FH 00g - bez piimési 052 ¢g - ulomky zrn (53 ks)
Saul C 0,1lg - ulomky zrn (9 ks)
Saul K 08¢ - zrma v pluchach (19 ks) 1zak FH 322¢g - zrma v pluchach (107 ks)

- tlomky zrn (14 ks) 042 ¢ - cizi semena (15 ks)
Saul FL 047 ¢g - ulomky zrn 0,26 g - ulomky zrn (22 ks)

4,34 ¢ - zrna v pluchéch (145 ks)

Vysvétlivky: C — certifikované osivo, K — konvenéni osivo, FL — farmarské lepsi osivo, FH — farmaiské horsi osivo
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Graf 1: Postup ptijmu vody v pribéhu maceni
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Z grafu 1 vyplyva, ze pocatecni rychlost pfijmu vody je u osiv s mensi HTS vétsi (certifikované a farmarské
horsi), nicméné v dalsi fazi je rychlost pfijmu vody u jednotlivych provenienci viceméné rovnomérna. U odrid
jsou vSak meziodriidové rozdily v pfijmu vody a jejim vyuziti (napf. hladina vody, kdy jiz semeno klici).
Testuje-1i se schopnost kli¢it jiz po dvou hodinach pfijmu vody do semen (graf 2), je mozno uvést, ze rychlost
kli¢eni po 24 az 70 hodinach naklicovani (pak jiz nestoupla) byla evidentné nejhorsi u farmaiského horsiho
osiva. Mélo - li osivo moznost ptijimat vodu 12 hodin (prakticky maximum mozného pfijmu vody), je evidentné
horsi skupina farmaiskych osiv (graf 3). Piehled postupného nabirani vody a kli¢ivosti je uveden v tabulce 4.
Farmatské horsi osivo je sice ve sledovanych parametrech téméf totozné s certifikovanym osivem, nicméné jak
dalsi doplnkové analyzy ukazuji, maji rostliny farmatskych osiv v prubéhu vegetace horsi kofenovy systém, coz
se mize v pripad¢ horsich péstebnich podminek projevit vynosovou depresi. Toto potvrzuji i nadobové pokusy,
vnichz je tato skuteCnost vzdy jednoznacna. Vysledky tedy potvrzuji prednost kvalitnich osiv. V ramci
objektivity je nutno uvést, Ze vétSina podobnych pokusii vyzniva v neprospéch farmarskych osiv, Ciselné
vysledky se vSak lisi (vliv boxu, ro¢niho obdobi, ndhodného driftu pfi vybéru semen atd.).
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Tabulka 4: Vliv délky ptijmu vody na pocet vykli¢enych semen za 24, 48, 55 a 70 hodin kliceni

Pavod osiva Pocet hodin od Maceni | Maceni | Maceni | Maceni | Maceni | Maceni
pocatku maceni 2 hod 4 hod 6 hod 8 hod 10 hod | 12hod

24 hodin 0,4 0,6 7,0 10,6 10,8 17,6

48 hodin 1,0 34 9,8 13,2 15,2 19,8

Certifikované 55 hodin 1,6 3,2 11,0 8,8 14,0 23,0

70 hodin 5,8 4,0 14,0 14,0 18,0 22,8

Pivod osiva Pocet hodin od Maceni | Maceni | Maceni | Maceni | Maceni | Maceni
pocatku maceni 2 hod 4 hod 6 hod 8 hod 10 hod | 12hod

24 hodin 2,6 3,6 5,6 12,0 9,4 22,0

Konven¢ni 48 hodin 1,6 6,0 11,8 14,8 13,8 242

55 hodin 1,6 5,6 12,4 9,6 12,4 28,2

70 hodin 4,6 5.4 13,0 15,0 16,4 24.8

Pivod osiva Pocet hodin od Maceni | Maceni | Maceni | Maceni | Maceni | Maceni
pocatku maceni 2 hod 4 hod 6 hod 8 hod 10 hod 12hod

24 hodin 2,4 2,2 9,4 10,4 9,4 13,0

Farmaiské lepsi 48 hodin 2,4 42 12,0 14,0 11,25 17,4

55 hodin 2,6 4,4 13,0 8,0 10,0 24,0

70 hodin 6,0 4,2 15,4 13,2 9,25 19,2

Pavod osiva Pocet hodin od Maiéceni | Maceni | Maceni | MacCeni | Maceni | Maceni
pocatku maceni 2 hod 4 hod 6 hod 8 hod 10 hod 12hod

24 hodin 0,4 4,4 7,0 15,0 13,8 18,6

Farmaiské horsi 48 hodin 0,8 7,0 10,8 18,8 16,4 23,0

55 hodin 0,2 7.4 11,8 10,2 15,2 254

70 hodin 5,6 7,2 11,6 15,8 17,4 23,0

ZAVER

V predkladané praci se srovnavaji tfi provenience osiv: certifikované ekologické, konvenéni nemotené a 2 x
farmarské osivo. Vysledky potvrzuji ptevazujici prednosti certifikovanych ekologickych a konvenénich
nemoftenych osiv pied farmaiskymi, zejména farmarskymi hor§imi proveniencemi.

Podekovani. Prace vznikla za podpory projektu NAZV Q191C123 a za podpory zaméru MZE 0002700604.
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VPLYV N A SEVYZIVY NA OBSAH MAKROZIVIN V ZRNE OVSA SIATEHO

EFFECT OF N AND SE FERTILIZATION ON THE CONTENT OF
MACRONUTRIENTS IN A GRAIN OF COMMON OATS

DANIELA DVONCOVA', PETER KOVACIK?, PETER HOZLAR'
'CVRYV Piestany — VSS Viglas-Pstrusa, *Katedra agrochémie a vyzivy rastlin, SPU Nitra

The small-plot experiment fertilization was established in the years 2007-2009 in the field Research-Breeding Station
Vigl'as-Pstrusa. The sowing was implemented in a sowing succession after red clover. The soil type is pseudogley. The trial
has observed the effect of nitrogen and selenium fertilization on macronutrient (N, P, K, Ca, Mg) content of common oats
variety Vendelin. The experiment included 9 nutritional treatments with fertilization before sowing (N) and during vegetation
period — at the end of the stooling period (N and Se - form of selenate sodium). N-fertilization (independently of a dose and
date of application) increased the content of N, K, Ca; reduced the content of P in an oats grain. N content in an oats grain
was positively influenced by the selenium application during vegetation together with nitrogen in a common dose of 15
kg.ha™'. The application of selenium reduced the content of Ca in an oats grain.

Key words: oats, fertilization, nitrogen, selenium, macronutrients

UVOD

Ovos je zaujimavou asvojim spdsobom jedineénou kultirnou plodinou, ktora sa vdaka priaznivému
chemickému zloZeniu zrna, stale viac tlaci do popredia. Popri vysokému obsahu bielkovin, tukov a vlékniny sa
ovos vyznacuje tiez relativne vysokym obsahom mineralnych latok (Ca, P, Mg, Fe ai.). Obsah mineralnych
latok v ovse je vy$§i ako u ostatnych obilnin. Podla Cermaka a Lada (2001) obsahuje ovos plevnaty o 30 % viac
popolovin v porovnani so pSenicou. Uvadza sa, Ze vysoky obsah mineralnych prvkov podporuje pruznost’
pokozky, zlepSuje kvalitu vlasov a zlepSuje dusevnu aktivitu. Minerdlne latky a vitaminy st koncentrované
predovsetkym v obalovych vrstvach azarodku zrna ovsa, ale vzhladom ktomu, ze ovos je spravidla
konzumovany v celozrnnej forme, tieto latky st v iom zachované (Capouchova a Petr, 2004; Zhu et.al, 2004).
Ich obsah v zrne je zavisly od lokality a sposobu pestovania (Dostalova, 1992).

Zavislost’ obsahu mineralnych latok od vplyvu prostredia a od vyZzivy je vyznamna, preto by sme radi touto
pracou poukézali na moznosti ich ovplyvnenia.

MATERIAL A METODY

Pol'ny pokus bol realizovany v rokoch 2007-2009 na VSS Viglas-Pstrusa pri CVRV Piestany. Pokusné
stanoviste je charakterizované ako zemiakovo-pSeni¢ny vyrobny typ (375 m n. m.), s priemernou ro¢nou
teplotou 7,6 °C a roénym uhrnom zrazok 610 mm. Priemerna teplota a Gthrn zrazok za vegetaéné obdobie (IV. —
IX.) v roku 2007 bola 15,89 °C a 337,4 mm, v roku 2008 15,37 °C a 354,2 mm a v roku 2009 16,09 °C a 277,8
mm.

V pokuse bola vysiata ZItozrnna plevnata odroda Vendelin vy$lachtena na VSS Vigla§ — Pstrusa. Sejba sa
uskutoc¢nila v osevnom slede po d’ateline 1G¢nej s vysevkom 5,0 mil. kli¢ivych zin na ha. Geneticky pddny typ
pseudoglej kultizemny (tab. 1).

Tabulka 1: Zakladné agrochemické parametre pody

Analyzy pody Obsah v roku 2007 hon Obsah v roku 2008 hon Obsah v roku 2009 hon
Kostolisko I Tri duby E Kostolisko 11

pHkal 5,12 6,35 5,28

Nan (mg.kg™)* 15,4% 14,2% 11,9%

P (mgkg") 55,9 72,5 47,0

K (mgkg™) 130,0 119,5 105,8

Mg (mg.kg™) 226,0 242,5 295,5

Ca (mgkg™") 1625,0 24375 2197,5

Humus (%) 1,03 1,52 1,19

pHyc-(potenciometricky vo vyluhu 1,0 M KCI); Nan-[pocetne ako suma N-NH," + N-NO; (N-NH," kolorimetricky,
Nesslerovo cinidlo a N-NOj kolorimetricky, kyselina fenol 2,4-disulfénova)]; P-(kolorimetricky, Mehlich II-rok 2007,
spektrofotometricky, Mehlich IlI-rok 2008, 2009); K-(plamenova fotometria, Mehlich II-rok 2007, plameiiovou emisnou
spektrofotometriou, Mehlich IIl-rok 2008, 2009); Ca-(plamenovd fotometria, Mehlich II-rok 2007; atémovou
spektrofotometriou, Mehlich IlI-rok 2008, 2009); Mg-(atomovy absorpcny spektrofotometer, Mehlich Il-rok 2007, atomovou
spektrofotometriou, Mehlich Ill-rok 2008, 2009); humus-(ako oxidovatelny uhlik, Tjurin).

* - obsah Nan v pdde na jar tesne pred zalozenim pokusu
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Na zaklade obsahu N,, v pdde boli aplikované rézne davky N hnojiv, pri jednotnej P a K vyZive na urovni
nahradzovacieho hnojenia (aplikované jednorazovo na jesen). Dusik vo forme LAD (27% N) bol aplikovany
pred sejbou na planovanu urodu 4 tha” (varianty Ny, N,; tab. 2). Vo faze koniec odnoZovania (BBCH 29) bol
foliarne aplikovany N (15 kg.ha™) vo forme DAMu-390 a Se (5-10 g.ha™") vo forme selénanu sodného.

Tabul’ka 2: Davky aplikovanych hnojiv pocas trojro¢ného pokusu (2007 — 2009)

%\ Davky aplikovanych hnojiv
- Rok 2007 Rok 2008 Rok 2009
> N Se | P | K N se | Plk N se | P|K
kg.ha g ha! kg.ha kgha! | gha' kg ha! kg.ha g ha kg.ha
1| PK 0 0 24 1 96 |0 0 | 1219610 0 12 ] 96
2| NyPK 47 0 24 | 96 | 54 0 12 | 96 | 56 0 12 | 96
3| N,PK 35 0 24 | 96 | 40 0 12 | 96 | 45 0 12 | 96
4 | N,PK+N 47 + 15* 0 24 | 96 | 54+ 15* 0 12 | 96 | 56 +15* 0 12 | 96
5| N,PK+N 35+ 15% 0 24 | 96 | 40+ 15* 0 12 | 96 | 45+ 15* 0 12 | 96
6 | N,PK+Se 47 5* 24 | 96 | 54 5* 12 | 96 | 56 10* 12 | 96
7 | N,PK+Se 35 5* 24 | 96 | 40 5* 12 | 96 | 45 10* 12 | 96
8| NyPK+N+Se | 47 + 15* S5* 24 | 96 | 54+ 15%* 5* 12 | 96 | 56+ 15* 10* 12 | 96
9| N,PK+N+Se | 35+ 15* 5* 24 | 96 | 40+ 15%* 5* 12 | 96 | 45+ 15* 10* 12 | 96
*— dusik a selén aplikovany pocas vegetacie vo faze koniec odnozovania ( BBCH 29)
VYSLEDKY A DISKUSIA
V zrne plevnatého ovsa odrody Vendelin v priemere celého pokusu bol stanoveny nasledovny priemerny
obsah zivin N 1,91 %; P 0,37 %; K 0,45 %; Ca 0,15 % a Mg 0,18 %.
Aplikacia dusika vo variantoch pokusu uéebnicovo zvySovala obsah dusika v zrne ovsa, ¢im sa potvrdil
vysoko Statisticky preukazny vplyv variantov na obsah dusika v zrne ovsa. Prihnojenie dusikom pocas vegetacie
v Standardnej davke 15 kg.ha' zvySovalo obsah dusika v zrne, aj ked nepreukazne (var. 4 vers. var. 2, var. 3
vers. var. 5; tab. 3). Selén aplikovany pocas vegetacie vo faze koniec odnozovania (BBCH 29) podporil prijem
dusika zrnom.
Tabul’ka 3: Vplyv variantov vyzivy na obsah Zivin v zrne ovsa siateho v priemere troch pokusnych ro¢nikov
Varianty N P K Ca Mg
VyZivy mgkg' | Rel% | mgkg' |Rel.% | mgkg' |Rel.% | mgkg' | Rel% | mgkg' | Rel.%
1|PK 17828a 100,0 | 3832b | 100,0 | 4412a | 100,0 | 146labc | 100,0 | 1740a | 100,0
2 |N/PK 19069bc | 107,0 | 3798b | 99,1 4483a | 101,6 1619d 110,8 | 1917ab | 110,2
3| N.PK 18825b 105,6 | 3804b | 99,3 | 4478a | 101,5 | 1557bed | 106,6 | 2070b | 118,9
4 | N,PK+N 19206bcd | 107,7 | 3736b | 97,5 | 448la | 101,6 | 1570cd 107,5 | 1673a | 96,1
5 | NoPK+N 19032bc | 106,8 | 3742b | 97,7 | 4531a | 102,7 | 1490abc | 102,0 | 1838ab | 105,6
6 | N/PK+Se 18817b 105,6 | 3772b | 98,4 | 4458a | 101,0 | 1457ab 99,7 1703a | 97,9
7 | NoPK+Se 19566cd | 109,7 | 3498a | 91,3 | 4431a | 1004 1433a 98,1 1706a | 98,0
8 | N\PK+N+Se | 19671cd | 110,3 | 3859b | 100,7 | 4571a | 103,6 | 1452ab | 994 | 1777a | 102,1
9 | NoPK+N+Se 19888d | 111,6 | 3678ab | 96,0 | 4472a | 1014 1395a 95,5 | 1874ab | 107,7
Priemer 19100 107,2 3747 97,8 4480 101,5 1493 102,2 1811 104,1
Variant DT s 727,28 207,06 411,01 111,29 259,85
DT01 963,04 274,18 544,24 147,37 344,08
Roky DTops 419,90 119,54 237,30 64,26 150,03
DTy 556,01 158,30 314,22 85,08 198,66

Poznamka: pismena (a, b, c, d) vyjadruju Statisticky preukazny rozdiel na hladine preukaznosti o. = 0,05 (LSD test)

Vplyv variantov pokusu na obsah fosforu v zrne ovsa bol Statisticky preukazny (ANOVA). Vyznamné
znizenie obsahu fosforu vzrne, v porovnani s nehnojenou kontrolou, bolo zaznamenané v sumari troch
pokusnych ro¢nikov len vo variante hnojenom davkou dusika vypocitanou podla informacie o obsahu N,,
v hibke 0,0 — 0,6 m za predpokladu 50 % vyuzitia stanoveného anorganického dusika z pody spolu s aplikaciou
selénu pocas vegetacie v davke 5 a 10 g.ha™. V ostatnych variantoch sa obsah fosforu v zre nevyznamne znizil
v porovnani s nehnojenou kontrolou (var. 1).
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Obsah draslika v zrne ovsa siateho v sumari troch rokov pokusu bol Statisticky nevyznamne ovplyvneny
variantami pokusu. Rovnako neboli zaznamenané $tatisticky preukazné rozdiely medzi jednotlivymi variantami
pokusu (tab. 3). Predsejbové hnojenie dusikom nevyznamne zvySovalo obsah draslika v zrne ovsa. Prihnojenie
dusikom pocas vegetacie (BBCH 29) v §tandardnej davke 15 kg.ha' zvySovalo obsah draslika v zrne, aj ked’
nepreukazne. Obsah draslika v zrne nebol ovplyvneny foliarnou aplikaciou selénu na konci odnozovania (BBCH
29). Zuvedenych zisteni vyplyva, Ze hnojenie dusikom, nezavisle od vypoctu predsejbovej davky dusika
a prihnojenia pocas vegetacie zvySovalo obsah draslika v zrne ovsa, co potvrdzuju aj vysledky Givensa et al.
(2004), ktori uvadzaju, ze pouzitim optimalneho mnozstva dusikatého hnojiva bolo pozorované zvysenie
koncentracie draslika.

Vplyv variantov pokusu mal Statisticky preukazny vplyv na obsah véapnika v zrne ovsa. Rovnako v ramci
jednotlivych variantov pokusu sa zistili vyznamné rozdiely. Hnojenie dusikom, nezavisle od vypoctu jeho
predsejbovej davky a prihnojenia alebo neprihnojenia pocas vegetacie (var. 2 — 5), zvySovalo obsah vapnika
v zrne ovsa oproti nehnojenej kontrole (var. 1), kym prihnojenie selénom pocas vegetacie jednoznacne znizovalo
obsah vapnika, aj ked” nepreukazne (var. 6 — 9 vers. var. 1).

Obsah hor¢ika v zrne ovsa bol v sumari troch rokov nevyznamne ovplyvneny variantami hnojenia, ¢o sa
zhoduje s vysledkami Eurola et al. (2004), ktori uvadzaji, Ze hnojenie dusikom nema vplyv na obsah horéika
v zrne.

Pokusom sa potvrdil vysoko Statisticky preukazny vplyv pokusného rocnika na obsah makrozivin v ovsenom
zrne.

ZAVER

Hnojenie dusikom nezavisle na davke atermine aplikdcie, realizované samostatne alebo sucasne so
suplementaciou selénom, zvySovalo obsah N v zrne ovsa.

Najvyssie obsahy N boli zistené v tych variantoch, v ktorych, nezavisle od toho, z akej hibky sa odoberala
vzorka pddy pre vypocet davok dusika (0,0 — 0,3 m, resp. 0,0 — 0,6 m) pre zédkladné predsejbové hnojenie, bolo
vo faze BBCH 29 vykonané i prihnojenie dusikom v davke 15 kg.ha'' spojené so suplementiciou selénom
vdavke 5a10 g.ha™.

Potvrdilo sa, ze hnojenie dusikom znizuje obsah fosforu a zvySuje obsah draslika a vapnika v zrne ovsa.

Obsah draslika v zrne pozitivne ovplyvnili vSetky v pokuse realizované hnojenia.

Aplikacia selénu pocas vegetacie, nezavisle od prihnojenia alebo neprihnojenia dusikom mala tendenciu
znizovat obsah vapnika v zrne ovsa siateho.
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CHARAKTERIZACIA GENOTYPOV KOLEKCIE ZRNA PSENICE POMOCOU
ZASOBNYCH BIELKOVIN

CHARACTERIZATION OF GENOTYPES OF GRAIN WHEAT COLLECTION BY
STORAGE PROTEINS

EDITA GREGOVA, SVETLANA SLIKOVA
Centrum vyskumu rastlinnej vyroby Piestany

Wheat endosperm storage proteins, namely gliadins and glutenins, are the major components of gluten. They play an
important role in dough properties and in bread making quality in various wheat varieties. All 44 accessions originating from
different geographical areas of world were evaluated for high molecular weight glutenin subunit (HMW-GS) and T1BL.1RS
wheat-rye translocation using SDS-PAGE and A-PAGE. The data indicated the prevalence of the allele 0 (56%), allele 1
(25%) and allele 2* (19%) at the Glu-14 and eight alleles, namely 7+9 (37%), 7+9 (32%), 6+8 (9%), 7 (9%), 17+18 (7%)
14+15 (2%), 13+16 (2%) and 20 (2%) represented the Glu-1B. Existence of 3 alleles at the locus Glu-1D was revealed, in
fact 64% of them showed the subunit pairs Glu-1D 5+10 correlated with good bread making properties. On the basis of
electrophoretic separation of gliadin fraction it was found that only six genotype contained TIBL.1RS wheat-rye
translocation. There were observed 20 different HMW-GS encoded by 14 alleles or allelic pairs in wheat genetic collection.
The most frequent HMW-GS alleles were “0” for Glu-14, 7+9 for Glu-1B and 5+10 for Glu-1D, respectively. The Glu-score
ranged from 3 to 10. The Rye-score in the accessions varied in broad range, six of the genotypes (Blazer, IS Apage,
Novozvesda, P2-17, Streretz and Znakhidka) reached the maximum value 10.

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

UvoD

Psenica je najpestovanejSou a ekonomicky najvyznamnejSou pol'nohospodarskou plodinou v hospodarsky
najvyspelejSich Statoch sveta. Z hl'adiska l'udskej vyzivy méa medzi cerealiami vysadné postavenie, nakol’ko je
zéakladnou potravinou, ateda primarnym zdrojom zivin, pre znaénu Cast’ l'udskej populacie. Preto aj usilie
Slachtitel'ov vedie k stalemu zlepSovaniu vlastnosti pSenice, ¢o je spojené s vytvaranim a pestovanim velkého
poctu novych odrdd. Je zname, ze bielkovinova frakcia hra najdélezitejSiu ulohu pri vyrobe chleba (Galova et
al., 1998). Chlebopekarska kvalita koreluje s pritomnost'ou alebo absenciou urcitych bielkovin. Kazdy genotyp
pSenice obsahuje jednu alelu, resp. tzv. komplexnu alelu (alelicky par) na kazdom homeologickom chromozdéme
skupiny 1. Genémy odréd pSenice ponukaju dostupny a vysoko efektivny polymorficky systém genetickych
markerov. Vhodnymi bielkovinovymi markermi pri pSenici si zasobné bielkoviny endospermu - gliadiny
a gluteniny (Bradova et al., 2005). HMW-GS st kodované alelami lokusov Glu-1, lokalizovanych na dlhych
ramenach chromozoémov 1 homeologickej skupiny (Glu-14, Glu-1B, Glu-1D). Lokusy maji podobu tzv.
komplexnych lokusov. Kazdy lokus obsahuje dva gény kodujiice typ podjednotky x snizSou relativnou
molekulovou hmotnostou a typ podjednotky y s vysSou relativnou molekulovou hmotnostou. Hexaploidna
pSenica mdze preto teoreticky obsahovat’ 6 roznych HMW-GS. V skuto¢nosti, v dosledku zoslabenia niektorych
génov, je pocet HMW-GS pit’ a menej. Pocet vzajomnych kombindcii je relativne pestry.

MATERIAL A METODY

Pre elektroforetické analyzy zasobnych bielkovin boli pouzité vzorky dodané z Génovej banky Piestany,
celkom 44 genotypov. Analyza profilov zasobnych bielkovin zrna - gliadinov chromozému 1B a gluteninov bola
uskutoénena 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 extrakcii v alkohole rozpustnych bielkovin - prolaminov, sme
pouzili Standardnu referencnu metédu ISTA v kyslom prostredi (Draper, 1987). Bodova hodnota predikcie
pekarskej akosti bola stanovena podla publikovanych vysledkov (PAYNE & LAWRENCE 1983).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Pomocou elektroforetickych metdd sme analyzovali variabilitu vysokomolekulovych gluteninovych
podjednotiek, homogenitu bielkovinovych profilov a stanovili sme hodnoty Glu-skére a Razné skore, na zaklade
ktorych bolo mozné predikovat’ chlebopekarsku kvalitu odrod. Vysledkom bielkovinovych analyz pSenice boli
udaje o pritomnosti jednotlivych vysokomolekulovych gluteninovych podjednotiek, resp. génov lokusov Glu-
14, Glu-1B, Glu-1D, ktoré ich koduju, a tiez tdaj o pritomnosti, resp. nepritomnosti hospodarsky vyznamného
gliadinového bloku Gli-1B3. Najfrekventovanejsimi alelami jednotlivych l6kusov v odrodach Triticum aestivum
L. ssp. aestivum tohto suboru boli : alela 0 (lokus Glu-14), alela 7+9 (Glu-1B) a alela 5+10 (Glu-1D). Jednotlivé
HMW-GS a ich kombinacie sa v genotypoch psenice vyskytuju s réznou frekvenciou. V modernych, kvalitnych
odrodach sa vsak ich spektrum zuzuje a najfrekventovanej$imi su Casto tie, ktoré maju najvyssi vplyv na kvalitu
muky. Neplati to vSak vSeobecne a v pSeniciach jednotlivych Statov st niekedy velké rozdiely, odrazajuce
jednak historiu Sl'achtenia pSenice a samozrejme samotnu chlebopekarsku kvalitu ich pSenic. Razné translokacie
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vSak na chlebopekarsku kvalitu nemaju priaznivy Gcinok. Cesto vyrobené z takejto miky je neziaduco lepivé, ¢o
sposobuje technologické problémy vo vyrobe. Bolo dokazané, ze tento problém nespdsobuje koncentracia
raznych bielkovin ale pritomnost’ uréitych typov raznych bielkovin - sekalinov, koédovanych génmi
lokalizovanymi na chromozéme 1R raze. ZvySenu lepivost’ cesta spdsobuje naruSenie rovnovahy v zostave
bielkovin. V odrodach s takouto translokaciou je znizena koncentracia LMW-GS, kdédovanych chybajucim
chromozomom 1B, ktoré st nahradené monomérnymi sekalinmi z 1R chromozému raze. Odrody s raznou
translokaciou maji vyssi obsah bielkovin ale Statisticky vyznamne niz§iu SDS-sedimenta¢nii hodnotu. To ¢o
v dosledku translokéacie TIBL.1RS nevyhovuje pri vyrobe chleba, teda zvysena lepivost’ cesta, nie je prekazkou
pri vyrobe pecivarenskych a cukrarenskych vyrobkov. Za podjednotky s najpozitivnejsim vplyvom na
chlebopekarsku kvalitu sa povazuje par HMW-GS 5+10. Podjednotky Glu-14 1 a Glu-14 2* st lepsie ako Glu-
14 0, ale iba v kombinacii s Glu-1D 5+10. Alelicky blok Glu-14 1, pritomny v 11 genotypoch, bol kombinovany
s Glu-1D 5+10 v 7 pripadoch. Vécsina genotypov, az 56 %, mala v lokuse Glu-14 podjednotku 0, t.j. vztah
k monitorovaniu hor$ej pekarskej akosti. Na zaklade stanovenia bielkovinovych génov boli vyhodnotené
genotypy a6 genotypov (Blazer, IS Apage, Novozvesda, P2-17, Streretz a Znakhidka) z nich dosiahli
maximalnu hodnotu Glu-skore aj Razné-skore (10).

ZAVER

Vyuzitie molekularnych markerov umoziluje racionalizovat' systém vyberu genetickych zdrojov do
Slachtenia na kvalitu a na rozSirenie genetickej diverzity v novych odrodach. Zaclenenie elektroforetickych
analyz zasobnych bielkovin pSenice je vhodnym pracovnym nastrojom S$lachtitelov nielen pri vybere
rodi¢ovskych komponentov ale i pri kontrole biologického materialu vo vyssich stupiioch sl'achtenia.

Podakovanie: Téato stadia vznikla vd’aka podpore v ramci Operacného Programu Vyskum a vyvoj pre projekt:
Vyvoj novych typov rastlin s geneticky upravenymi znakmi hospodarskeho vyznamu ITMS: 26220220027,

spolufinancovany zo zdrojov Eurépskeho fondu regionéalneho rozvoja.

Graf 1: Hodnotenie Glu skore v genetickych zdrojov pSenice
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Graf 1: Hodnotenie Razné skore v genetickych zdrojov pSenice
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VIRUSY PSENICE A JACMENA NA UZEMI SLOVENSKA.
VIRUSES OF WHEAT AND BARLEY ON THE TERRITORY OF SLOVAKIA.

OTAKAR KUDELA, VIERA VAJCIKOVA!

~ Virologicky ustav, Slovenska akadémia vied, Dubravska cesta 9, 84505 Bratislava
'Ustredny kontrolny a skiisobny tstav polnohospodarsky, Matugkova 21, 83316 Bratislava

In this contribution are presented the results of monitoring and detection of the wheat and barley viruses in Slovakia. The
survey was realized by means of the research projects solved by Institute of Virology and phytosanitary control of the Central
Controlling and Testing Institute in Agriculture during the period 2001-2010. Durung this period we identified Barley yellow
dwarfvirus — PAV, Barley yellow dwarf virus — RMV, Cereal yellow dwarf virus — RPV, and Wheat dwarf virus. For the first
time was proven the occurence of Wheat streak mosaic virus (WSMV). Moreover, the molecular analysis of Slovak and
other European WSMYV isolates demonstrated that these isolates constitute a specific phylogenetic group. The occurence of
Soil borne cereal mosaic virus and Barley yellow mosaic virus needs to be confitmed still. The tests for the presence of
Barley mild mosaic virus, Soil borne wheat mosaic virus, Wheat yellow mosaic virus and Wheat spindle streak mosaic virus
were negative. By now this is the most complex information on the incidence of wheat and barley viruses on the territory of
Slovakia.

Key words : viruses, wheat, barley

UVOD

Virusy predstavuju trvaly rizikovy faktor pre pestovatel'ské oblasti obilnin na celom svete. Hoci spektrum
virusovych druhov zistenych na uzemi Slovenska a rozsah §kod spdsobenych infekciou nie su tak rozsiahle ako
v niektorych inych krajinach, virusy obilnin by mali byt pod trvalou kontrolou ako z ddévodu moznej
introdukcie novych virusovych druhov a izolatov, vektorov a burinnych hostitel'ov tak i mozného sezénneho
premnoZzenia vektorov cirkulujicich na tizemi Slovenska.

Na uzemi Eurdpy sa doposial’ zistilo poéetné spektrum virusovych druhov infikujucich obilniny. Zo skupiny
pddou prenosnych virusov to boli Soil borne cereal mosaic virus (SBCMV), Soil borne wheat mosaic virus
(SBWMYV), Barley yellow mosaic virus (BaYMV), Barley mild mosaic virus (BaMMYV), Oat mosaic virus
(OMV), Wheat spindle streak mosaic virus (WSSMV) a Wheat yellow mosaic virus (WYMYV). DalSou
skupinou st virusy prendsSané hmyzom ( napr. vosky, cikady, roztoc¢e) — Barley yellow dwarf virus (BYDV),
Cereal yelloe dwarf virus (CYDV), Wheat dwarf virus (WDV), Wheat streak mosaic virus (WSMV) a Oat
necrotic mottle virus (ONMV) (Ordon et al., 2009). Podl'a sucasnej klasifikacie st virusy, ktoré sposobuji
ochorenie Zltej zakrpatenosti jacmena roz¢lenené do virusovych druhov — BYDV-PAV, BYDV-MAYV, BYDV-
PAS (rod Luteovirus), BYDV-RMV, BYDV-GPV, BYDV-SGV (nezaradené druhy vramci Ccelade
Luteoviridae), CYDV-RPV a CYDV-RPS (rod Polerovirus) ( Ordon et al., 2009).

Na tizemi Slovenska boli virusy jaémena a pSenice zistené uz v 60. rokoch minulého storo¢ia (Dlabola, 1960,
Vacke, 1961) avSak podrobnejsi prieskum sa zacal realizovat’ od r. 2001.

MATERIAL A METODY

Vzorky pSenice a jamena (celé rastliny) boli zozbierané v ré6znych ¢asovych obdobiach ( vaésinou februar
az jal, oktober a november) v réznych okresoch akrajoch Slovenska hlavne z osiatych ploch so zvysenou
incidenciou vektorov, hostitel'skych burin a vydrolov a viac ¢i menej $pecifickych priznakov.

Na identifikaciu virusov sa aplikovala metdoda double antibody sandwich enzyme-linked immunosorbent
assay (DAS- ELISA) ( Clark & Adams, 1977) pouzitim komerénych diagnostickych stprav (Sanofi, Loewe-
Biochemica, Neogen, Adgen). Cast’ vzoriek sme testovali technikami polymerazovej retazovej reakcie (PCR)
aplikaciou nasich alebo publikovanych oligonukleotidovych sond (Schubert et al., 2002, Kudela et. al., 2008).

VYSLEDKY A DISKUSIA

DAS-ELISA testy pouzitim komerénych stiprav na detekciu BYDV-PAV, BYDV-RMV a CYDV-RPV
demonstrovali vo vySetrenych vzorkach pritomnost’ vSetkych troch virusovych druhov. Vo vicsine pripadov boli
virusy zistené v ozimnej pSenici ajaémeni. Infekcia sa prejavila viac ¢i menej typickymi priznakmi, hlavne
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zakrpatenostou, zltnutim listov, redukciou korenového systému alebo Cervenanim vrcholu vlajkového listu.
Pritomnost’ virusu sa zistila tiez v bezpriznakovych ch vzorkach.

Viaceré vzorky boli infikované 2-3 virusovymi druhmi. Vysoky vyskyt BYDV druhov bol zisteny napr. vr.
2002 , kedy niektoré vysiate plochy museli byt’ na jar zaorané (Kormanova, 2003). Vysoky vyskyt BYDV
druhov sme zaznamenali tiez v r. 2008.

Vysetrenie vzoriek obilnin na pritomnost’ virusu zakrpatenosti pSenice (WDV) ukazalo, ze frekvencia
vyskytu tohto virusu bola v sledovanom obdobi nizSia nez v pripade BYDV druhov (45-58% pozitivnych
vzoriek v rokoch 2001, 2007 a 2009). Typickymi priznakmi pozitivnych vzoriek bola zakrpatenost' a Zltnutie
listov. WDV bol tiez zisteny aj u bezpriznakovych vzoriek a relativne ¢asté boli zmesné infekcie WDV-BYDV
(CYDV). Zistilo sa, ze WDV sa vyskytuje vo forme adaptovanej na pSenicu a vo forme adaptovanej na jaémen
(Schubert et al., 2002). Aplikaciou publikovanych primerov sme pretestovali nieko’ko WDV pozitivnych
vzoriek v PCR. V jednom pripade bola zistena pSeni¢na forma (Kudela, nepublikované).

Vyznamnym patogénom obilnin je virus Ciarkovitej mozaiky pSenice - WSMV. Na tzemi Slovenska sme
pritomnost’ tohto virusu v DAS-ELISE a RT-PCR prvy krat zistili v r. 2007 (Kudela et al., 2008). Sekvenaénou
analyzou fragmentu kapsidovej bielkoviny (CP) sme zistili, ze slovenské izolaty si odlisné od vacsiny doposial’
molekularne charakterizovanych WSMYV izolatov. V ramci medzinarodnej spoluprace sa nasledne analyzovala
kolekcia izolatov zrbéznych Statov Eurdpy a zistilo sa, Ze analyzované izolaty obsahuju Specifickii deléciu
atvoria tak samostatni fylogenetick skupinu, typicktl pre tzemie Eurdpy. NavysSe identifikovana delécia
umoznila vyvinut’ Specificki PCR-RFLP diagnosticka metodu (Gadiou et. al, 2009)

ZAVER

V priebehu obdobia 2001 — 2010 sme na uzemi Slovenska zistili pritomnost’ troch druhov (BYDV - PAV,
BYDV - RMV, CYDV - RPV) virusov Zltej zakrpatenosti jaCmena a virusu zakrpatenosti pSenice (WDV).
Potvrdilo sa , Ze za vhodnych podmienok (klimatické podmienky, vektory, infikované buriny a vydroly) méze
dojst’ k znatnému rozsireniu tychto virusovych druhov. Zasadnym poznatkom je zistenie vyskytu virusu
ciarkovitej mozaiky pSenice, Co naznacuje, Ze aj iné virusové patogény jacmena a pSenice sa mozu vyskytovat’
alebo vyskytnit’ na naSom tzemi.

Podakovanie: Tato praca bola podporena grantom VEGA 02/0200/09.
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TAXON-SPECIFICKE MOLEKULABNE MARKERY U TETRAPLOIDNYCH
PSENIC
TAXON-SPECIFIC MOLECULAR MARKERS IN TETRAPLOID WHEATS

VERONIKA MICHALCOVA, PAVOL HAUTPVOGEL, MIROSLAV SVEC
Katedra genetiky, Prirodovedecka fakulta Univerzity Komenského, Mlynska dolina, 842 15 Bratislava

Molecular evolution of tetraploid wheat has not been discovered yet because of complexity of polyploid genomes. There are
two lines of tetraploid wheats: line that contains genomes AAGG, and line with AABB genomes. Diploid wheat Triticum
urartu was donor of A genome for all two of these lines, but there are no diploid wheats containing B or G genome. Most
probably these two genomes evolved from Aegilops speltoides S genome, but this theory has not been confirmed on
molecular level. It is our main objetcive to discover molecular evolution of tetraploid wheat and to find diploid ancestors of B
and G genomes and subspecies of Triticum timopheevii (AAGG) and Triticum turgidum (AABB). For these experiments we
choose PCR method TERGAP (transponabre element — resistance gene analog polymorphism). In first step we were
searching for polymorfic markers specific for B and G genomes and for individual subspecies of tetraploid wheat. We
identified 3 polymorphisms specific for G genome and 9 for B genome, than polymorphisms specific for subspecies Triticum
timopheevii subsp. timopheevii, T. turgidum subsp. polonicum, T. turgidum subsp. turgidum, T. turgidum subsp. dicoccoides
and one polymorphism specific for both subspecies 7. turgidum subsp. dicoccum a T. turgidum subsp. ispahanicum.

Key words: tetraploid wheat, Aegilops, evolution, B genome, G genome, molecular markers, TERGAP

UvVOD

Evolucia psenice je dlhy a komplexny dej. Pred 500-600 tisic rokmi doslo k tetraploidizacii divych pSenic, ¢o
predstavovalo velky =zlom wvich evolucii (Dvorak aZhang 1990). Pred asi 8000 rokmi nastala
u domestikovanych tetraploidnych psenic d’alSia polyploidizacia, ktora zvysila pocet chromozémovych sad zo
Styroch na Sest, ¢im vznikli hexaploidné druhy (Nesbitt a Samuel 1996). Hlavny vyvoj kmena Triticeae bol
definovany prave odliSenim od spolo¢ného diploidného predka na diploidnej urovni a konvergenciou na
polyploidnej urovni, zahimajucou odlisené diploidné genémy. K vzniku polyploidnych pSenic vyrazne prispeli
rozne druhy rodu Aegilops, ¢o potvrdili klasické analyzy aj moderné molekularne metody (Cox 1998).

Jednotlivé gendmy pSenic a mnohostetov vznikli pocas evolicie chromozémovymi prestavbami. U
diploidnych druhov sa vykytuju genémy A (pSenica), D, S, M, C, U, N a T (degilops). U polyploidnych druhov
boli objavené gendomy B a G, ktoré sa v§ak nevyskytuji u ziadneho z diploidnych taxénov. Za donora A gendému
pre polyploidné pSenice je povazovany ich diploidny pribuzny Triticum urartu . Donorom B a G genomov bol
pravdepodobne Aegilops speltoides, nositel’ gendmu S, z ktorého sa tieto gendmy vyvinuli chromozémovymi
prestavbami (Kilian a kol. 2007).

KedZe na otazky tykajlice sa evolucie a predkov tetraploidnych pSenic zatial’ neexistuju celkom jasné
odpovede, rozhodli sme sa na molekularnej Grovni zrekons$truovat’ ich evoluciu a tak zistit’, ktoré taxony sa
podielali na ich vzniku. Nasim cielom je pomocou metody TERGAP ziskat’ dizkové polymorfizmy typické pre
B a G gendmy a pre jednotlivé taxony. Tieto polymorfizmy pouzijeme na tvorbu specifickych SCAR markerov,
pomocou ktorych polymorfizmy identifikujeme v genémoch diploidnych mnohostetov. Molekularna metdda
TERGAP je na identifikaciu takychto polymorfizmov vhodnd, pretoze je zaloZzena na pouziti dvoch primerov
s roznym zameranim. Jeden z primerov bol odvodeny z génov rezistencie (alebo z ich analégov) a druhy primer
bol odvodeny z retrotranspozdénov typu Claudia a Jeli. Vyber primerov odvodenych z takychto regionov DNA je
odovodneny tym, ze kazdy pSeni¢ny taxon obsahuje gény rezistencie alebo ich analégy a az 80% pSeni¢ného
gendomu tvoria repetitivne sekvencie, medzi ktoré patria aj retrotranspozony, ¢o sposobuje problémy s pokrytim
celého gendmu pri pouziti klasickych markerovych systémov, napriklad AFLP (Kilian a kol. 2007) alebo
mikrosatelitov (Salina a kol. 2006), ktoré sa bezne pouzivajo na detekciu diverzity u obilnin. Na §tadium
evolucie jednotlivych psSeni¢nych genomov sa daji aplikovat’ taktieZ cytologické metédy (Rodriguez a kol.
2000; Maestra a Naranjo 1999). Efektivne st aj metddy vyuZzivajice spojenie molekularnych a cytologickych
markerovych systémov (Zhang a kol. 2004), ¢o ddva moznost’ vzniku mnozstva d’al§ich vyskumnych metod.

MATERIAL A METODY

V experimentoch sme pracovali s 51 vzorkami tetraploidnych pSenic. Vzorky sme izolovali zo zfn poddruhov
Triticum timopheevii subsp. timopheevii (TIM), Triticum timopheevii subsp. armeniacum (ARM), Triticum
turgidum subsp. dicoccoides (DCS), Triticum turgidum subsp. dicoccum (DIM), Triticum turgidum subsp.
ispahanicum (ISP), Triticum turgidum subsp. turgidum (TRG), Triticum turgidum subsp. carthlicum (CAR),
Triticum turgidum subsp. durum (DUR), Triticum turgidum subsp. turanicum (TRN) a Triticum turgidum subsp.
polonicum (PLN).
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Na analyzu vzoriek sme pouZzili metddu TERGAP. Ked’Ze sme sa chceli vyhnat nespecifickym produktom,
pouzili sme hot start polymerazu TrueStart 7aq (Fermentas). Reakéna zmes pre TERGAP pozostivala
z nasledovnych komponentov: 1 x zmes PCR pufrov 1:1 (GoTaq, Promega; TrueStart, Fermentas); 1 U Tagq
polymerazy (TrueStart, Fermentas); 2,0 mM MgCl,; 0,25 mM dNTP; 0,4 uM primerov a 30 ng templatovej
DNA v celkovom objeme 12,5 ul. Optimalizovali sme PCR cyklus s nasledovnymi teplotnymi charakteristikami:
uvodna denaturdcia pri 95°C (2 min); 34 cyklov s teplotami 94°C (45 sek), 54°C (45 sek), 72°C (2 min),
zaverecna polymerizacia pri 72°C (7 min). Vysledky TERGAP amplifikacie sme hodnotili elektroforeticky na
1,5% agarézovom géli, fragmenty sme separovali 2,5 h pri konstantnom napiti 100 V (3,5 V/cm vzdialenosti

elektrod).

VYSLEDKY A DISKUSIA
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Obr. 1: Ukazka molekularneho markera $pecifického pre G
genoém (Sipka). Poradie vzoriek: -5 - Triticum timopheevii
subsp. armeniacum, 6-10 — Triticum timopheevii subsp.
timopheevii, 11-15 — Triticum turgidum subsp. dicoccoides, 16 —
Triticum turgidum subsp. dicoccum, L — Standard molekulovych
hmotnosti.
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Obr. 3: Molekularny marker $pecificky pre poddruh Triticum
turgidum subsp. polonicum (Sipka). Poradie vzoriek: /-4 — T.
turgidum subsp. turanicum 5 —kamut, 6—10 — T. turgidum subsp.
polonicum, 11 —Aegilops cylindrica, 12 — T. urartu, 13 — T. urartu,
14 — negat. kontrola, L — Standard molekulovych hmotnosti.
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Obr. 5: Molekularny marker $pecificky pre poddruh 7. turgidum
subsp. turgidum (Sipka). Poradie vzoriek: /-5 — T. turgidum subsp.
turgidum, 6-10 — T. turgidum subsp. carthlicum, 11-15 — T. turgidum
subsp. durum, 16 — T. turgidum subsp. turanicum, L — $tandard
molekulovych hmotnosti.
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Obr. 2: Molekularne markery $pecifické pre G genom (biela $ipka)
apre B genom (Cervend Sipka). Poradie vzoriek: /-5 - Triticum
timopheevii subsp. armeniacum, 6-10 — Triticum timopheevii subsp.
timopheevii, 11-15 — Triticum turgidum subsp. dicoccoides, 16 —
Triticum turgidum subsp. dicoccum, L — Standard molekulovych
hmotnosti.
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Obr. 4: Ukazka molekularnych markerov $pecifickych pre B gendém
(biela Sipka) a pre poddruh T. timopheevii subsp. timopheevii (Cervena
Sipka). Poradie vzoriek: 1-5 — T. timopheevii subsp. armeniacum, 6—10 —
T. timopheevii subsp. timopheevii, 11-1 5- T. turgidum subsp.
dicoccoides, 16 — T. turgidum subsp. dicoccum, L — Standard
molekulovych hmotnosti.
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Obr. 6: Ukazka molekularnych markerov $pecifickych pre B genom
(Cervena Sipka) a pre poddruh T. turgidum subsp. dicoccoides (biele
8ipky). Poradie vzoriek: /-5 —T. timopheevi subsp. armeniacum, 6—
10 — T. timopheevi subsp. timopheevi, 11-15 — T. turgidum subsp.
dicoccoides, L — $tandard molekulovych hmotnosti.
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V naSich experimentoch sme analyzovali 51 vzoriek patriacich do 10 poddruhov tetraploidnych psenic.
Celkovo sme doposial’ vyhodnotili 17 reakcii TERGAP, pricom v kazdej z nich bola pouzita ind kombinécia
primerov. Vo vyhodnocovanych reakciach sme hl'adali polymorfizmy $pecifické pre B a G gendomy, ako aj pre
jednotlivé poddruhy. Zistili sme, ze pouzité primerové kombinacie rozoznavajii celkovo 3 Specifické
polymorfizmy pre G genom (obr. 1, 2) a 9 Specifickych polymorfizmov pre B gendém (obr. 2, 4, 6), z ¢oho tri
polymorfizmy boli dizkové a7 polymorfizmov spocivalo v pritomnosti/nepritomnosti bandu  uréitej
molekulovej hmotnosti. Tiez sa ndm podarilo objavit' polymorfizmy Specifické pre poddruhy Triticum
timopheevii subsp. timopheevii (obr. 4), T. turgidum subsp. polonicum (obr. 3), T. turgidum subsp. turgidum
(obr. 5), T. turgidum subsp. dicoccoides (obr. 6) a Specificky polymorfizmus spolo¢ny pre poddruhy 7. turgidum
subsp. dicoccum a T. turgidum subsp. ispahanicum. Zaujimavé je tiez zistenie, ze dve vzorky z poddruhu 7.
turgidum subsp. dicoccum (pochadzajuce zo Slovenska) sa liSia od ostatnych vzoriek tohoto druhu. Lisia sa
prave nepritomnostou dvoch réznych polymorfizmov $pecifickych pre B genom. Je teda pravdepodobné, ze
tento polymorfizmus sa u ostatnych analyzovanych vzoriek vyvinul az po oddeleni slovenskych genotypov. Je
tiez mozné, Ze tieto dva slovenské genotypy su hybridné, ¢o by mohlo vysvetl'ovat’ ich odlisnost’ od ostatnych
vzoriek daného poddruhu.

ZAVER

Metdéda TERGAP by mohla byt ispeSna aj pri analyze vzoriek mnohostetov (4egilops), ktoré planujeme
vyuzit’ na rekonstrukciu evolicie tetraploidnych pSenic.

Podarilo sa ndm identifikovat’ 3 polymorfizmy Specifické pre G geném a 9 polymorfizmov Specifickych pre
B genom.

Taxon $pecifické polymorfizmy sme identifikovali u Styroch z desiatich poddruhov (Triticum timopheevii
subsp. timopheevii, T. turgidum subsp. polonicum, T. turgidum subsp. turgidum, T. turgidum subsp. dicoccoides)
ajeden polymorfizmus bol spoloény pre dva poddruhy (7. turgidum subsp. dicoccum aT. turgidum
subsp.ispahanicum).

Podakovanie. "Tato praca bola podporovana Agentiirou na podporu vyskumu a vyvoja na zaklade zmluv ¢.
APVV-0770-07 a ¢. APVV-0197-10%.
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NOVE SMERY VE SLECHTENI CHMELE (HUMULUS LUPULUS L.)
NEW TRENDS IN HOP (HUMULUS LUPULUS L.) BREEDING

NESVADBA VLADIMIR, POLONCIKOVA ZDENKA, HENYCHOVA ALENA
Hop Research Institute, Co., Ltd., Kadanska 2525, Zatec, Czech Republic

Hop breeding objectives in CR can be divided into aroma and bitter hops, both being resistant to stresses, dwarf varieties for
cultivation in low trellis and varieties for pharmaceutical utilization. In 2008 we managed to release Vital and Kazbek.
Varieties Saaz Late and Bohemie were registered in 2010. Recently we have bred some perspective genotypes with high
contents of xanhohumol or desmethylxanthohumol (DMX). In January 2011, we were awarded funding for a new four years
EUREKA Project, which is an inter-governmental network that supports the development for innovations across all sectors of
industry within EU. It should help us to develop new low trellis high quality aroma hops as sustainable replacements for
traditional tall hops in the future.

Key words: hop, Humulus lupulus L., varieties, genotypes, breeding material, low trellis, EUREKA project, dwarf hops,
xanthohumol, DMX.

UvOoD

Slechténi chmele v Ceské republice bylo zalozeno Doc. Karlem Osvaldem, ktery byl zakladatelem klonové
selekce Zateckého poloraného Gervenaku. Z jeho prace jsou dosud vyuzivany na plose témé&f 90 % v ramci
Ceské republiky klony 31, 72 a 114. Prvnimi odriidami, které vznikly kiiZenim, byly v roce 1994 Bor a Sladek.
Lze konstatovat, Ze v soucasné dobé¢ se ve Slechténi chmele vyuziva vyhradné metoda kiizeni. Timto zptisobem
byly ziskany dalsi odridy Premiant, Agnus, Harmonie a Rubin. Z pivovarského hlediska se nejvice uplatiuji
odrudy Sladek, Premiant a Agnus. Pfesto se stale Slechti nové odriidy aromatického i vysokoobsazného typu pro
pivovarské vyuziti. Na tvorbu novych odrid jsou kladeny vysoké pozadavky ekonomické, agrotechnické i
zpracovatelské. Chmel obsahuje fadu vyznamnych latek pro farmaceutické a biomedicinské vyuziti (De
Keukeliere et al., 2003; PSenakova a kol., 2010). Nova technologie péstovani chmele na nizkych konstrukcich
vyzaduje nové odridy chmele, které se vyznacuji kratkymi internodii. Vlivem vysoké variability povétrnostnich
podminek v pribéhu vegetace v poslednich letech se preferuje stabilita vykonnosti v pribéhu péstovani chmele,
tj. 10 az 15 let (Nesvadba V., Krofta K., 2007). Proto v poslednich letech byly registrovany dalsi ¢eské odrudy
chmele.

METODIKA

Zakladem pro Slechténi chmele jsou genetické zdroje — jedna se o rozpracovany Slechtitelsky material,
registrované odriidy a plané chmele. Genetické zdroje (Nesvadba V., Krofta K., 2005) jsou podporovany Ceskou
republikou (MZe 33083/03-300 6.2.1. — MZe CR). Slechténi je zamé&feno na kiizeni vhodnych rodicovskych
komponentt, které jsou vybirany na zéklad¢ testovacich kiizeni. Ziskana potomstva jsou nasledn¢ vyuzivana pro
dalsi slechténi. Potomstva jsou nejdfive testovana na odolnost k houbovym chorobam a vybrané genotypy jsou
péstovany na stanovisti 2 roky. Po dvou letech nasleduje vybér nejlepsich jedinci (ostatni rostliny jsou zniceny).
Ti jsou nasledné mnozeni a testovani v $lechtitelskych Skolkach. Perspektivni genotypy jsou po dukladnych
testacich (5-8 let) pfihlaSeny do statnich registracnich zkouSek. Pro hodnoceni potomstev, §lechtitelského
materialu a novych odrid jsou vyuzivany zakladni statistické parametry. Obsahy chmelovych pryskyfic byly
stanoveny kapalinovou chromatografii (Krofta K., Nesvadba V., 2007).

VYSLEDKY A DISKUSE

Slechténi nové odriidy je dlouhodoba &innost, protoze od kiizeni az po registraci nové odriidy je Gasové
rozpéti 15 az 20 let. Od roku 2008 byly v Cesku registrovany 4 nové odriidy chmele (tab. 1). Od roku 2000 se
vyrazné zmeénily Slechtitelské cile. V soucasné dobé je Slechténi zaméteno na 5 cili. Samoziejmé, Zze vSechny
perspektivni genotypy musi vykazovat odolnost k houbovym chorobam, dobré agrotechnické parametry, a
predeviim dobré pivovarské vlastnosti, proto Chmelaisky institut Zatec disponuje pokusnym pivovarkem o
kapacité 50 litrti. VSechny nadéjné genotypy musi vykazovat dobré pivovarské vlastnosti. Je nutné pfipomenout,
7e §lechténi chmele je podporovano vyzkumnymi projekty, které podporuji MSMT, MZe i MPO Ceské
republiky. Zna¢nou finanéni ¢ast hradi Chmelaisky institut s.r.o0. Zatec z vlastnich zdroji.

1. Slechténi aromatickych chmelii

Slechténi aromatickych chmelii je rozdéleno na dva sméry. Prvni skupina je klasickd — kfizeni
aromatickych rodi¢ii a vybér potomstev. Tim byla ziskana odriida Sladek, kterd vykazuje dobré pivovarské
vyuziti. V soucasné dobé tvoii standard kvality této skupiny aromatickych chmeld. V ramci této skupiny byla
v roce 2004 registrovana odrida Harmonie, v roce 2010 odrida Bohemie, ktera byla ziskana z potomstva po
odrade¢ Sladek. Bohemie ma shodné kvalitativni parametry, ale ma kratsi vegetacni dobu. Druhou skupinu tvofi
jemné aromatické chmele, to je Zatecky polorany &ervenidk (ZPC), ktery je charakteristicky vynikajicimi
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pivovarskymi vlastnostmi. Dosud byla vyuzivana jen klonové selekce v ramci Zateckého poloraného &ervenaku.
V poslednim obdobi se Zatecky polorany &erveiiak vyuzival v kifzeni s vhodnymi samé&imi genotypy, které maji
v pavodu téz ZPC. Vysledkem dlouhodobé prace je registrace nové odridy Saaz Late, kterd byla provedena
v roce 2010. Tato odriida vykazuje shodné slozeni chmelovych pryskyfic i silic jako Zatecky polorany Cervenidk.
V soucasné dobé je péstovana na plose 3 ha. V roce 2011 bude provedena nova vysadba na plose 5 ha. Odrtda je
testovana v Ceskych i zahranic¢nich pivovarech a vykazuje vynikajici vysledky. Z divodu pozadavkd pivovart

pro dalsi testy, je nutny nartst plochy.

Tabulka 1: Nové ¢eské odrady chmele

Odrudy Vital Kazbek Saaz Late Bohemie
Alfa kyseliny (% hm.) 12,0 -16,0 5,0-8,0 3,5-6,0 5,0-8,0
Beta kyseliny (% hm.) 6,0 - 10,0 4,0-6,0 4,0 - 6,5 6,0-9,0
Kohumulon (% rel.) 21 -26 35-40 20-25 23 -26
Xanthohumol (% hm.) 0,70 — 1,00 0,30 - 0,45 0,30 - 0,50 0,50 - 0,75
DMX (% hm.) 0,25 -0,40 0,10 - 0,20 0,07-0,12 0,10 -0,20
Obsabh silic (% hm.) 1,5-25 0,9-1,8 0,5-1,0 1,0-1,5
Myrcen (% rel.) 40 — 55 40 - 50 25-35 30-40
Karyophylen (% rel.) 5-8 10-15 6-9 7-10
Humulen (% rel.) 2-5 20-35 15-20 17-23
Farnesene(% rel.) 1-4 <1 15-20 <1
Selineny (% rel.) 7-15 1-3 3-4 8—12

2. Slechténi vysokoobsaznych chmelii

Slechténi vysokoobsaznych chmel ma pouze jedno kritérium, a to produkci alfa kyselin z hektaru. Nové
odridy musi vykazovat odolnost, dobré agrotechnické parametry, protoze to ovlivituje ekonomiku péstovani
chmele a dale i pivovarské vlastnosti. V roce 2001 byla v Ceské republice registrovana odriida Agnus, ktera
nema nejvyssi produkei alfa kyselin z hektaru, ale vykazuje vynikajici pivovarské parametry, a to predev$im
pozitivni vliv na stabilitu piva. Odrida Vital, ktera byla registrovana pro farmaceutické vyuziti vykazuje vyssi
obsah alfa kyselin i vysoky obsah beta kyselin, ale niz§i vynosovou uroven, proto pravdépodobné nebude
atraktivni pro péstitelskou praxi. V pivovarskych testech vykazuje vyborny vliv na kvalitu piva. V roce 2010
bylo vybrano 5 nadé&jnych genotypt do registracnich zkousek, které vykazuji obsah alfa hotkych kyselin 13 az
17 % a vynos chmele je nad 2,5 t/ha (Tabulka 2).

Tabulka 2: Obsah chmelovych pryskyftic u nadéjnych genotypti chmele

Oznaceni Alfa kys. Beta kys. Xanthohumol DMX
genotypu (%) (%) (%) (%)
4849 ® 13,4 9,2 1,23 0,22
4914 ® 15,0 9,3 1,14 0,21
4964 ® 14,1 9,1 0,98 0,29
5166 ® 18,8 8,7 1,21 0,26
5196 ® 15,9 8,8 1,23 0,29
Agnus 11,9 7,8 0,89 0,16
Columbus 12,1 6,1 0,68 0,18
Taurus 12,3 5,6 0,90 0,10
Magnum 12,6 7,9 0,42 0,10
Herkules 15,0 5,9 0,57 0,11
Vital 15,3 9,8 0,78 0,27

3. Slechténi odolnych chmeliy

Odolnych odrid k vngjsim stresim neni mnoho. Ziskat novou odridu, kterd bude odolna k suchu, vysokym
teplotam, bude vykazovat vysokou stabilitu obsahu chmelovych pryskytic a vynosu chmele a sou¢asné bude mit
vyborné pivovarské vlastnosti, je dosti obtizné. V Cesku byla v roce 2008 registrovana odriida Kazbek, ktera
vykazuje vysokou stabilitu obsahu chmelovych pryskyfic i vynosu chmele. Je prvni odridou, ktera ma vyssi
vynos chmele nez odriida Sladek, kterd vykazuje v praxi vynos nad 3 t/ha. V roce 2010 byla vysazena provozni
plocha, ktera bude vyuzivana pro pivovarské testy. Je nutné podotknout, Ze odrida Kazbek ma v pivodu rusky
plany chmel. Pravé plané chmele jsou nejvice vyuzivany pro tento $lechtitelsky smér (Patzak J., et al., 2010;
Patzak J., Matousek J., 2010).

4. Slechténi pro farmaceutické iicely

Z realizovanych kfizeni se podafilo ziskat 90 novych genotypl s obsahem xanthohumolu nad 1 %. Tento
vysledek je nutno chéapat jako Gspésny, protoze genotypy ziskané ze §lechtitelského procesu do roku 2007
vykazovaly z celkového poctu pouze 7 genotypti s obsahem xanthohumolu nad 1 %. Vyssi uspéSnost byla u
Slechténi na vysoky obsah DMX, protoze pouze 1 genotyp vykazoval obsah DMX nad 0,25 % a vysledkem
zamérného Slechténi bylo v ramci projektu ziskano 43 novych genotypti chmele s obsahem DMX nad 0,25 %.
Z téchto genotypi byl odebran sadbovy material pro zaloZeni polniho pokusu. V roce 2010 byly jiz 3 genotypy,
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které vykazuji pozadovany obsah DMX, namnoZeny a piihlaeny do registraénich pokusi UKZUZ. V ramci
tohoto Slechtitelského cile byla registrovana v roce 2008 nova odriida Vital, kterd vykazuje primérny obsah
DMX 0,30 % hm. v susin€. Rozpéti obsahu je 0,22 az 0,49 % hm. (Nesvadba V., Krofta K., 2009). V soucasné
dobé¢ se mapuji kvantitativni znaky obsahu xanthoumolu a DMX (Patzak J., 2011).

4. Slechténi na nizké konstrukce

V poslednich letech s v CR uplatiiuje nova technologie péstovani chmele na nizkych konstrukcich. Prioritou
selekce jsou kratka internodia. Na zakladé tohoto selekéniho kritéria se vybiraji nadéjné genotypy a jsou dale
hodnoceny. Velmi nadéjné genotypy byly ziskany v ktizeni v roce 2008. Vybéry z téchto potomstev Sm09 byly
vysazeny do HSKMNK v roce 2010. Chmelové hlavky byly v prvnim roce sklizeny ruéné a analyzovany
metodou HPLC. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 3. Z vysledki je patrné, ze genotypy 5281 a 5287 vykazuji
obsah alfa kyselin nad 10 %. Aromatickému typu dle slozeni chmelovych pryskyfic odpovidaji ¢tyfi genotypy
5260, 5263, 5278 a 5282. Nékteré genotypy vykazuji i vyssi podil kohumulonu, coz je zpiisobeno matecnou
rostlinou First Gold, ktera je charakteristickd vysokym podilem kohumulonu.

Tabulka 3: Obsah a slozeni chmelovych pryskyftic u nadéjnych vybéra z HSKMNK (2010)

Cislo alfa. kys. beta.kys. pomgér kohumulon kolupulon
genotypu (%hm) (%hm) alfa/beta (% rel.) (% rel.)
5258 5,76 2,80 2,1 26,70 50,60
5260 5,55 4,13 1,3 26,20 4730
5262 5,48 2,41 2.3 29,30 53,00
5263 5,50 4,08 13 26,10 4730
5277 6,51 3,20 2,0 23,10 43,00
5278 7,52 5,59 1,3 38,10 58,60
5281 10,75 541 2,0 35,00 57,20
5282 5,57 4,68 12 36,80 62,00
5287 10,63 423 2,5 24,60 47,40
5254 4,54 3,24 1,4 31,50 59,70
5279 8,66 4,86 1,8 34,30 58,60
5252 7,81 537 15 36,00 57,00
ZAVER

Slechténi chmele je dlouhodobé ¢innost, proto dosazené vysledky Ize hodnotit jako diléi. Lze konstatovat, Ze
se dafi plnit zadané cile Slechténi, byla ziskana fada nadéjnych genotyptl. UspéSnost splnéni uvedenych
Slechtitelskych cilti bude prokdzana az po ovéfeni vykonnosti, stability a pfedev§im uplatnéni v praxi.

Acknowledgement: This work was supported by Czech Ministry of Education within the Research Project no.
2B06011 and Eureka project (LF 11008). Samples were obtained from the field collection of genetic resources,
which is a part of “National Program of Conservation and Utilization of Genetic Resources in Plants and
Biodiversity” (MZe_33083/03-300 6.2.1) issued by Czech Ministry of Agriculture.
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BIOAKTIVNE LATKY V KOMERCNYCH pDRODACH A DIVORASTUCICH
GENOTYPOCH CHMELU OBYCAJNEHO (HUMULUS LUPULUS L.)

BIOACTIVE COMPOUNDS IN COMMERCIAL CULTIVARS AND WILD TYPE
PLANTS OF HOP (HUMULUS LUPULUS L.)

IVANA PSENAKOVA'? JURAJ FARAGO', KAREL KROFTA?, VLADIMIR NESVADBA?

'Katedra biotechnologii, Fakulta prirodnych vied, Univerzita sv. Cyrila a Metoda v Trnave, Namestie J. Herdu 2,
SK-917 01Trnava, SR; email: ivana.psenakova@ucm.sk;
’Katedra botaniky a genetiky, Fakulta prirodnych vied, Univerzita Konstantina Filozofa, Tr. A. Hlinku 1, SK-
949 74 Nitra, SR
3Chmelafsk}'/ Institut s.r.0., Odd. §lechténi chmele a Odd. chemie chmele, Kadariska 2525, 438 46 Zatec

The hop plant is well known as a raw material in the brewing industry. In recent years, however, a number of biological
activities of hop compounds have been discovered, which pave a new pathway for utilization of hop as a medicinal plant. The
aim of this work was to analyze the content of bitter acids, essential oils, total polyphenols, flavonoids and a prenylated
chalcone xanthohumol in extracts from leaves and cones of commercial cultivars and wild type hop plants grown in two
different growing conditions at the Hop Research Institute, Zatec (Czech republic), and Centre of Plant Production Research,
Piestany (Slovak republic). Seven cultivars and eight wild type genotypes were analyzed. The results showed provenience,
cultivar, plant material and growing condition effects on the chemical composition of hops.

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

UvVOD

Chmel’ oby¢ajny (Humulus lupulus L.) je trvaca, dvojdoma rastlina patriaca do ¢el'ade Cannabaceae. Samicie
rastliny chmel'u tvoria hlavky (Sistice), v ktorych su ulozené Zl'aznaté trichdmy, tzv. lupulinové zliazky. V nich
sa tvori lupulin obsahujici chmel'ové Zivice, silice, polyfenoly a iné zlGzeniny, dolezité z pivovarského hl'adiska.
Chmel je vyznamnou technickou plodinou, ktora je vyuZzivana najmé v pivovarnictve, pretoze obsahové zlozky
chmelovych hlavok su zakladom pri vyrobe piva. Najvyznamnejsie zlozky chmelovych Zivic (o- a B-horké
kyseliny) a silic (esencidlne oleje) dodavaji pivu intenzitu horkosti a ovplyviuji arému piva (NESVADBA a
KROFTA, 2007).

V poslednom desatroci sa vSak vyskum chmel’u orientuje znacnou mierou na stadium biologickych aktivit
jednotlivych chemickych komponentov chmelu, najméd prenylflavonoidov xantohumolu a izoxantohumolu
(MIRANDA a kol., 2000; VANHOECKE a kol., 2005; ZHAO a kol., 2005; HO a kol., 2008). Ich protizapalova,
antioxidac¢na, antilipoperoxidacna aktivita, ako aj antimikrobidlne, antitrombdzne, antiangiogénne,
antiproliferativne, antimutagénne a apoptotické u¢inky, stanovené najmé v in vitro $tdiach, nazna¢uju moznost’
ich chemopreventivneho pouzitia (MILLIGAN a kol., 1999; MIRANDA a kol., 2000; ZANOLI a ZAVATTI,
2008). Vzrastajtci pocet informacii o vyuziti tychto biologicky aktivnych latok k lie¢be viacerych nadorovych a
civilizaénych ochoreni pontka vyuzitie v chemoprevencii takychto chorob (HOFTA, 2004). Ziskané poznatky
napr. naznacuji, ze chmel'ové prenylflavonoidy mézu byt’ efektivnymi protinadorovymi lie¢ivami (MILLIGAN
a kol., 1999).

Cielom nasej prace bolo zistit' obsah najddlezitejSich chemickych komponentov chmelu, ato horkych
kyselin, esencidlnych olejov, polyfenolov, flavonoidov a xantohumolu v extraktoch izolovanych z listov a $istic
15 genotypov (génovych zdrojov kultirnych odréd a divorasticich rastlin) pestovanych v réznych podmienkach
na dvoch lokalitach, v Zatci (CR) a v Piestanoch (SR).

MATERIAL A METODY

Rastlinny material

Listové vzorky a vzorky S$iStic komerénych odréd chmelu obyc¢ajného boli poskytnuté z polnej kolekcie
génovych zdrojov chmel'u (MZe 33083/03-300 6.2.1.) v Chmelai'skom institute s.r.o. v Zatci (CHI, CR) (Vital,
Sladek, Rubin a Harmonie) a Génovou bankou SR pri CVRV v Piestanoch (CVRYV, SR) (Sifem, Sladek, Aromat
a Osvaldov klon 114). Rovnaké vzorky z divorasticich genotypov chmelu v CR boli tiez ziskané z polnej
kolekcie génovych zdrojov chmel'u v CHI v Zatci (P18+19, P123, P8, P42 a P68), resp. v SR zberom v uréenych
lokalitach (D1, D2, D4). Odrody a divorastice chmele st v CHI Zatec pestované na rovnakej lokalite v spone
1,3 x 1 m, svySkou vedenia rastlin 6 m. Pri pestovani testované¢ho suboru genotypov boli zabezpecené
Standardné agrotechnické postupy a rovnaka technoldgia pestovania a oSetrovania v priebehu rastu a vyvoja
rastlin. Preto stanovena variabilita na danej lokalite je iba minimalne ovplyvnena prostredim a hlavnym zdrojom
variability je genotyp vybraného chmelu. Génové zdroje chmelu v CVRV su pestované v improvizovanej
chmelnici v rovnakom spone ako v Zatci ale s vy$kou vedenia rastlin 2 m. Pocas vegetatnej periédy rastu rastlin
sa vykonava iba minimum agrotechnickych osetrovani (herbicidy, pesticidy, fungicidy).
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Spracovanie rastlinného materialu

Odber vzoriek v CR (9 genotypov) bol vykonany v rovnakom termine (august 2011) a po usuSeni pri
laboratornej teplote bol rastlinny material odoslany pre laboratérne analyzy na UCM Trnava. V CVRV (7
genotypov) bol odber listovych vzoriek uskutoéneny 9.9.2011. 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 oddel'ovacom lieviku 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 odparena
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 chladnicke pri 4°C.

Stanovenie obsahu celkovych polyfenolov

Obsah celkovych polyfenolov v chmelovych extraktoch bol stanoveny podla metédy opisanej
SINGLETONOM a ROSSIM (1965). Metoda je zalozena na spektrofotometrickom merani farebnych produktov
reakcie hydroxylovych skupin fenolovych zlucenin s Folin-Ciocalteu ¢inidlom. Celkovy obsah polyfenolov bol
vyjadreny ako ekvivalent kyseliny galovej v 1g vysuseného rastlinného materialu (d.w.).

Stanovenie obsahu flavonoidov

Flavonoidy boli stanovované spektrofotometricky podla metddy opisanej RAKOTOARISONOM a kol.
(1997). Celkovy obsah flavonoidov bol vyjadreny ako ekvivalent kvercetinu v 1g vysuSeného rastlinného
materidlu.

Stanovenie obsahu horkych kyselin a xantohumolu

Obsah a zlozenie chmelovych zivic a obsah xantohumolu v extraktoch zo Sistic boli stanovené metédou
EBC7.7 (Analytica EBC, 1998). HPLC analyzy boli uskuto¢nené na chromatografoch SHIMADZU LC 10A
a LC20A. Sistice boli extrahované v zmesi etyléter-metanol a alikvotné objemy éterickej fazy boli po riedeni
injektované do kolonky chromatografu. Latky boli detekované detektorom diédového pola pri vinovej dizke A =
314 (o- a f-horké kyseliny) a 370 nm (xantohumol).

Stanovenie obsahu esencialnych olejov

Izolacia esencialnych olejov zo §istic bola uskutoénena destila¢nou metédou. Zlozenie silic bolo analyzované
plynovou chromatografiou na chromatografoch VARIAN3400 v spojeni s hmotnostnym detektorom FINNIGAN
ITD 800 a THERMO-FOCUS v spojeni s dmotnostnym detektorom DSQII. Obsah silic bol stanoveny ako
hmotnostny podiel celkovych silic vo vodnej pare v priebehu 90 mintatového varu zo 100 g vzorky Sistic.

Statisticka analyza
Vysledky boli analyzované programom STATGRAPHICS Centurion XV Ver. 15.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Z pivovarnickeho hladiska najdolezitejSimi chemickymi komponentmi chmelu st chmelové Zivice,
pozostavajuice najmd z humulénov (o-horké kyseliny) a lupulonov (B-horké kyseliny) (VERZELE aDE
KEUKELEIRE, 1991). Ich obsah je do znacnej miery zavisly od konkrétnej odrody (KROFTA, 2003).
Z analyzovanych 4 Ceskych genotypov (odrod) a4 slovenskych genotypov boli najvysSie obsahy o-horkych
kyselin zaznamenané pri dvoch vysokoobsaznych odrodach Vital (11,6 hm. %) a Rubin (10,8 hm. %) (Tab. 1).
Pri vSetkych ostatnych genotypoch bol obsah a-horkych kyselin nizsi nez 10 hm. %. Velmi nizke hodnoty
obsahu a-horkych kyselin (2,6-3,9 hm. %) boli zaznamenané v $isticiach pozberanych z 3 génovych zdrojov
chmel'u z pol'nej kolekcie rastlin pestovanych v CVRV Piestany. Pri tychto troch genotypoch bol aj pomer o/
<1,0. Vynimku tvorila len odroda Sladek, ktora mala porovnatelnti hodnotu obsahu a-horkych kyselin v CR, ako
aj vSR (Tab. 1). Obsah o-horkych kyselin v divorasticich genotypoch zo Slovenska bol porovnatelny
s génovymi zdrojmi odrdéd udrziavanych v pol'nej kolekcii CVRV Piestany, avsak iba priblizne polovicny oproti
obsahom a-horkych kyselin v §isticiach z ,&eskych® odrod udrziavanych v Zatci. Rozdiely medzi
»slovenskymi a ,,Ceskymi odrodami (ANOVA, P<0,01), ako aj medzi odrodami a divorastucimi genotypmi
boli statisticky signifikantné (ANOVA, P<0,05).

Na rozdiel od horkych kyselin je prenylovany chalkén xantohumol najdélezitejSou chemickou zlozkou
chmel’'u dblezitou z medicinskeho hl'adiska (MIRANDA a kol., 2000; VANHOECKE a kol., 2005; ZHAO a kol.,
2005; HO a kol., 2008; CHO a kol., 2010). Obsah xantohumolu v §isticiach chmel'u zavisi najmi od odrody
a klimatickych podmienok pestovania (DE KEUKELEIRE akol., 2007) avo vSeobecnosti sa pohybuje
v rozmedzi 0,2-1,1 hm. % (STEVENS a kol., 1998; HOFTA a kol., 2004). V nami analyzovanych vzorkach sa
pohyboval obsah xantohumolu od 0,18 (divorastiuce genotypy D1, D2 a odroda Sifem) po 0,79 hm. % pri odrode
Vital (Tab. 1), ktory je novou odrodou chmel'u vyslachtenou v CHI Zatec (CR) pre medicinske Géely (KROFTA
akol.,, 2011). V obsahu xantohumolu boli zaznamenané Statisticky vyznamné rozdiely medzi odrodami
a divorasticimi genotypmi (ANOVA, P<0,05), ako aj medzi ,,ceskymi® a ,,slovenskymi“ odrodami (ANOVA,
P<0,01).
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Esencialne oleje chmel'u predstavuju mali, na terpény bohatu frakciu prchavych latok, pozostavajicu z viac
ako 300 réznych zlutenin (VERZELE, 1986; KOVACEVIC a KAC, 2001). V suchych sisticiach chmel'u tvoria
0,5-2,0 hm. % (KOVACEVIC a KAC, 2001). Podl'a KROFTU (2003) aromatické odrody chmelu pestované
v strednej Eurdpe (Zatecky polorany &ervenak, Tettnang, Spalter, Lubelski ai.) maju zvy¢ajne niz§i (menej ako
1,0 hm. %) obsah esencialnych olejov, vysokoobsazné chmele naopak maju 2-3 krat vyssi obsah silic ako
aromatické odrody. Tomu zodpoveda najvyssi (1,15 hm. %) nami namerany obsah esencialnych olejov
v Sisticiach dudlnej odrody Sladek z polnej kolekcie génovych zdrojov chmel'u v CVRV v Piestanoch (Tab. 2).
Celkovy obsah silic v Sisticiach divorasticich rastlin bol nizsi a pohyboval sa od 0,07 (genotyp D2) do 0,69
hm. % (P42). V priemere $istice v Zatci pestovanych divorasticich rastlin obsahovali priblizne 2x vy3§i obsah
esencialnych olejov (0,39 hm. %), nez Sistice divorastucich rastlin zo Slovenska (0,2 hm. %). Z analyzovanych
esencialnych olejov najvyssie koncentracie boli stanovené myrcéne, humuléne a karyofyléne. Pomerne vysoké
koncentracie boli stanovené aj pri selinénoch a farnezéne (Tab. 2). Ceské divorastice genotypy obsahovali oproti
Slovenskym divorastucim genotypom vysSie koncentracie myrcénu, selinénov, B-pinénu, linaloolu, limonénu
a geraniolu. Naproti tomu, pri slovenskych divorasticich genotypoch boli stanovené vySSie priemerné
koncentracie humulénu, karyofylénu, farnezénu, 2-undekanonu, methyl-4-decenoatu a methyloktanoat (Tab. 2).
Podobne ako pri komerénych odrodach (KROFTA, 2003), aj pri divorasticich genotypoch chmel'u boli profily
esencialnych olejov — nezavisle od pdvodu — vel'mi variabilné medzi genotypmi. Obsahy esencialnych olejov sa
Statisticky vyznamne liSili medzi genotypmi (ANOVA, P<0,001), medzi odrodou a divorastiicimi genotypmi
(ANOVA, P<0,01) a medzi ¢eskymi a slovenskymi divorastiucimi rastlinami (ANOVA, P<0,01).

Chmel’ obsahuje rézne polyfenoly, z ktorych prevaznt vicsinu tvoria flavonoidy a stilbenoidy (STEVENS
akol., 1998). Flavonoidy chmel'u zahfiiaji flavonol-glykozidy a kondenzované taniny, ktoré su intracelularne
lokalizované a prenylflavonoidy, ktoré su vyluc¢ované najmi lupulinovymi zliazkami (STEVENS a kol., 1998),
ale boli oniz8ich koncentraciach detekované aj v listoch asamcich sukvetiach rastlin chmelu (DE
KEUKELEIRE a OOMS, 2003). Preto sme aj my spektrofotometricky analyzovali obsah polyfenolov
a flavonoidov nielen v $isticiach ale aj listoch 15 genotypov chmel'u pochadzajucich z CR alebo SR.

Celkovy obsah polyfenolov v listovych vzorkach rastlin 15 genotypov chmel'u oby¢ajného sa pohyboval od
1,67 mg/g d.w. (divorastici genotyp P18+19, CR) po 5,17 mg/g d.w. (odroda K-114, SR) (Tab. 3). Rozdiely boli
Statisticky signifikantné iba medzi rastlinami pestovanymi v Zatci, alebo v Piestanoch (ANOVA, P<0,001).
Vyssie hodnoty obsahu polyfenolov boli zaznamenané pre rastliny pochadzajiice zo SR ako pre odrody (priemer
4,08 mg/g d.w., rozsah 3,50-5,17 mg/g d.w. v SR a priemer 3,80 mg/g d.w., rozsah 2,21-4,88 mg/g d.w.) tak aj
pri divorastucich genotypoch (priemer 4,57 mg/g d.w., rozsah 3,80-5,10 mg/g d.w. v SR, priemer 2,32 mg/g d.w.,
rozsah 1,67-3,36 mg/g d.w. v CR). Celkovy obsah polyfenolov v §iticiach pozbieranych z 15 genotypov chmel'u
sa pohyboval od 16,2 mg/g d.w. (divorastici genotyp P42, CR) po 78, 7 mg/g d.w. (odroda Harmonie, CR) (Tab.
3), €o je radovo viac ako boli hodnoty v listoch. Rozdiely boli $tatisticky signifikantné medzi rastlinami
pestovanymi v Zatci, alebo v Pieitanoch (ANOVA, P<0,05) amedzi odrodami a divorastiicimi genotypmi
(ANOVA, P<0,05). Pri odrodach boli vy$sie hodnoty obsahu polyfenolov zaznamenané pre rastliny
pochadzajice z CR (priemer 56,4 mg/g d.w., rozsah 36,7-78,7 mg/g d.w.) nez zo SR (priemer 29,4 mg/g d.w.,
rozsah 21,7-34,7 mg/g d.w.). Naopak pri divorastucich genotypoch boli vys$sie hodnoty obsahu polyfenolov
zistené vo vzorkach zo Slovenska (priemer 28,9 mg/g d.w., rozsah 23,9-33,0 mg/g d.w.) nez v z CR (priemer
24,8 mg/g d.w., rozsah 16,2-32,9 mg/g d.w.).

Celkovy obsah flavonoidov v listovych vzorkach rastlin 15 genotypov chmel'u obyc¢ajného ukazoval podobny
vzor ako obsah polyfenolov, ¢o je mozné Ciastocne vysvetlit’ tym, Ze flavonoidy samotné patria medzi zliceniny
fenolického charakteru (STEVENS akol., 1998). Flavonoidy tvorili od 1,47 mg (ekv. kvercetinu)/g d.w.
(Harmonie, CR) do 4,86 mg/g d.w. (D1, SR) (Tab. 3). Rozdiely v obsahu flavonoidov boli tatisticky vyznamné
medzi genotypmi (ANOVA, P<0,05) a rastlinami z CR a SR (ANOVA, P<0,01). Podobne ako pri polyfenoloch
vysSie hodnoty obsahu polyfenolov boli zaznamenané pre rastliny pochadzajice zo SR ako pre odrody (priemer
2,95 mg/g d.w., rozsah 1,69-4,64 mg/g d.w. v SR a priemer 1,87 mg/g d.w., rozsah 1,47-2,23 mg/g d.w.) tak aj
pri divorastucich genotypoch (priemer 3,40 mg/g d.w., rozsah 1,86-4,80 mg/g d.w. v SR, priemer 2,18 mg/g d.w.,
rozsah 1,50-3,30 mg/g d.w. v CR). Celkovy obsah flavonoidov v §isticiach pozbieranych z 15 genotypov chmel'u
sa pohyboval od 9,05 mg/g d.w. (divorastici genotyp P42, CR) po 53, 4 mg/g d.w. (odroda Harmonie, CR) (Tab.
3), ¢o je radovo viac ako boli hodnoty v listoch. Rozdiely boli Statisticky signifikantné medzi rastlinami
pestovanymi v Zatci, alebo v Piestanoch (ANOVA, P<0,01) amedzi odrodami a divorasticimi genotypmi
(ANOVA, P<0,05). Pri odrodach boli vyssie hodnoty obsahu flavonoidov zaznamenané pre rastliny
pochadzajice z CR (priemer 37,7 mg/g d.w., rozsah 20,6-53,4 mg/g d.w.) nez zo SR (priemer 19,4 mg/g d.w.,
rozsah 10,0-32,0 mg/g d.w.). Naopak pri divorastucich genotypoch boli vysSie hodnoty obsahu flavonoidov
zistené vo vzorkach zo Slovenska (priemer 14,3 mg/g d.w., rozsah 9,7-18,8 mg/g d.w.) nez v z CR (priemer 13,2
mg/g d.w., rozsah 9,0-22,2 mg/g d.w.). Listy a SiStice sa liSili v zlozeni polyfenolov aj v tom Ze v listoch tvorili
flavonoidy ~ 90% celkovych polyfenolov, v Sisticiach to bolo 40-50%.

Pre posudenie vzt'ahov medzi obsahom polyfenolmi a flavonoidmi sme vykonali korelaénu analyzu, z ktorej
vysledkov vyplyva vysoka korelacia medzi obsahom polyfenolov a obsahom flavonoidov (r = 0,9673) v listoch
a Sisticiach chmel'u.
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ZAVER

Vpraci sme analyzovali obsah horkych kyselin, esencialnych olejov, polyfenolov, flavonoidov
a xantohumolu v zelenych listoch a SiSticiach 15 réznych genotypov chmelu obycajného pestovanych
v odlisnych podmienkach v kolekcidch génovych zdrojov v CHI v Zatci (CR) av CVRV v Piestanoch (SR),
vratane divorastucich genotypov. Zaznamenali sme rozdiely v obsahoch bioaktivnych latok najméd plyvom
odlisnych kultivacnych podmienok a genotypov, ale tieZ rozdiely medzi kultirnymi odrodami a divorastucimi

genotypmi.
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Tabul’ka 1: Vysledky analyzy obsahu horkych kyselin a xantohumolu v extraktoch zo §istic 15 roznych
genotypov chmel’u obycajného

Genotyp Povod Obsah horkych kyselin Obsah
a-horké - B-horké | | K ohumulén Kolupulén xanto-
kyseliny | kyseliny y (% rel (% rel humolu
(hm. %) | (hm.%)| “P orel) otel) | (hm. 9%)

Vital odroda, CZ 11,56 7,77 1,49 25,9 48,3 0,79

Sladek (CZ) odroda, CZ 7,50 5,72 1,31 26,4 49,4 0,70

Rubin odroda, CZ 10,78 5,42 1,99 275 43,9 0,58

Harmonie odroda, CZ 9,37 6,61 1,42 18,6 36,6 0,52

Sifem odroda, SK 3,49 4,18 0,83 23,5 41,4 0,18

Sladek (SK) odroda, SK 8,46 4,70 1,80 22,3 48,4 0,45

Aromat odroda, SK 3,89 4,32 0,90 24,4 44,3 0,26

Osvaldov klon ¢. 114 | odroda, SK 2,65 3,71 0,71 26,1 44,0 0,23

D1 (Vah) DRG/, SK (Piestany) 4,06 2,41 1,68 234 433 0,18

D2 (Kaufland) DRG, SK (Pie§tany) 2,87 3,07 0,93 17,0 473 0,18

D4 DRG, SK (Vinosady) 4,52 3,51 1,29 23,9 44,9 0,21

Odrody CZ 9,80 6,38 1,54 24,6 44,5 0,61

Priemery Odrody SR 4,62 4,23 1,09 25,5 47,5 0,28

DRG SK 3,82 3,00 1,27 25,6 46,4 0,19
Priemer celkom 6,29 4,67 1,34 24,8 46,5 0,39

Legenda: 'DRG = divorastiice genotypy

Tabulka 2: Vysledky analyzy obsahu esencialnych olejov v extraktoch zo $istic 15 réznych genotypov chmel'u

obycajného

Genotyp Povod o
AHEEEEHEHBEHEEE
|22 |8 |12|2|5|2|E |55 |8 |2
S|E & |e|E 2|7 |85 |28|5|8|28|8
e I BT B Bl =N el e
Sladek (SK) odroda, SK 1,15 {029 | 253 | 0,09 | 0,22 | 0,17 | 0,32 | 0,06 | 0,43 | 1,12/| 13,1 | 0,10 | 40,8 | 1,46
P 18+19 DRG', FR 0,36 | 021 | 20,8 | 0,07 | 0,08 |0,19| 0,18 | 0,08|0,63|0,75| 58 | 162 | 7,1 | 13,5
P8 DRG, CH 0,18 | 0,16 | 13,2 | 0,05 | 0,04 [ 0,15 0,07 | 0,03 | 0,22 | 0,59 | 11,9 | 3,4 |355] 9,5
P42 DRG, CZ (Teplice) 0,69 | 0,32 26,8 |0,08]0,110,240,10]0,15|0,20[0,52| 6,9 | 2,6 | 51 | 16,8
P68 DRG, US 0,34 [ 0,90 | 655 | 025 |0,02|044 |0,05]0,09]|006|029]| 4,7 | 095|245 2,66
D1 (Vah) DRG, SK (Piestany) 0,20 0,20 [ 20,0 | 0,07 [ 0,06 | 0,19 | 0,20 | 0,01 | 1,43 | 1,36 | 9,75 | 2,15 | 31,2 | 1,12
D2 (Kaufland) DRG, SK (Piestany) 0,07 | 0,10 | 10,2 | 0,04 | 0,05 | 0,14 | 0,06 | 0,01 | 1,62 | 0,58 | 12,6 | 17.4 | 10,3 | 17,9
D4 DRG, SK (Vinosady) | 0,34 | 035 37.1 |0,11]0,07 0,20 | 0,26 | 0,03 | 0,85 | 1,23 | 11,3 1,27]209 3,98
Odrody SK 1,15 [ 0,29 | 253 |0,09]0220,17 [ 0,32 0,06 | 043 | 1,12 | 13,1 | 0,10 | 40,8 | 1,46
Priemery DRG CZ 0,39 | 0,40 | 31,6 | 0,11 | 0,06 | 0,26 | 0,10 | 0,09 | 0,28 | 0,54 | 7,33 | 7,79 | 12,5 | 10,6
DRG SK 0,20 | 022 | 22,4 | 0,07 | 0,06 |0,18|0,17 | 0,02 | 1,30 | 1,06 | 11,2 | 6,94 | 20,8 | 6,67
Priemer celkom 0,30 | 0,34 | 28,8 | 0,10 | 0,06 | 0,23 | 0,12 | 0,05 | 0,73 | 0,76 | 9,53 | 4,63 | 17,6 | 8,66

Legenda: 'DRG = divorastiice genotypy
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Tabul’ka 3: Sumarne vysledky analyzy celkového obsahu polyfenolov a flavonoidov v metanolovych extraktoch
z listov a $istic 15 r6znych genotypov chmel'u obycajného

Listy Sitice
Genotyp Pévod Polyfenoly | Flavonoidy | Polyfenoly | Flavonoidy
(mg kys. (mg (mg kys. (mg
gallovej / g | kvercetinu | gallovej/g | kvercetinu /
d.w.) /gdw.) d.w.) gd.w.)
Vital odroda, CZ 2,21+0,03 | 2,04+0,01 | 36,72+1,64 | 20,66+0,11
Sladek (CZ) odroda, CZ 4,8840,48 | 2,23£0,05 | 44,09+0,88 | 36,73+0,56
Rubin odroda, CZ 4,08+0,20 | 1,76£0,03 | 66,10+8,18 | 40,24+0,41
Harmonie odroda, CZ 4,02+0,08 | 1,47+0,10 | 78,68+1,63 | 53,37+0,37
Sifem odroda, SK 3,70+0,10 | 3,44+0,04 | 27,47+0,79 | 15,26+0,33
Sladek (SK) odroda, SK 3,96+0,09 | 1,69+0,10 | 34,67+1,18 | 31,99+0,66
Aromat odroda, SK 3,50+0,25 | 2,01£0,05 | 33,88+0,64 | 20,29+0,44
Osvaldov klon ¢&. 114 odroda, SK 5,17+0,39 | 4,64+0,03 | 21,69+0,42 | 10,00+0,28
P 18+19 DRG', FR 1,67+£0,08 | 1,55+0,04 | 32.88+1,75 | 22,25+0,30
P 123 DRG, RU (Kaukaz) 2,35+0,02 | 2,30+0,05 na na
P8 DRG, CH 2,33+0,09 | 2,12+0,02 | 24,82+0,42 | 10,01£0,13
P42 DRG, CZ (Teplice) 1,87+0,43 | 1,65£0,02 | 16,16£0,50 | 9,05%0,14
P 68 DRG, US 3,36+0,10 | 3,30+0,07 | 2528+0,98 | 11,32+0,30
D1 (Vah) DRG, SK (Piestany) 5,10+0,10 | 4,86+0,18 | 33,05+0,90 | 18,76+0,94
D2 (Kaufland) DRG, SK (Piestany) 3,80+0,11 | 3,48+0,02 | 23,.88+1,13 | 9,70+0,17
D4 DRG, SK (Vinosady) | 4,82+0,12 | 1,86+0,07 | 29,96+1,36 | 14,56+0,63
Odrody CZ 3,80+0,97 | 1,87+0,28 | 56,40+17,02 | 37,75+12,14
Priemery Odrody SR 4,0840,76 | 2,95+1,23 | 29,43+5,48 | 19,3948,58
DRG CZ 2,32+0,60 | 2,18+0,65 | 24,79+6,18 | 13,16+5,50
DRG SK 4,57+0,59 | 3,40£1,33 | 28.96+4,14 | 14,34+4,06
Priemer celkom 3,55+0,14 | 2,53+£0,04 | 3529+1,84 | 21,61+0,22

Legenda: 'DRG = divorastiice genotypy; “na = neanalyzované

Adresy autorov: 'Katedra biotechnolégii, Fakulta prirodnych vied, Univerzita sv. Cyrila a Metéda v Trnave, Namestie J. Herdu 2, Trnava,
917 01, SK; *Katedra botaniky a genetiky, Fakulta prirodnych vied, Univerzita Konstantina Filozofa, Tr. A. Hlinku 1, SK-949 74 Nitra, SR;
3 Chmelaisky Institut s.r.o., Odd. Slechténi chmele aOdd. chemie chmele, Kadanska 2525, 438 46 Zatec, CR; *E-mail:
ivana.psenakova@ucm.sk
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NOVE TRENDY V SCACHTENI PSENICE
THE NEW TRENDS IN WHEAT BREEDING

CUBOMIR RUCKSCHLOSS', KATARINA MATUSKOVA', ANDREA HANKOVA', DANIELA
VALCUHOVA' MARTINEK PETR ?

'CVRV Piestany VSS Viglas Pstrusa
2 Agrotest fyto, s.r.0., Kroméfiz

We evaluated three groups of winter wheat lines differing by spike morphology (a) lines with multirow spike (MRS) which is
typical by multiple spikelets where more than one spikelet grows up from one individual spike rachis node, (b) lines with
three pistils (TP) per floret which enable to grow up to three kernels per floret, and (c) lines with normal spike (NS)
morphology as a control group. Also we evaluated fourth group of lines with NS and with different colour of grain containing
the samples with purple pericarp and blue aleuron. The experiments were provided at the experimental station Viglas
Pstrusa (Slovak Republic) in the period 2010-2011. It was evaluated yield, 1000 kernel weight, number of grains per squared
meter and protein content. The highest yields were found in the control group with NS (1313 g), medial in the group with
MRS (1089 g) and lowest in the group with TP (731 g). The highest protein content was in group with TP (14,68 %), the
lowest in group with MRS (11,31%,).

Key words: winter wheat, spike productivity, multirow spike, three pistils, purple pericarp, blue aleuron

UVOD

Srachtenie rastlin, ako cielavedoma l'udskd &innost, méa zlepSovat' hospodarske vyuZitie jednotlivych
rastlinnych druhov v zaujme zabezpecenia vyzivy zdravia a ostatnych narastajucich potrieb ¢loveka. Zlozitost' a
naroc¢nost’ §lachtitel’'skej prace spociva v tom, Ze predstavuje syntézu vysledkov pocetnych vednych disciplin, o
ktoré sa pri tvorbe novej odrody musi §l'achtitel’ opierat’.

Jednym zo smerov S§lachtenia na Vyskumno-$lachtitel'skej stanici Vigla§ - PstruSa je zvySovanie
produktivity klasu prostrednictvom geneticky zmenenej morfologickej struktury klasu, vyznacujlicej sa vac¢§im
poctom klaskov vyrastajucich z jednotlivych ndédov klasového vretena. ktory je oznaceny nazvom viac rady klas
(multirow spike - MRS). Dal$ou moznou cestou je vyuzitie ¢inskeho materialu s va¢§im poétom piestikov v
kvietku (three pistils mutant — TP-mutant), kde sa mézu vytvarat’ az tri plodné zrna v kvietku. Tento zakladny
material pochadza od Ing. Petra Martineka, CSc. Zatial’ je §lachtenie tymto smerom naro¢né, pretoze pri vySsom
pocte zin v klase nastupuju v zvySenej miere klasové choroby a tiez sa znizuje HTZ. Cesta zvySovania urody cez
pocet klasov ma svoje hranice a tak ostava iba jedina cesta - zvySovat’ produktivitu klasu.

MATERIAL A METODY

Vytvorili sme 4 skupiny novos§lachtencov predstavované vybranymi liniami z potomstiev klasov piatej
generacii po krizeni.

V skupine TP boli zaradené linie nesice muticiu podmienujucu vyskyt troch piestikov v kvietku. Ide
o mutaciu ktort pravdepodobne prvy krat popisali Chen et al. (1983), ktori ju nasli v populacii ¢inskej krajovej
odrody a nazvali ju TP-mutant (three pistils mutant). Vyznacuje sa tym, ze v kvietkoch moze vytvarat’ az trojicu
zfn orientovanych von brusnou ryhou, a ktoré su slabo zrastené v bazalnej Ciasti. Za prejav TP je zodpovedna
dominantna mutacia podmienena génom 7p/ leziacom na dlhom ramene chromozému 2D (Martinek a Peng,
2007). Do Ceskej republiky priniesol vzorku Martinek v r. 2004.

V skupine MRS boli zaradené linie odvodené od donoru MRS ziskaného z VURV Piestany od Ing.
Rychtarika CSc., pod ndzvom Donor 1. S tymto donorom boli krizené odrody Meritto, Akteur a Rheia.

V skupine psenic s odlisnou farbou zrna boli pouzité ako donory modrého zfarbenia RU 440 a Barevna 9
s génmi pre modry aleurén. Modré sfarbenie zrna moze byt u pSenice podmienené dvomi odlisnymi génmi Bal
a Ba2 (blue aleurone). Gen Bal bol lokalizovany na dlhom ramene chromozému 4B na translokovanom
segmente prenesenom z Elytrigia pontica. Gen Ba2 je podmieneny disomickou substiticiou chromozému 4A,
ktora pochadza pravdepodobne z Triticum boeoticum (Martinek et al., 2006).

Ako donor cervenej farby pericarpu boli pouzité jarné pSenice nestice gény pre purpurovy perikarp zrna:
ANK-28A (ktora je takmer izogénnou liniou odvodenou od Novosibirskej 67), Purple (PplPplPp3aPp3a) a
Purple Feed (Pp1PplPp3bPp3b). Tieto donory boli krizené s odrodami bez purpurového zafarbenia. V krizeni
pSenic so zmenenym zafarbenim zin boli ako recipientné genotypy pouzité vo vicsej miere odrody: Heroldo,
Akteur, Skalmeje, Turkis, Herman a Meritto.

V kontrolnej skupine s normalnym klasom (NS - normal spike) bolo hodnotenych 440 linii, ktoré vznikli na
zaklade vzajomného kriZenia spolu 54 beznych komer¢ne vyuzivanych odrdd.

V skupine s TP bolo hodnotenych 60 linii, v skupine s MRS 82 linii, v skupine s farebnym zrnom 198 linii.
Boli sledované nasledujiice ukazovatele: iroda zrna, hmotnost’ tisic zin (HTZ), pocet zin a obsah dusikatych
latok (NL) v zrne. Obsah NL bol vyhodnoteny na NIRSe (near-infrared radiation spectroscopy), pri farebnych
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pSeniciach vyhodnotenie touto metddou nebolo mozné, apreto nie je uvadzané. Parcelu predstavovalo
potomstvo jedného klasu na ploche 0,25m?

VYSLEDKY A DISKUSIA

Uroda zrna na parcelku (tab.1) bola najvyssia v skupine psenic s normalnym klasom, naopak najnizsia
v skupine s TP, kde troda predstavovala len 56% trody skupiny s normalnym klasom.

Medzi skupinou MRS a farebnymi pSenicami neboli v hmotnosti zrna na parcelku zistené Statisticky
preukazné rozdiely.

Tvwr

s NS. Medzi skupinami MRS a NS nebol Statisticky preukazny rozdiel.

Najvyssi obsah bielkovin 14,67 % bol v TP skupine, najnizsi v skupine MRS 11,31 % aj ked’ tu boli pouzité
ako otcovské odrody s vys$sim obsahom bielkovin. Ukazalo sa, ze metéda hodnotenia obsahu NL, zalozena na
merani spektralnej odrazivosti zrna nie je pri pSenicnom zrne s vyrazne zmenenym zafarbenim pouzitel'na.

Uroda zrna bola najvy$sia pri skupine p3enic, kde vstupovali do &lPachtenia odrody vysoko trodné
a s dostatocnou odolnostou vo¢i nepriaznivo pdsobiacim vonkajSim faktorom prostredia (odolnost’ voci
chorobam, zimuvzdornost ai.). Donory nestice zmeneni morfologicki stavbu klasu (MRS aTP)
su nepreslachtené a preto oCakdvame, ze vytvorenie odrdd s tymito novymi znakmi bude vyzadovat este
mnozstvo §lachtitel’'skej prace.

Je pochopitel'né, ze v skupine linii s TP je vacsi pocet zin v kvietku kompenzovany ich niz§ou hmotnost'ou.
Neprekvapuje ani nizs§ia HTZ v skupine genotypov s MRS, kde st zrna nakopené v relativne malom priestore
a nemaju zrejme rovnakl moznost’ rastu ako u NS. V buducich pracach bude zaujimavé zistit’ nakol’ko velkost’
zin ovplyvituje morfologia klasu a aka je schopnost’ rastliny uzivit' vysoky pocet zin v klase. HTZ pSenic so
zmenenou farbou zrna bola na Grovni skupiny s normalnym klasom. Zrejme je to preto, Ze morfologia klasu
tychto skupin bola rovnaka (NS).

Najvyssi priemerny obsah NL 14,68 % bol vo skupine s TP, kde bolo tiez zistené velké rozpitie hodnédt
(12,44-17,93 %). V nasom pokuse zalozenom za rovnakych agrotechnickych podmienok predpokladame, ze
obsah NL bol ovplyvneny hlavne velkostou zrna a urodou. Domnievame sa, Ze zrna snizkou HTZ maja
relativne vac¢si objem aleurénovej vrstvy a preto u nich je obsah NL obycajne vy$si. Samozrejme, Ze na obsah
bielkovin ma vplyv cely rad faktorov (odroda, prostredie, zdravotny stav, uroven dusikatej vyzivy, a pod.).
skutoénost’ viak mohol mat’ vplyv nizkej odnoZovacej schopnosti vychodzieho donoru z Ciny a jeho vyrazna
skorost’, ktora sa pravdepodobne do istej miery preniesla aj do hodnotenych linii, kde pri spoloénom porovnani
hodnotenych skupin mohli byt tieto vlastnosti ur¢itou nevyhodou. Je potrebné si uvedomit’, ze ¢insky zdroj TP-
mutant je jarna pSenica a zimuvzdornost’ aj po nakriZzeni s ozimnymi formami nie je eSte na pozadovanej urovni.
Skupina MRS anormalnych pSenic bola v pocte zfn prakticky zhodnd s NS aje predpoklad, ze dalSim
$lachtenim sa tento ukazovatel' v MRS skupine méze zvysit'.

Srachtenie je disciplina s behom na dlhé trate. Aj prvé tritikale bolo malo trodné a malo vel'a nedostatkov.
Dnes patri medzi najurodnejsie obilniny. Taktiez pri vytvarani novych materidlov s netradi¢nou Struktirou klasu,
popr. s netradi¢nou farbou zrna st Sl'achtitelia prakticky na Starte, aj ked’ vo farbe zrna st uz ¢iasto¢né uspechy
(modry aleuron: novoslachtenie RU 440-6 s nddejou na registraciu v roku 2012 v Rakusku, ozimna pSenica
s purpurovym perikarpom Indigo a novoslachtenie, PS 62/10 v $tatnych skuskach na Slovensku).

ZAVER

Najvyssie urody boli zistené v kontrolnej skupine genotypov s normalnymi klasmi. Je to pochopitelné
pretoze sa jedna o skupinu, ktord je predstavovana beznymi odrodami, ktoré presli intenzivnym testovanim na
urodu a mozno predpokladat, ze majii ovela lepSie genetické pozadie ako stbory linii s novymi znakmi.
Vyslachtenie linii s novymi znakmi meniacimi stavbu klasu a usporiadanie zfn v kvietku bude vyzadovat’ d’alSie
zlepSenie genetického pozadia pomocou opakovaného kriZenia s vysokoproduktivnymi odrodami.

Pod’akovanie. Praca bola podporenda projektom Cesko-slovenskej spoluprace KONTAKT-Mobilita
MEBO0810001 Ministerstva Skolstva, mladeze a telovychovy Ceské republiky .
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Tabul’ka 1: Charakteristika $l'achtitel’ského materialu

Pocet Ukazovatel’

hodnotenych| Vynos Pocet zin | Obsah NL
Skupina genotypov (tha™) HTZ (g) na lm’ (%)
1. TP - s tromi pestikmi v kvietku 60 7,31 ¢ 35,6 d| 20620 b 14,7 a
2. MRS 82 10,89 b| 424 b | 26160 a 11,3 ¢
3. Farebné zrna 198 1064 b| 489 c¢| 22060 b -
4. NS (kontrolné odrody) 440 13,13 a 50,5 a| 26232 a 12,5 b
pozn.: preukaznost’ pri p=0,05% (Tukey)
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NICKEL TOXICITY IN AEGILOPS CYLINDRICA AND AEGILOPS GENICULATA,
WILD RELATIVES OF COMMON WHEAT

TOXICITA NIKLU V DIVOKO RASTUCICH PREDCHODCOCH PSENICE
(AEGILOPS CYLINDRICA A AEGILOPS GENICULATA)

OKSANA SYTAR?, MARIAN BRESTIC'

'Department of Plant Physiology, Slovak University of Agriculture in Nitra, Tr. A. Hlinku 2, 949 76 Nitra,
Slovakia; “Department of Plant Physiology and Ecology, Taras Shevchenko National University of Kyiv,
Volodymyrs'ka St. 64, 01601 Kyiv, Ukraine

The effects of different nickel (Ni*") concentrations on malondialdehyde (MDA), phenolics, chlorophyl a fluorescence
parameters under stress conditions were studied in two Aegilops genotypes: Aegilops cylindrica and Aegilops geniculata.
Ae.cylindrica plants at 24h exposition under different Ni** concentrations have been showed dose-depended increasing of
MDA content to Ni*" effect. With increasing Ni** concentration (1, 3, 5 mmol/kg) the content of total phenolics in leaves of
Ae. cylindrica at 24 h of exposition has been decreased which evidence that reduced total phenolics content in leaves of
experimental plants under the Ni** excess was probably due to their involvement in mechanisms aiming at eliminating stress-
generated reactive oxygen species (ROS).

Keywords: Aegilops, malonyldialdehyde, phenolics, non-photochemical quenching

INTRODUCTION

Nowadays toxic levels of some heavy metals as Ni** as a result of environmental pollution due to the
removal technology of mining, heavy vehicular traffic, smelting, manufacturing, and agricultural wastes in
natural and agricultural areas [12]. Ni*" is essential for plants, but the concentration in the majority of plant
species is very low (0.05 — 10 mg/kg dry weight) [11]. Further, with increasing Ni** pollution, excess Ni*" rather
than a deficiency, is more commonly found in plants. Toxic effects of high concentrations of Ni*" in plants have
been frequently reported, for example inhibition of mitotic activities [8], reductions in plant growth. Extremely
high soil Ni** concentrations have left some farmland unsuitable for growing crops, fruits and vegetables [4].

Ion toxicity and deficiency have been poorly investigated in wheat related species. The diploid Triticum and
Ae. speltoides were found by Dinev & Netcheva (1995) to be tolerant to manganese toxicity, and Ae. tauschii to
be a high accumulator of aluminium [3]. Accessions of T. carthlicum have been identified by Gamzikova &
Barsukova (1996) as sources of nickel and cadmium resistance [6]. For zinc deficiency, T.dicoccoides was found
as susceptible, Aegilops species carrying the U genome as resistant and Ae.tauschii and Ae. speltoides as
intermediate [1]. The wild Aegilops species are in close phylogenetic relationships with genus Triticum. Their
wide adaptation and high genetic diversity motivated the interest in using Aegilops species as donors of genes for
resistance and tolerance to abiotic stress factors. For example, Ae. sharonensis is a donor of genes for resistance
to fungal diseases, and for tolerance to aluminium and boron toxicities [9]. The species is reported to carry a
gametocidal gene Gs2-S11b in chromosome 4Ssh [5], which causes chromosome aberrations in hetero- or
hemizygous condition, and thus is of particular interest for wheat-alien chromosome manipulations.

Therefore the aim of this work was to study MDA, phenolics contents and chloropyll a fluorescence
measurements to show development of adaptive reactions after treatment by spraying under different
concetrations of Ni*" to Aegilops genotypes as important source in wheat breeding process. This knowledge
could be helpfull to choose proper Aegilops genotypes tolerant or resistant to Ni** stress which can give new
possibilities for breeders.

MATERIAL AND METHODS

Plant material. Seeds were germinated in the greenhouse for 14 days in 16/8 h photoperiod at 23°C at
roughly 65% humidity. The Ni*" under study were supplied at 0.5, 1.0, 3.0 and 5.0 mmol/kg as Ni(NOs),. Nickel
was applied by spraying treatment under above mentioned conditions for a period of 24, 72 h. Control plants
were obtained by growing them without treatment by Ni(NO;),. All the experiments were set up in triplicate and
each replicate contained six plants. After 14 days harvesting, plants were washed with double distilled water,
blotted and separated leaves and used for the study of various parameters.

Lipid peroxidation (LP). Plant material (200 mg of leaves) was homogenized in 3 ml 0.1 mmol/kg Tris buffer
containing 0.3 mmol/kg NaCl. After that 2 ml of 20% TCA containing 0.5 % TBA and 2 ml 20% TCA were
mixtured. The mixture was heated to 95°C for 30 min and then homogenate was centrifuged at 10 000 rpm for 5
min. Absorbance of the supernatant was taken at 532 nm [7].

Determination of total phenolics. Total phenolics were determined by using Folin-Ciocalteu reagent [15]. 20
mg powdered sample (freeze-dried) were extracted for 10 min with 500ul of 70% methanol at 70°C. The mixture
was centrifuged at 3500 rpm for 10 min and the supernatants were collected in new tubes. The pellets were re-
extracted under identical conditions again. Supernatants were combined and used for total phenolics assay. For
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total phenolics assay 20 pl of extract was dissolved into 2 ml of distilled water. 200 pl of dissolved extract was
mixed with 1 ml of Folin-Ciocalteu reagent (previously diluted 10-fold with distilled water) and kept at 25°C for
3-8 min; 0.8 ml of sodium bicarbonate (75 g/l) solution was added to the mixture. After 60 min at 25°C,
absorbance was measured at 765 nm. The results were expressed as gallic acid equivalents.

Statistics. Statistically significant differences between control and stressed samples were analyzed with
standard deviation calculation from three to five reduplication measurements, which are presented in all graphs
as error bars (Microsoft Excel).

RESULTS AND DISCUSSION

Lipid peroxidation. LP is a biochemical marker for the free radical mediated injury. Character of changes in
LP depends on intensity of influence stressor and from plant sensitivity. In leaves of both experimental plants at
24h after Ni** treatment by concentration 5 mmol/kg the level of MDA content has been increased (Figure 1a, b).
The MDA content has been increased on 43% for Ae.cylindrica and for Ae.geniculata on 15%, respectively.
Ae.cylindrica plants at 24 h of exposition under different Ni** concentrations has been showed dose-dependend
increasing of MDA content which can evidence about more fast development of response answer of
Ae.cylindrica plants to Ni*" effect compared to Ae.geniculata plants. Our results have been shown an increase in
the level of lipid peroxides with high concentration of Ni*', indicating that Ni*" induces oxidative stress in both
Aegilops genotypes. But response reactions of plants to Ni*" excess has been differ.
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Fig. 1: MDA content in Aegilops geniculata (a) and Aegilops cylindrica (b) leaves under effect of different Ni2+
concentrations, where C-control, without treatment

At 72h of exposition content of MDA in the leaves of Ae.cylindrica and Ae.geniculata has been equal to
control level which can be evidence about stabilisation of oxidative process in both experimental plants. Excess
of Ni*" promoted lipid peroxidation and production of MDA perhaps as result of generation of free radicals.
Similar responses were observed in wheat plants treated with Zn*" and Cr*" [13]. The antioxidative defense
enzymes showed increased activity in Ni*' treated seedlings of drought sensitive durum wheat cultivar; this
increase in activity was not observed in the drought tolerance seedlings. In this case it is possible to suggest that
different wheat genotypes may markedly differ in Ni’** uptake and sensitivity and that a enhanced capacity to
counteract Ni*' stress may be associated with drought resistance [14].

Total phenolics content. In Ae.geniculata at 24 h of Ni*" exposition has been observed dose-dependent
increasing of total phenolics content in experimental variants with different Ni** concentrations (Figure 2a). The
induction of phenolic compound biosynthesis was observed in wheat in response to nickel toxicity [2] and in
maize in response to aluminium [16]. The observed rise in phenolics concentration at 24 h of exposition might
be explained by the increased capacity of plant cells to synthesize and store these antioxidants in vacuoles. In Ae.
cylindrica under treatment with concentration 0.5 mmol/kg of Ni*" has been shown increasing content of total
phenolics to 24% compared to control (Figure 2b).

But with increasing Ni*" concentration (1, 3, 5 mmol/kg) the content of total phenolics has been decreased
which can be evidence together with increasing MDA content about synergetic development of response answer
in Ae.cylindrica plants to Ni*" stress at 24 h of exposition.
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Fig. 2: Total phenolics content in Aegilops geniculata (a) and Aegilops cylindrica (b) leaves under effect of
different Ni>" concentrations, where C-control, without treatment

The reduced total phenolics content in leaves of experimental plants under the Ni** excess was probably due
to their involvement in mechanisms aiming at eliminating stress-generated ROS [10].

At 72 h of Ni*" exposition in the variant with concentration 5 mmol/kg in both Aegilops genotypes (Figure
2a, b) has been shown decrease of total phenolics content what can evidence about negative effect of this
concetration. In the other experimental variants (0.5, 1, 3 mmol/kg of Ni*" concentrations) were not found
significant difference in total phenolics content compared to control.

Under Cu”" excess under hydroponic culture the free phenolics content was higher in the not tolerant to Cu*"
excess Aegilops line TL5 than in more tolerant to excess Cu’" Aegilops line TL3 [10]. In this case we can
suppose that Ae.geniculata has response answer which is known for not tolerant to Ni*" excess Aegilops
genotype. The response reaction with dose-dependent decreasing level of total phenolics content and increasing
MDA at 24 h of exposition has been shown for Ae. cylindrica.

CONCLUSION

Changes in MDA and total phenolics contents has been showed development of adaptive reaction in Aegilops
species plants under Ni*" excess. Ae .geniculata plants at 24 h of exposition just under Ni** concentration 5 mM
has been showed high content of MDA in plant leaves. Ae. cylindrica plants at 24 h of exposition under different
Ni*" concentrations has been showed dose-dependend increasing of MDA content which can evidence about
more fast development of response answer of Ae. cylindrica plants to Ni*" effect compared to Ae. geniculata
plants. With increasing Ni*" concentration (1, 3, 5 mmol/kg) the content of total phenolics in leaves of Ae.
cylindrica at 24 h of exposition has been decreased. In Ae. geniculata at 24 h of Ni** exposition has been
observed dose-dependent increasing of total phenolics content in experimental variants. Under achieved results
with investigation of adaptive reactions of both Aegilops genotypes under Ni** excess we suppose that Ae.
geniculata has response answer which is known for not tolerant to Ni*" excess plants.
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UMELE dsRNA MOLEKULY — NETRAsGENNi NASTROJ PRO KONTROLU
ROSTLINNYCH VIRU

ARTIFICIAL dsRNA AS A NONTRANSGENIC TOOL IN PLANT VIRUS
CONTROL

DANA SAFAROVA, PAVEL BRAZDA, MILAN NAVRATIL
Katedra bunécné biologie a genetiky, Pfirodovédecka fakulta, Univerzita Palackého v Olomouci

Plant virus epidemics cause the serious damages of quality and yield of agricultural crops. Therefore their effective control is
necessary for the agricultural production. With the increasing knowledge about the endogenous plant defense mechanisms the
induction of RNA-silencing by application of artificial dsSRNA molecules seems to be promising tools to. In this work the
coat protein gene genomic fragment of PSbMV was chosen and artificial dsSRNA was successfully produced.

Key words: Pea seed-borne mosaic virus, plastovy protein, RNA vakcina, produkce in vitro.

UvVOD

Epidemie tady rostlinnych virti maji ¢asto negativni dopad na zeméd¢lskou produkei, vedouci az k
velmi vyznamnym ekonomickym ztratdm. NejlepSim feSenim je ziskani rezistentnich odrad
zemédélskych plodin. K tomuto cili je mozné vyuzit jak klasického Slechténi, tak indukované
rezistence — tedy genotypt ziskanych genovymi manipulacemi (GMO). Rostlinné viry vsak vykazuji
ve srovnani s jinymi patogeny vysSi proménlivost, a tedy lepsi schopnost pfizptisobeni se na nové
ekologické podminky a hostitele (Garcia-Arenal et al. 2003). Neznaji hranice a vykazuji silny
potencial Sitfeni v piipad€, Ze nejsou fytosanitarni opatfeni aplikovana koordinované v mezinarodnim
mefitku. Primarni strategii pro kontrolu Sifeni rostlinnych chorob je zcela jist€ prevence. Za
nejtrvanlivéjsi a nejlevnéjsi strategii je povazovana hostitelska rezistence. Tradiéni metoda vnaseni
genu rezistence do jednotlivych kultivari prostfednictvim klasického $lechténi, je Casové velmi
narocnd, a neni vzdy spojena s nejvyssi kvalitou produkce nebo ristovymi vlastnostmi rostlin, navic v
fad¢ pripadt nejsou dostupné nebo zname vhodné progenitory rezistence. S pokrokem dosazenym v
soucasnosti v oblasti geneticky modifikovanych (transgennich) rostlin se ukazalo, Ze rostliny odolné
vuci virové infekci mohou byt vytvoreny timto zptisobem. Tento molekuldrné-Slechtitelsky proces je
rychlejsi a geneticky 1épe kontrolovatelny (Prins et al. 2008). Nicmén¢ soucasna opatieni Evropské
Unie omezuji vyuziti transgennich rostlin v EU a tyto restrikce budou, vzhledem k obecnému
konzervativnimu postoji spolecnosti, pravdépodobn¢ uplatiiovany v dlouhodobém horizontu.

V pripadé, ze nemadme k dispozici rezistentni odridy, se kontrola rostlinnych virt mnohdy
soustiedi jen na extenzivnim vyuziti agrochemikalii v boji proti virovym vektorim (napf. ¢lenovci,
had’atka), coz jednak zvysuje vyrobni naklady, jednak vystavuje zdravotnim riziklim jak zemédé¢lce,
tak konzumenty (v disledku vyssi hladiny chemickych rezidui pfitomnych v kone¢ném produktu).
Nezanedbatelné je i potlaceni jinych prospéSnych zastupcii hmyzu. Je ziejmé, Ze je velmi zadouci
vyvinout nové metody pro rychlou a proaktivni kontrolu viru, které umozni vyhnout se vyse
zminénym problémtim a nevyhodam.

Rostliny na rozdil od zivo€ichli nemaji vyvinuty imunitni systém. Soucasné poznatky ale
potvrdily, ze rostliny vyuzivaji k obrané vuci virim sekvencéné specificky mechanismus degradace
mRNA (RNA-silencing). Tento mechanismus oznacovany jako posttranskripéni genové umlcovani
(PTGS) je bunkou vyuzivan ke kontrole genové exprese u Siroké skaly organismti. Zaroven je RNA-
umléovani povazovano za jeden znejucinngjSich prirozenych mechanismi obrany rostlin vuci
akumulaci vird. Proces je iniciovan dvouvlaknovymi RNA molekulami, které jsou produkovany
v pribéhu virové replikace. Tyto dsRNA jsou rozeznédny rostlinou jako ,.cizi* a nasledné jsou Stipany
rostlinou kdédovanymi Dicer-like enzymy za vzniku siRNA molekul o délce 21-25nt. Vzniklé siRNA
pak vyvolavaji sekvencné specifickou RNA degradaci pomoci siRNA-indukovaného umléovaciho
komplexu (RISC), ktery znici virové RNA (Baulcombe 1996, Lin et al. 2007).

Pokroky v genovém inzenyrstvi spolecné s objevem patogenem odvozené rezistence, kdy vneseni
patogenu vlastniho genetického materidlu mtze slouzit k ochrané vi¢i nému samotnému, oteviely
cestu k pouziti transgennich rostlin v isp&né kontrole rostlinnych viri. Usp&snost tohoto piistupu
byla nejdiive prokazana u tabaku, kdy rostliny s vnesenym genem pro plastovy protein TMV
nevykazovaly pfiznaky infekce (Beachy 1999). Tato tzv. proteinem zprostiedkovana rezistence byla
s men$im nebo vétSim Uspéchem vyuzita i u dalSich rostlinnych virti a plodin. V fadé ptipadt vsak u
transgennich rezistentnich genotypti nebylo mozné detekovat pfitomnost transgenniho proteinu, tj.
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napf. plastového virového proteinu. Pii detailnich analyzach bylo posléze prokazano, ze pro vyvolani
rezistence je dostaCujici pfitomnost malych interferujicich RNA, a to jak siRNA, tak miRNA
(Baulcombe 1996, Smith et al. 2000). V soucasnosti se tohoto principu RNA-zprostiedkované
rezistence uspéSné vyuziva pro konstrukci transgenti, pfi jejichZ expresi v transgennich rostlinach
dochazi k tvorbé dvouvlaknové RNA, které slouzi jako induktory mechanismu uml¢ovani gent, ktery
je vyuzit pro degradaci virové RNA a navozeni rezistence (Chen et al. 2004, Niu et al. 2006). Prestoze
mechanismus RNA-intereference je povazovan za obranny systém rostliny, je nezbytné si uvédomit,
ze se jedna o slozity dynamicky systém, ve kterém se uplatiiuji vedle dalSich bunéénych faktora i
virové supresory umlcovani gend. Indukovana rezistence na ném zaloZend nemusi mit stoprocentni
ucinek (Smith et al. 2000, Waterhouse a Helliwell 2003).

Cilem prace je vybrat genomicky fragment PSbMV vhodny pro indukci rezistence vici viru
semenem prenosné mozaice hrachu, navrzeni podminek a syntéza umélych dsRNA molekul.

MATERIAL A METODY

Fylogeneticka analyza

Fylogeneticka analyza byla provedena metodou neighbor-joining analyzy (MEGA 5.0) na souboru
diive charakterizovanych vlastnich (Safafova et al., 2008) a v databazi GenBank dostupnych sekvenci
genu pro plastovy protein (cp) izolath viru PSbMV. Ziskand matice izolatl pfislusejicich
k biologickému patotypu P-1 byla vyuzita pro analyzu DNA polymorfismu pomoci DNAsp ver. 4.0.

Navrh a analyza primerii

Ve zjisténé konzervativni oblasti ¢p genu byly pomoci programu PrimerSelect (Lasergene)
navrzena kombinace primerd vhodnych pro syntézu dsRNA. Jejich vlastnosti byly stanoveny pomoci
IDT OligoAnalyzer ver. 3.1.

Priprava umélé dsRNA

Pro syntézu cilové molekuly byl pouzit pGEM-T plazmid nesouci kompletni sekvenci genu pro
plastovy protein. Uméela dsRNA byla syntetizovana pomoci kitu Replicator RNAi (Finnzymes), podle
pokyntl vyrobce. Koncentrace a kvalita nasyntetizované dsRNA byla stanovena spektrofotometricky
(NanoDrop 1000).

VYSLEDKY A DISKUSE

Byla studovana moznost aplikace in vitro syntetizovanych induk¢nich molekul, umélych dsRNA,
s cilem navozeni odolnosti rostlin vu¢i viru. Pro experiment byl zvolen patosystém PSbMV
(biologicky patotyp P-1) a hostitel, hrach sety (Pisum sativum L.).

V ramci dostupnych nukleotidovych sekvenci izolati PSbMV byla zjisténa variabilita genu pro
plastovy protein, genomické Casti potencialné vhodné pro navozeni odolnosti viici viru. Fylogeneticka
analyza pomoci NJ-metody prokazala piibuznost mezi izolaty pfislusejicimi ke stejnému, v Evrop¢ se
bézné vyskytujicimu, patotypu P-1. Tyto izolaty vytvareji dva signifikantni klastry, pritkazné odlisné
od izolath zbyvajicich patotypli P-2 (napf. izolat L1) a P-4 (napf. izolaty NY a PSB58CZ) (Obr. 1).
Analyza DNA polymorfismu c¢p genu puvodnich ¢eskych a dalSich izolati PSbMV patotypu P-1
umoznila identifikaci variabilnich a konzervativnich ¢asti genu. Byla zjiSténa vysoka variabilita
5’oblasti a naopak identifikovana konzervativni oblast ve 3 oblasti genu (Obr. 2).

Ve zjisténé konzervativni oblasti (cp’”™’) byly navrzeny kombinace primerti nesoucich i
sekvence promotortli nezbytnych pro spravny prubéh syntézy. Z navrZzenych kombinaci byla vybrana
dvojice primerd - PSB117cp0 F a PSB117cp0_R - vhodnych pro syntézu umélé dsRNA, které
nevytvarely vlasenky v useku promotorti a Gibsova volna energie vytvofenych dimerti a heterodimerti
byla vyssi nez -8 kcal/mol (Tabulka 1). Navrzené primery byly nasledné uspé$né pouzity k syntéze
specifickych umélych dsRNA molekul o délce ca 500 bp. Pii pouziti 1pug templatové DNA bylo
ziskéano 0,97 — 3,87 ug dsRNA o koncentraci 21,6 — 86,1 ng/ul.

Studium u¢inku umélych dsRNA na replikacni cyklus viru a jeho pfenos semenem bylo zahajeno.

ZAVER
Byly tispésné pripraveny umélé dsRNA molekuly vhodné pro studium indukované odolnosti rostlin

vuci virové infekcei a pro jejich praktické vyuziti v ochrané rostlin.
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Obr.1: Fylogeneticky strom izolatih PSbMV konstruovany na zakladé sekvence cp genu.
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Tabulka 1: Vlastnosti primertt PSB117cp0 F a PSB117cp0 R navrzenych pro syntézu dsRNA

Nézev primeru Délka | Obsah GC | Ty AG homo-dimeru AG hetero-dimeru AG vlasenky
p [nt] [%] [°C] [kcal/mol] [kcal/mol] [kcal/mol]
PSB117cp0_F 40 50,0 66,3 -6,59 az -0,96 5 -0,36 az 0,44
-6,69 az -1,34
PSB117cp0_R 29 48,3 63,0 -4,64 az -1,47 -0,95

Podékovani: Tato prdce byla realizovina za podpory projektu MSMT MSM6198959215 a diky spolupraci v
ramci projektu COST FA0806.
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TRANSGENOZE VE SLECHTENI HRACHU ODOLNEHO VUCI VYRUSTKOVE
MOZAICE HRACHU

TRANSGENOSIS IN BREEDING OF PEA PLANTS RESISTANT TO PEA ENATION
MOSAIC DISEASE
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Transgenosis and genetic engineering seems to be efficient alternative tool production of pea plants resistant to Pea enation
mosaic virus 1 (PEMV-1) in the situation when the convention breeding methods are ineffective. The strategy of pathogen
derived resistance mediated by coat protein gene was applied to obtain the tolerant transgenic pea lines. Between two
strategies, coat protein mediated resistance conferred by full viral coat protein gene and PTGS resistance conferred by short
coat protein gene fragment, the second one led to obtaining the first generation of resistant transgenic pea lines. The
propagation PEMYV resistance into next generation is evaluated.

Key words: Pea enation mosaic virus, PEMV-1, transformace, indukovana rezistence.

UVOD

Virus vyrustkové mozaiky hrachu (Pea enation mosaic virus, PEMV-1) patii spolecné s virem
mozaiky hrachu pfenosné semenem (Pea seed-borne mosaic virus, PSbMV) k nejvyznamnéjsim
virovym patogentim hrachu v Ceské republice (Pidkova et al., 2006). Tento virus zpisobuje znaéné
ztraty ve vynosu semen a kvalité¢ zelené hmoty. Vzhledem k tomu, Ze je velmi omezena nabidka
kultivar hrachu rezistentnich vaci infekci PEMV, a také s ohledem na zdlouhavost klasickych
Slechtitelskych postupti, predstavuje geneticka transformace alternativni a G¢inny zplsob ochrany
rostlin vici virové infekci. Tato technologie vede ke zlepSeni zdravotniho stavu rostlin, zvySeni
vynosového potencialu a také k podstatnému zkraceni Slechtitelského procesu.

Cilem prace je ziskani transgennich linii hrachu vykazujicich odolnost vii¢i viru vyrastkové mozaiky
hrachu (PEMV-1).

MATERIAL A METODY
Priprava vektoru a a transformace rostlin

Uplny gen (570bp) pro plastovy protein (cp) nebo jeho &ast (293 bp) byl klonovan do pBluescript
kazety nesouci 35S-CaMV promotor a CaMV-polyA terminator. Tato kazeta byla nasledné pouzita
pro konstrukci plazmidu pWell, se selekénim (nptll) a reportérovym (uidA/gus-int) genem umisténym
za cp inzertem. Plazmid byl nasledn¢ vnesen do hyperviruletniho kmene Agrobacterium tumefaciens
EHA 105. Transformace byla provedena kokultivaci klic¢icich semen riznych kultivard hrachu
s odpovidajicim kmenem Agrobacterium tumefaciens a jejich naslednou regeneraci, se selekci na
zdklad® exprese gentl bar a gus podle Svabova et al. (2005) a Krejéi et al. (2007). Pozitivni rostliny
byly nasledné dopéstovany a bylo ziskano jejich semenné potomstvo.

Testovani odolnosti transgennich linii viici PEMV-1

Rostliny byly ve stadiu druhého az tfetiho pravého listi mechanicky inokulovany izolatem viru,
PEMV58UP (Safafova et al. 2008). Prvni symptomy infekce byly pozorovany 10 dnii po inokulaci
(dpi), a nasledné byl jejich rozvoj prub€zné monitorovan. Pfitomnost viru byla ovétovana 14 den po
inokulaci DAS-ELISA testem (Loewe, Biochemica Ltd.) podle pokynti vyrobce. V ptipadé
negativniho vysledku byly rostliny opakované inokulovany stejnym izolatem viru a rozvoj infekce byl
testovan pomoci DAS-ELISA opétovné 14 dnti po inokulaci (tj. 30dpi).

Kvantifikace virove infekce

Kvantifikace virové infekce byla provedena pomoci Verso™ SYBR® Green 1-Step QRT-PCR kitu
(AB-gene) a vyhodnocena pomoci komparativni kvantifikacni metody (RotorGene-6.0, Corbett
Research). Z listh jednotlivych testovanych rostlin byla izolovana celkovd RNA pomoci kitu
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NucleoSpin RNA Plant (Macherey-Nagel GmbH & Co), pro amplifikaci viru pomoci QRT-PCR byla
pouzita nové navrzena kombinace primerd PEMV47,

VYSLEDKY A DISKUSE

Embryogenni segmenty (kotyledony) péti kultivar hrachu, Merkur, Raman, Menhir, Komet a
Zekon, byly uspésné transformovany dvéma riznymi konstrukty - pWellO5b nesoucim cely gen pro
plastovy protein (cp) viru vyrustkové mozaiky hrachu (tzv. CPMR - ’‘coat protein mediated
resistance’ strategie) anebo pWell08a nesoucim 293bp dlouhy cp fragment v "sense” a “antisense’
orientaci (tvz. PTGS — "post transcription gene silencing’ strategie). Usp&$né transformované rostliny,
PCR/GUS pozitivni a vykazujici expresi GUS byly dopéstovany a bylo ziskdno jejich semenné
potomstvo T;. V generaci T, bylo provedeno testovani odolnosti jednotlivych rostlin viici vyristkové
mozaice hrachu vyvolané infekci virem PEMV-1.

Bylo testovano 95 rostlin transformovanych konstruktem pWell05b. Biologické testy na odolnost
neprokazaly ucinnost vlozeného transgenu. Vsechny sledované rostliny vykazovaly 14 dnd po
mechanické inokulaci typické ptiznaky infekce — prosvétlovani zilek, slabou chlorotickou mozaiku
listt a tvorbu typickych enaci (vyrtstkll) na spodni stran€ listu; jejich intenzita a rozsah odpovidaly
symptomtim pozorovanych na kontrolnich senzitivnich rostlinach. Pii dlouhodobém péstovani rostlin
nebyly pozorovany zadné piipady ozdraveni rostlin, naopak dochazelo k zesileni intenzity chlorotické
mozaiky, kterd vedla v zavislosti na kultivaru hrachu az ke vzniku nekrotickych skvrn. Pfitomnost
transgenu byla ve sledovanych rostlinich prokdzana pomoci PCR (Obrazek 2). Zvolena CPMR
strategie navozeni odolnosti prostiednictvim exprese celého genu pro plastovy protein se ukazala byt
nefunk¢ni, ackoli byla jiz diive spé$né pouzita (Chowrira et al., 1998).

Jako druha mozna strategie bylo zvoleno navozeni odolnosti vii¢i viru prostfednictvim PTGS , .
exprese kratkych fragmenti genu pro plastovy protein. Dosud bylo testovano 138 rostlin T, generace
riznych kultivard hrachu. Rostliny cv. Merkur/pWell08b, Raman/pWell08b, a Menhir/pWell08b
vykazovaly typické ptiznaky infekce a u téchto kultivarti se nepodatilo selektovat zadnou odolnou
linii. Obdobné v ptipadé rostlin Zekon/pWell08b a Komet/pWellO8b vétSina rostlin vykazovala
obdobné symptomy infekce. V materialu ale byly selektovany 3 linie (4 rostliny) Zekon/pWellO8b a 8
linii (11 rostlin) Komet/pWellO8b, které dlouhodobé nevykazovaly zadné symptomy infekce ani po
opakované inokulaci virem (Obrazek 1). Testovani pfitomnosti viru pomoci DAS-ELISA potvrdila
vizualni hodnoceni, vSechny rostliny vykazujici symptomy infekce byly vyhodnoceny jako pozitivni,
naopak u vsech rostlin, které nevykazovaly ptiznaky infekce, nebyla ptitomnost viru prokazana.

Vysledky imunochemického stanoveni byly potvrzeny i pomoci QRT-PCR .

Jednotlivé rostliny, jakoZzto perspektivni material, byly proto dale dopéstovany a bylo ziskano jejich
potomstvo. V souCasné dob¢ probihd biologické a molekularni testovani takto odvozenych
transgennich linii.

Obrazek 1: Transgenni rostliny hrachu po inokulaci virem ena¢ni mozaiky hrachu, (A) listy odolné
rostliny, (B) listy vnimavé rostliny.
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Obrazek 2: Detekce transgenu v testovanych rostlinach
(draha 1: negativni netransgenni kontrola, drahy 2-5: transgenni rostliny; Sipka oznacuje produkt
spravné velikosti)
ZAVER

Transgenoze se jevi byt vhodnym nastrojem pro navozeni odolnosti hospodatfsky vyznamnych
rostlin vaci virové infekei v pripadech, kdy neexistuji vhodné piirozené zdroje rezistence. Tato
technika byla proto pouzita pro navozeni odolnosti hrachu vici vyznamnému patogenu, viru
vyrastkové mozaiky hrachu (PEMV-1). Pouziti CPMR strategie, tj. transformace rostlin celém genem
pro plastovy protein se ukazala byt jako neti¢inna. Naopak PTGS strategie zaloZzenad na transformaci
rostlin jen parcialnim fragmentem c¢p genu vedla k ziskani v T, generaci perspektivnich linii

vykazujicich odolnost viici PEMV. Nasledujici T, generace je testovana s cilem ziskat stabilni linie
vykazujici odolnost vi¢i PEMV.

Podékovani: Tato prace byla realizovana za podpory projektu NAZV QI91A229.
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DNA POLYMORFIZMUS TETRAPLOIDNYCH PSENIC
DNA POLYMORPHISM IN TETRAPLOID WHEATS

MIROSLAV SVEC, PETER CIVAN, ZUZANA IVANICOVA, PAVOL HAUPTVOGEL
Katedra genetiky, Prirodovedecka fakulta Univerzity Komenského, Mlynska dolina, 842 15 Bratislava

We analyzed sequential and length DNA polymorphism of the SBEIla and Lpx-Al like genes of 109 accessions of
tetraploid wheats in our experiments. Three nucleotide substitutions in intron 10 of the SBEIla locus separated
Triticum urartu as A genome donor, wild ancestors, hulled domesticated wheats with A"A"BB genome and
naked subspecies with the same genome each other. Variability in pseudogene of lipoxygenase indicates, that
the hulled and naked wheats of the Triticum turgidum L. species have multiple origins. It appears, that ancient
wheat hybridization of wild and domesticated forms played a substantial role in the domestication process.

Key words: tetraploid wheat, Triticum turgidum, Triticum timopheevii, wheat evolution, starch branching enzyme Ila,
lipoxygenase pseudogen

UvVOD

Sucastou evolucie hexaploidnych druhov pSenic Triticum aestivum L. a Triticum zhukovskyi A.M.Menabde
& Eritzjan boli aj tetraploidné pSenice, a to druhy Triticum turgidum L. a Triticum timopheevii (Zhuk.)Zhuk.
V sucasnosti sme svedkami toho, Ze ich vyznam postupne rastie, najmid z pohladu Stadia procesov ich
domestikacie, ako aj z dovodu vyuzitia ich ohromnej genetickej diverzity. V medzindrodnom vyskumnom ustave
pre Slachtenie kukurice a pSenice (CIMMYT) st rozpracované rozsiahle §lachtitel'ské programy na resyntézu
pSenice letnej, v ktorych sa ako donor vyuzivaji mnohé vzorky pSenice dvojzrnovej - Triticum turgidum ssp.
dicoccon (Schrank)Thell. (Zaharieva, 2009). Je pravdepodobné, ze v budiicnosti sa na resyntézu pSenice letnej
buda vyuzivat' aj iné poddruhy Triticum turgidum. Ako donory rezistencie boli v §achteni pSenice letnej pouzité
viaceré taxony tetraploidnych pdenic. Stadium domestikacie p3enic a ostatnych plodin je nemenej doleZitou
sucastou historie polnohospodarstva ako jej iné aspekty. Vyznam domestikacie spociva hlavne v tom, Ze bola
zakladom rozvoja mnohych civilizacii, medzi nimi aj civilizacie zapadného typu. Vo vedeckej komunite
zaoberajucou sa touto problematikou existuji dva protichodné nazory na miesta a spdsob domestikacie
tetraploidnych pSenic. Ozkan et al. (2011) na zédklade AFLP polymorfizmu tvrdia, Ze domestikacia sa udiala na
upéti pohoria Karacadag v okoli mesta Diyarbakir (juhovychodné Turecko). Zaroven predpokladaji, ze pdvod
domestikovanych foriem bol monofyleticky. Ini autori (Feldman et Kislev, 2007) hlavne na zaklade
archeologickych nalezov zastavaji nazor, ze domestikacia tetraploidnych pSenic sa realizovala v oblasti juzného
Levantu (juzna Syria, Jordansko, Izrael, Libanon), odkial’ sa nové formy rozgirili do ostatnych ¢asti Urodného
polmesiaca. Autori predpokladaju domestikaciu na viacerych miestach Levantu ateda polyfyleticky pdvod
tetraploidnych pSenic.

Vysledkom neuvedomelej, a neskor uvedomelej selekcie realizovanej ¢lovekom v procese domestikacie bola
rozsiahla variabilita neolitickych pSenic, z ktorych sa cast vo forme reliktnych vzoriek zachovala az do
sucasnosti. Botanici sa snazili tuto variabilitu zatriedit’ do jednotlivych taxonomickych trovni. Najnovsie
klasifikdcie uznavaju vramci tetraploidnych pSenic bud’ 2 druhy, a to Triticum turgidum L. a Triticum
timopheevii (Zhuk.)Zhuk. (van Slageren, 1994), alebo 3 druhy Triticum turgidum L., Triticum timopheevii
(Zhuk.)Zhuk. a Triticum ispahanicum Heslot (USDA,ARS , Online database). Tradi¢na botanickd nomenklatira
(Dorofeev et al., 1979) akceptuje az 14 druhov tetraploidnych pSenic. Vysledok domestikacného procesu je
predmetom nielen taxonomickych §tadii, ale v sucasnosti, v obdobi rozvoja molekularnych metdd aj predmetom
fylogenetickych analyz. Dosial vSak nebola fylogenéza tetraploidnych pSenic vyrieSend komplexne
a jednoznacne. Ciel'om prace bolo na zdklade DNA polymorfizmu sledovat’ divergenciu tetraploidnych taxénov
pSenice, ktora sa udiala pocas neolitickej domestikacie pSenice.

MATERIAL A METODY

V nasich experimentoch sme ako rastlinny material pouzili po 7 vzoriek Triticum timopheevii subsp.
armeniacum (Jakubz.) Slageren (sect. Dicoccoidea) a Triticum timopheevii  subsp. timopheevii  (sect.
Dicoccoidea), 21 vzoriek Triticum turgidum subsp. dicoccoides (Korn. ex Asch.&Graebn.)Thell. 25 vzoriek
Triticum turgidum subsp. dicoccon (Schrank)Thell., 2 vzorky Triticum turgidum subsp. paleocolchicum A.Love
& D. Love (sect. Dicoccoidea), po 7 vzoriek z poddruhov Triticum turgidum subsp. turanicum (Jakubz.) A.Love
& D. Love, Triticum turgidum subsp. polonicum (L.)Thell. (sect. Dicoccoidea), Triticum turgidum subsp. durum
(Desf.)Husn., Triticum turgidum subsp. carthlicum (Nevski) A.Love & D. Love, Triticum turgidum subsp.
turgidum (sect. Dicoccoidea), 9 vzoriek Triticum ispahanicum Heslot (sect. Dicoccoidea) a3 vzorky Triticum
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aestivum L. Uvedend nomenklatira je v slade s nomenklatirou publikovanou na webovej stranke Génovej
banky v Beltsville, USA (USDA,ARS, Online database).

U vsetkych uvedenych vzoriek sme uskuto¢nili PCR analyzy, podmienky ktorej boli nasledovné: PCR
prebichala v koneénom objeme 13 pl, PCR zmes obsahovala: 1 x PCR pufor (HotFirePol); 1,6 mM MgCl,; 0,2
uM forward primer; 0,2 uM reverse primer, 200 uM dNTP; 0,5 U HotFirePol DNA polymerazy (Solis
BioDyne); 40 ng templatovej DNA. PCR cyklus: ivodna denaturacia pri 95 °C pocas 12 min; 35 cyklov: [95 °C,
45 s; 64 °C, 45 s; 72 °C, 1 min]; zaverecna polymerizacia pri 72°C pocas 7 mintt. Pri pseudogéne Lpx-AI-like
sme sledovali dizkovy polymorfizmus,pri géne SBEIIa sme uskutoénili priamu sekvenaciu intronu 10.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Donorom genému A u tetraploidnych pSenic s genomom A"A"BB (Triticum turgidum) ako aj s gendmom
A"A"GG (Triticum timopheevii) je diploidné divorastice Triticum urartu Tumanian ex Gandilyan (sect.
Monococcon). Sucastou A" gendému je aj gén SBEIla. PoCas divergencie tohto genomu v diploidnom(7.urartu)
a tetraploidnych divorasticich druhoch doslo k substitucii iba jedného nukleotidu v pozicii 3335 génu SBElla
(obr.&.1). Dalsia substitucia v pozicii 2985 oddelila divorasticeho predka Triticum turgidum subsp. dicoccoides
od domestikovanych plevnatych poddruhov. Sucastou zhluku (uzla) plevnatych pSenic je aj niekol’ko vzoriek
nahozrnnej pSenice Triticum turgidum subsp. turgidum. Vzorky tohto poddruhu sa nachadzaju aj v tretom
velkom zhluku, tvorenom prevazne nahoznnymi pSenicami. Zda sa pravdepodobné, ze mutacia nukleotidu
v pozicii 3000 vznikla u niektorej starobylej nahozrnnej vzorky, z ktorej sa potom vyvinuli ostatné taxény
nahozrnnych psSenic. Vynimkou z tychto zjednodusenych predpokladov je vyskyt divorasticich dvojzrniek DCS
1 aDCS 9 v zhluku domestikovanych plevnatych pSenic, rovnako ako aj vyskyt nahozrnnej CAR 3 a vyskyt
vzorieck ARM 35, TIM 16 a TIM 17 s genébmom A"A"GG v tomto zhluku. Aj pre zhluk oddeleny od ostatnych
pSenic mutaciou v pozicii 3000 platia niektoré vynimky. Sucast'ou tohto zhluku su okrem nahozrnnych psenic aj
varieta kotchyi z divorasticeho plevnatého predka s lamavym klasovym vretenom Triticum turgidum subsp.
dicoccoides, convarieta maroccanum z plevnatého domestikovaného poddruhu Triticum turgidum subsp.
dicoccon  atakisto aj dve vzorky plevnatého domestikovaného poddruhu Triticum turgidum subsp.
paleocolchicum.

PCR analyza pseudogénu lipoxygendzy nam odhalila 3 typy alel (tab.c.1). S pouzitim parsimonického
pristupu by sme mohli konstatovat’, Ze nulova alela (Lpx-0) je typicka pre taxény s gendomom A"A"GG (vynimky
DCS 3, DCS 5, DCS 80, DIM 182), kratka alela (Lpx-S) je charakteristickd pre nahozrnné pSenice a dlha alela
(Lpx-L) pre domestikované plevnaté dvojzrnky (7riticum turgidum subsp. dicoccon). Aj tu plati mnoZstvo
vynimiek, podobne ako pri géne SBEIla, aj pri lipoxygenaze sa vzorky TIM 16 a TIM 17 zaradili do inej
skupiny, akoby sme oCakavali. Viaceré vzorky z konvariety abyssinicum (DIM 8, DIM 16, DIM 44, DIM 122)
patriacej k plevnatému poddruhu Triticum turgidum subsp. dicoccon sa zaradili ku skupine nahozrnnych pSenic.

Podl'a nasho predpokladu, vsetky uvedené vynimky v ramci oboch analyzovanych génov st dosledkom
starobylych hybridizacii, ktoré sa udiali v dobe neolitu, v rdmci domestikacného procesu.

Hybridny povod niektorych vzoriek najmé divorasticej pSenice dvojzrnovej uvadzaji napr. Luo et al. (2007).
Predpokladany hybridny povod viacerych vzoriek tetraploidnych psenic bude nevyhnutné potvrdit’ v d’alSich
experimentoch.

53



Nové poznatky z genetiky a §l'achtenia ponohospodarskych rastlin Zbornik z 18. vedeckej konferencie, Piestany : VURV, 2011

Obrazok 1: Fylogeneticka siet’ analyzovanych vzoriek tetraploidnych pSenic ziskana sekvenovanim
intrénu 10 z génu SBEIIa.

ZAVER

V nasich experimentoch sme analyzovali sekvenény a dizkovy polymorfizmus DNA u génov SBEIla a Lpx-
Al-like u 109 vzoriek tetraploidnych pSenic. Tri substiticie nukleotidov v introne 10 lokusu SBEIla separovali
od seba donora genomu A Triticum urartu, divorasticich predkov, plevnaté domestikované pSenice s genomom
A"A"BB a nahozrnné poddruhy s tym istym genémom. Variabilita v lipoxygenizovom pseudogéne naznacuje, ze
plevnaté a nahozrnné psenice druhu Triticum turgidum L. maji mnohonasobny povod. Zda sa, ze starobyla
hybridizacia divorastiicich a domestikovanych foriem zohrala vyznamnu ulohu v evolucii pSenice.

Podakovanie. "Této praca bola podporovana Agentiurou na podporu vyskumu a vyvoja na zaklade zmluvy ¢.
APVV-0661-10".
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Tabulka 1: Dizkovy polymorfizmus DNA v géne pre lipoxygenazu Lpx-AI ( Lpx — 0: nulova alela; Lpx — S:
kratka alela; Lpx — L: dlha alela; PAL = Triticum turgidum ssp. paleocolchicum, DUR = Triticum
turgidum ssp. durum, TRN = Triticum turgidum ssp. turanicum, ARM = Triticum timopheevii ssp.
armeniacum, TIM = Triticum timopheevii ssp. timopheevii, ISP = Triticum ispahanicum, M =
vzorky z databazy University of Manchester.

Lpx alela

Lpx — 0 (bez amplifikacie)

Lpx — S (600 bp)

Lpx — L (1042 bp)

DCS 3,5, 80

Triticum turgidum ssp.
dicoccoides (DCS):
MO, 11, 14, 19, 55, 56
DCS 1,9,10

Triticum turgidum ssp. dicoccoides
(DCS):

M5M8MI12,M 13, M 21,
M23,M37,M62,DCS 11

ISP1-9

DIM 182

Triticum turgidum ssp. dicoccon
(DIM):
DIM 8, 16, 44, 64, 122

Triticum turgidum ssp. dicoccon
(DIM): M 85, M 122, M 132
DIM 66-67, 70-72,76, 78-79,
80-87

PAL 1, PAL 3

DUR 1, 16-17, 21, 26-27

DUR 18

TRN 3-5, 7, 10

TRN 13 (Etrusker Weizen)
TRN 14 (Kamut)

Triticum turgidum ssp.
carthlicum Y)CAR):
CAR 1, 3-6, 9-10

Triticum turgidum ssp.
polonicum (PLN):
PLN 1-3,5-6,8

Triticum turgidum ssp.
turgidum (TRG):
TRG 1-3, 15-17,20, 50

Triticum aestivum:
Diosecka 85-6
Radosinska dorada
Viglasska ¢ervenoklasa

ARMS, 9, 15,19, 27, 32, 35

TIM 1, 13-14, 18, 20

TIM 16-17
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FORMOVANI VYNOSOVYCH PRVKU U LINIi OZIME PSENICE S ODLISNOU
MORFOLOGII KLASU

FORMATION OF YIELD COMPONENTS IN WINTER WHEAT LINES WITH
DIFFERENT SPIKE MORPHOLOGY

PETR MARTINEK', OXANA B. DOBROVOLSKAYA?, PETRA POKOROVA’, MARIE VANOVA'
) 1Agrotes‘[ fyto, s.r.o., Kroméfiz, Ceska republika
Ustav cytologie a genetiky (Institute of Cytology and Genetics), Novosibirsk, Ruské federace
*Mendelova univerzita v Brn&, AF - Ustav biologie rostlin, Brno, Ceské republika

The objective of the paper was to confirm the hypothesis that the increased sink of the spike in wheat (7. aestivum L.) with
supernumerary spikelets enables better formation of the yield under high-input growing conditions as compared to
conventional cultivars with normal spike. Parameters of spike productivity were compared in three groups of winter wheat
lines differing in (a) long glumes (LG) transferred from 7. polonicum L., (b) multirow spike (MRS) with supernumerary
spikelets, (c) current wheat cultivars classified into various groups of grain quality with normal spike (NS). They were grown
using four cropping practices: KO — no fungicides, growth regulators and nitrogen, FO, F100, F200 — fungicides and growth
regulators with different nitrogen doses 0, 100 and 200 kg.ha. The experiments were conducted in 2009-2010 and 2010-
2011. Lines with MRS had lower yields in comparison with NS and LG. Therefore, the research hypothesis has not been
confirmed. Responses to cropping treatments in lines with LG were similar to those in NS cultivars. The advantage of LG can
be a higher spike assimilation capacity. A possibility of increasing the yield potential in wheat is discussed.

Key words: Triticum aestivum, spike morphology, long glume, multirow spike, cropping practices, yield

UvVOD

Vzestup vynosu psenice byl ve svété primarné podminén zmeénou proporci rostlin, kterd umoznila zvySovat
podil zrna na celkové nadzemni biomase (skliziiovy index). Srovnavaci pokusy starych a novych odrid ukazuyji,
ze Slechténi nevedlo k podstatnému zvySeni mnoZstvi nadzemni biomasy na jednotku plochy porostu, coz
naznacuje, ze nedoslo k vyznamnému zvyseni Cistého vykonu fotosyntézy. V literatufe jsou sporadicky uvadény
pfipady mirného trendu nartistu mnozstvi nadzemni biomasy porostu, ktery ovSem neni spojovan se zlepSenim
schopnosti metabolického systému 1épe hospodarit se slunecni energii, ale spiSe se schopnosti zkraceného
porostu 1épe vyuzivat svétlo vzpiimenymi listy, pfipadné delsi zivotnosti listového aparatu. V soucasnosti se
nachazime v obdobi po zelené revoluci (post green revolution), které je od devadesatych let minulé¢ho stoleti
doprovazeno mirnym zpomalenim nartstu pramérnych vynost pSenice ve svété a snizenim jejich stability. Tento
jev ukazuje na pfitomnost ekologickych a energetickych limiti dal§tho ristu. Vzhledem k obecné platnosti
zakont termodynamiky rostliny nemohou transformovat vice energie, nez kterd je jim v prostfedi k disposici.
Pochopitelné to plati i na Grovni porosti, kde se tvori zemédélska produkce. Pokud se nepodafi u pSenice
zvySovat produkci biomasy na jednotku plochy porostu (tedy zvySovat efektivitu fotosyntézy genetickou cestou),
potom nebude jina moznost nez dal pokracovat ve stavajicich trendech ménéni proporci rostlin, jenz jiz dnes
skytaji Slechtitelim pomérné¢ maly manévrovaci prostor. Urcité feSeni by mohlo spocivat ve vyuziti dosud
nevyuzivanych znakl pro zménénou morfologickou strukturu klasu, které by mohly pfedstavovat vyhodu
zlepsené fotosyntetické nebo tlozné kapacity klasu (Foulkes et al., 2010).

Predkladana studie se zabyva moznosti vyuziti genetickych zdrojii s dlouhymi plevami (LG — long glumes) a
s mnohotfadym klasem (MRS — multirow spike), které jsou porovnavany s béznymi odridami s normalnim
klasem (NS — normal spike) (obrazek 1).

LG jsou typickym znakem pro nékteré druhy tetraploidni (7. polonicum L., T. ispahanicum Heslot) a
hexaploidni (7. petropaviovskyi Udacz. et Migusch) pSenice. Pouzité linie nesou gen pieneseny z 7. polonicum.
Gen pro LG byl oznacen symbolem P a nachdzi se na dlouhém rameni chromosomu 7A (Watanabe et al., 1996).
Predpokladame, ze LG s vétSim povrchem by mohly mit pozitivni vliv na formovani obilek v priub&hu jejich
rastu.

MRS byl pienesen do psenice seté zhexaploidniho radiomutantniho zdroje, ziskaného z VIR Sankt
Petersburg. MRS je podminén recesivnim genem mrsl, lokalizovanym na kratkém rameni chromosomu 2D
(Dobrovolskaya et al., 2009). Projevuje se zvétsenym poctem klaskl vyrastajicich piisedle z jednotlivych noda
klasového vietene (projev tak zvanych nadpocetnych klaskti — supernumerary spikelets). Predpokladame, ze
zvySeny pocet klaskli klasu miize u MRS byt doprovazen zvysenim tlozné kapacity klasu — tedy lepsi schopnosti
prijimat asimilaty.

Vychazime z Gvahy, Zze pokud tyto znaky klasu maji né¢jaky vyznam ve vztahu k vynosu, mélo by se u nich
projevit zvySeni vynosu v intenzivnich péstebnich podminkach (tedy v takovych, ve kterych by se co nejvice
realizoval vynosovy potencial) oproti béznym odriiddm s NS.
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Obrazek 1: PSenice s dlouhymi plevami (vlevo), mnohotadym klasem (uprostied) a normalnim klasem (vpravo)

MATERIAL A METODY

Byly analyzovany tii skupiny genotypt ozimé pSenice s bezosinnym klasem, které se navzajem liSily
morfologii klasu. Skupina s LG obsahovala Sest 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 odriid s NS ptedstavovala Sest
soucasnych registrovanych odrid s riznou kvalitou 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
odrtid délkou stébla a ranosti a aby mély rozdilny ptvod. Odriidy s NS jsou registrované odriidy v Ceské
republice a jsou povazovany za kontroly. Linie se zménénou morfologickou strukturou klasu byly vyslechtény
v Agrotest fyto, s.r.0. Kroméfiz.

fepatska vyrobni oblast). Pokus byl reprezentovan celkem 432 parcelami o velikosti 10m* (18 genotypi x 4
oSetieni x 3 opakovani x 2 ro¢niky). V obou ptipadech byl pokus vyset po ozimé fepce, pied setim byl vyhnojen
zékladnim hnojenim 100 Lha™ DAM + 200 kg.ha™ Amofos, ¢imz se dostalo do piidy celkem 64 kg.ha' N a 104
kg.ha! P,Os. Seti bylo provedeno secim strojem Amazone se zab&rem 2 m, vybavenym rotaénimi branami,
schopnymi optimaln¢ pfipravit setové luzko. Byl pouzit vysevek 4 miliony kli¢ivych zrn na hektar. Herbicidni
ochrana proti plevelim byla provadéna s ohledem na aktualni vyskyt plevelt.

Vysev jednotlivych genotypti se uskuteénil na vyrovnany pozemek do past, které byly nasledné
rozdéleny na pokusné parcely o velikosti 10 m*. Byly zkouseny &tyii varianty péstovani: 0K — bez hnojeni a bez
chemického oSetieni, OF — bez hnojeni + fungicidy a morforegulator, 100F — 100 kg dusiku + fungicidy a
morforegulatory, 200F — 200 kg dusiku + fungicidy a morforegulatory. Piehled provedenych agrotechnickych
zéasahil uvadi tabulka 1.

Zvolené varianty péstovani umoznily posoudit vliv hnojeni (pfedevsim davky dusiku) za podminek velmi
dobrého zdravotniho stavu dosazeného stejnym fungicidnim oSetfenim (u variant OF, 100F a 200F) a
s potlacenim pfipadného vlivu poléhani pomoci morforegulatort rastu.

Byly vyhodnoceny zékladni vegetacni charakteristiky. Z odebranych snopkd ve zralosti byla stanovena
velikost skliziového indexu (HI). Z udaji o vynosu, po&tu klasi na Im? a hmotnosti 1000 zrn (HTS) byla
vypocitana hmotnost zrna klasu a pocet zrn klasu.

Ve variantach s osetienim fungicidy a morforegulatory s vysokymi davkami dusiku (pfedev§im 100F a 200F)
jsme chtéli navodit podminky, ve kterych by byl co nejlépe realizovan vynosovy potencial testovanych
genotypu, tedy ktery by se blizil hypotetickym podminkam, vyplyvajicim z definice vynosového potencialu
(Evans a Fischer, 1999). Pochopitelné redlné vynosy v pokusu byly ovlivnény specifickymi ptdnimi
podminkami a prib&hem pocasi v obou vegetacnich obdobich (obrazek 2).
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Tabulka 1: Varianty hnojeni a chemického oSetfeni v letech 2010 a 2011

Zasah (faze BBCH)

Varianta oSetieni

0K — bez hnojeni a
chemického oSetieni

OF — bez hnojeni a
chemické oSetieni

100F — 100 kg dusiku
a chemické oSetfeni

200F — 200 kg dusiku
a chemické oSetfeni

Odnozovani
(BBCH 21-23)

(BBCH 24-26)

110 kg.ha™ LAV (30
kg.ha' N)

Mocovina 140 kg.ha™'
N (66 kg.ha!)

110 kg.ha™ LAV (30
kg.ha' N)

Konec odnozovani
(BBCH 27-29)

Retacel (0,75 Lha™)

Retacel (0,75 Lha™)

Retacel (0,75 Lha™)

Zacatek sloupkovani
(BBCH 30)

90 kg.ha ' LAV (30
kg.ha' N)

145 kg.ha' LAV (40
kg.ha' N)

Sloupkovani
(BBCH 31-33)
(BBCH 31-33)

(BBCH 31-37)

DAM 390 75 Lha™' (30
kg.ha! N)

DAM 390 75 Lha' (30
kg.ha! N)

Retacel (1,0 Lha™)

Retacel (1,0 Lha™) +
Moddus (0,15 L.ha™)

Retacel (1,0 Lha™) +
Moddus (0,15 L.ha™)

Acanto prima (1,5
kg.ha™) + Talius (0,15
Lha™)

Acanto prima (1,5
kg.ha™) + Talius (0,15
Lha™)

Acanto prima (1,5
kg.ha™) + Talius (0,15
Lha™)

Konec sloupkovani
(BBCH 37-39)

55 kg.ha LAV (15
kg.ha' N)

145 kg.ha LAV (40
kg.ha' N)

Prosaro (0,75 Lha™)

Prosaro (0,75 Lha™)

Prosaro (0,75 Lha™)

Metani
(BBCH 51-55)

Caramba (0,8 Lha™)

Caramba (0,8 Lha™)

Caramba (0,8 Lha™)

Charakteristika obdobi 2009-2010

Do nastupu zimy bylo dosazeno stavu 4-5 odnozi v porostu. Béhem zimy nedoslo k vymrzani z dtvodu
sn¢hové pokryvky v dobé vyskytu kritickych mrazti v prosinci a koncem ledna. Na jafe byly porosty v idedlnim
stavu a nebyly pfehoustlé. Jarni vlhké pocasi v druhé poloviné dubna branilo v€asnému provadéni
agrotechnickych zésahi. Extrémné vysoké srazky v dubnu a v kvétnu a v prvni poloviné ¢ervna a nizké teploty
v druhé poloviné kvétna vedly k zamokieni a ubytku vzduchu v pidé, které vedly k nizs$i hustoté porostu a
opozdéni doby metani asi 0 9 dni a doby dozravani asi o 4 dny. Vysoké teploty v ¢ervnu a ¢ervenci doprovazené
suchem v ¢ervenci vedly ve vétsi mife k zasychani zrna a k niz§i objemové hmotnosti zrna.

Charakteristika obdobi 2010-2011

Podzimni vyvoj porostii byl pomaly v disledku podprimérnych teplot v fijnu. I pfes teplotné nadprimérny
listopad porosty odnozovaly az v pribéhu zimy a na jafe. Velmi studeny prosinec a mirny vyskyt plisné snézné
nezpusobil posSkozeni porostll vyzimovanim. V noru a na zacatku bfezna byl zaznamenan vyskyt holomrazi a
soucasn¢ sucha. Vzhledem k nizkému obsahu vody v pletivech rostlin nebylo zaznamenano poskozeni mrazem
ani u odriid s nizkou mrazuvzdornosti. Vysoké teploty v dubnu spolu s nedostatkem srazek byly vystiidany
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vysokymi srazkami na pocatku kvétna a ptiznivymi teplotami s pozitivnim vlivem na zakladani reprodukénich
podminky v kvétnu az Cervenci mély pozitivni vliv na tvorbu vynosu. Vysoké uhrny srazek v posledni
Cervencové dekadé a v prvni poloving srpna vyvolaly pied sklizni polehnuti u intenzivné hnojenych porostt a
negativné ovlivnily ¢islo poklesu.

Vysledky byly zpracovany statisticky pomoci software Statistika, verze 8. Pro vypocet prukaznych diferenci
v grafech byly jako vychozi hodnoty pouzity priméry ze tfi opakovani pro jednotlivé genotypy v konkrétni
varianté oSetfeni v prislusném roce. Byl pouzit Tukeytv test pii p=0,05.

VYSLEDKY

vvvvvv

tabulka 2, ze které je zfejmé, Ze skupina kontrolnich odrid s NS méla v priméru obou vegetacnich obdobi
nejvy$si vynos 9,12 tha', za ni nasledovaly genotypy s LG s 8,87 tha' a s MRS 7,51 t.ha™'. Nejvynosn&jsimi
genotypy z jednotlivych skupin byla Baletka (9,6 t.ha™) s NS, KM 55-09LG (9,4 t.ha™') s LG a KM 71-09MRS
(8,0 tha) s MRS. Vlivem ptiznivé&jsiho priib&hu pocasi byl v roce 2011 dosazen mnohem vyssi primérny vynos
(9,5 tha™) nez v roce 2010 (7,5 t.ha™). Rozdil ve vynose mezi obéma roéniky tedy ¢ini dvé tuny. Zajimavé bylo,
ze vroce 2010 byla zaznamenana vétSinou negativni odezva na chemické oSetfeni v kombinaci bez hnojeni,
které ve varianté OF vedlo dokonce k mirnému snizeni vynost oproti varianté 0K (ziejmé v dusledku pfilisného
zkraceni délky stébla Retacelem) a pozitivni vynosova reakce na prihnojeni dusikem ve variantach 100F a 200F.
V roce 2011 byla reakce opacna, kdy nejvyssich vynost bylo dosazeno ve varianté OF, pfipadné ve varianté
100F hnojené stiedni davkou dusiku. Primérné vynosy ve varianté s 200 kg dusiku (200F) byly vétSinou nizsi
oproti varianté se 100F. Lze se domnivat, ze negativni odezvu na davky dusiku v roce 2011mohl vyvolat
nedostateény piijem dusiku dodaného v produkéni davee na konci odnozovani a v kvalitativni davce na konci
sloupkovani, ke kterému mohlo dojit v disledku vyssich srazek béhem prvni poloviny kvétna, kdy dodany dusik
mohl byt odplaven, ptipadné zlstal v horni vrstvé ptidniho profilu a mohl plsobit toxicky.

Tabulka 2: Vynosy (t.ha™) jednotlivych genotypii v riiznych variantach odetfeni 2010 a 2011

Rocnik 2010 2011
Ofetieni 0K OF _ 100F 200F | OK OF  100F _ 200F primér
KM 55-09LG 7.7 74 9,1 9,5 8,8 1,8 114 92 94 a
KM 77-09LG 8,1 7,5 8,9 9,5 7.8 10,0 84 74 8,5 a-c
KM 99-09LG 6,3 6,4 8,5 8,8 90 112 11,1 91 8,8 a-c
KM 101-09LG 5.9 5,5 7,5 7,9 9,5 1,0 11,6 116 8,8 ac
KM 103-09LG 71 72 97 10,1 84 103 104 10,1 92 ab
KM 105-09LG 5.8 6,6 8,2 8,7 8,5 1,6 107 91 8,7 a-c
primér LG 6,8 6,3 8,7 9.1 87 110 106 94 8,9
KM 52-09MRS 5.6 5.1 5.9 5,5 7.8 9.8 1,0 89 74 ¢
KM 53-09MRS 6,1 6,0 6,9 6,9 74 9,0 73 7,7 72 ¢
KM 59-09MRS 6,1 6,1 72 73 71 10,0 9,7 74 7,6 be
KM 68-09MRS 53 5.1 5.8 5.6 7.1 9,5 104 92 72 ¢
KM 71-09MRS 6,7 6,3 7.6 7.4 7.6 9,7 9,8 8,8 8,0 a-c
KM 121-09MRS 6,5 6,3 73 71 72 9.6 8,7 8,3 7,6 be
primér MRS 6,0 58 6,8 6,6 74 9,6 95 8,4 75
Federer (E) 6,6 74 8,3 7,9 9,1 1,0 120 10,6 9,1 ab
Tridium (A) 6,9 6,6 7.4 7,9 9,3 10,6 92 8,7 8,3 a-c
Bakfis (A) 74 7,0 9,1 9,2 74 94 108 972 8,7 a<c
Bohemia (A) 8,4 8,0 9,2 9,3 88 120 10,7 94 95 a
Baletka (B) 8,7 8,2 9,6 9,9 9,8 11,2 98 9,5 96 a
Biscay (C) 7.8 8,3 9,5 94 8,8 10,5 120 10,0 95 a
primér NS 77 76 8,8 8,9 89 108 108 96 9,1

pozn. prikaznost pti p = 0,05 (Tukey)

V roce 2011 ziejmé byla piizniva zasoba dusiku v padé jesté ze zakladniho hnojeni na podzim, ktera zlstala
nevyplavena ve svrchni vrstvé pidy béhem suchého inora a bfezna a tato zasoba byla vyuzita pro intenzivni
jarni rast porostu i v nehnojenych variantdch OK a OF, ktery dorostl do vétsi délky a hustoty nez v roce 2010.
Aplikace morforegulatori pak pisobila na hust$i a delsi porosty méné ucinn¢ a vysoké davky dusiku ve
variantach 100F a zvlast€ 200F mély maly nebo negativni vliv. Rovnéz kone¢ny vynos mohl byt ovlivnén
vys§im poléhdnim hustych a velmi vyhnojenych porostdl, a to i pfesto, ze polehlé porosty byly bezztratove
sklizeny.

Z tabulky 2 je zietelna specificka reakce jednotlivych genotypl na varianty oSetfeni. Podle nizSich
prumérnych vynosu skupiny genotypd s MRS lIze usuzovat, Ze tyto se jevi jako méné perspektivni pro
Slechtitelské vyuziti. Zajimava je reakce linie KM 52-09MRS, jejiz pramérny vynos v roce 2010 byl pouze 5,5
t.ha”', zatimco v roce 2011 doséhla v praméru 9,9 tha' a ve varianté 100F dokonce 11,0 t.ha™” (coz je dosud
nejvyssi zaznamenany vynos u pSenice s MRS). Obdobné specifické reakce ovlivnéné ro¢nikem a oSetienim
vykazuji i jiné linie. Velmi vysokych vynosi dosahujicich 12,0 t.ha” dosahly v roce 2011 odrdy Biscay (100F),
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Bohemia (0F) a Federer (100F). Vzhledem k tomu, Ze lze obtizné objasnit specifické reakce hodnocenych
genotypt, pokusili jsme se charakterizovat reakci jednotlivych morfotypti pomoci grafii (obrazek 3 a 4).
Genotypy s MRS reagovaly svym vynosem na jednotlivé varianty oSetieni pomérné malo, jejich odezva na
zvysujici se hnojeni byla oproti ocekavani pomérné nizka. Nizké vynosy u linii s MRS byly naopak vyvazeny
vys§im obsahem dusikatych latek. Jinak tomu bylo u LG, u kterych v roce 2010 doslo ve variantich
s chemickym osetfenim k vyraznéjsi odezvé na intenzitu hnojeni nez u kontrolnich odrid pSenice s NS. V roce
2011 mély vSechny skupiny hodnocenych genotypti velmi podobnou reakci na agrotechnické zasahy. Z vysledkt
v roce 2010 se l1ze domnivat, Ze by LG mohly mit pozitivni vliv na vy$s§i hmotnost zrna klasu.

Obrazek 3: Charakteristiky produktivity hodnocenych skupin genotypii v riiznych variantach péstovani

Jednotlivé skupiny genotypt reagovaly rizné na oSetfeni a ro¢nik svou hmotnosti zrna klasu a dil¢imi prvky
produktivity klasu. Linie s LG dosahovaly v priméru o néco vyssi hmotnost zrna klasu (2010: 0K — 1,39g, OF —
1,47¢g, 100F — 1,49g, 200F — 1,69¢g; 2011: 0K — 1,52g, OF — 1,91g, 100F — 1,71g, 200F — 1,65¢g) nez skupina
s MRS (2010: 0K — 1,25g, OF — 1,38g, 100F — 1,42g, 200F — 1,41g; 2011: OK — 1,29¢g, OF — 1,72g, 100F — 1,46g,
200F — 1,32g) a kontrolni odridy s NS (2010: 0K — 1,27g, OF — 1,39¢g, 100F — 1,46g, 200F — 1,41g; 2011: 0K —
1,47g, OF — 1,65g, 100F — 1,36g, 200F — 1,25g). Zajimavé bylo, Zze vroce 2011 bylo nejvysSich hodnot
hmotnosti zrna klasu dosahovano u nehnojené oSetfené varianty OF a umérné se stoupajici davkou dusiku
dochazelo k poklesu. V roce 2011 se vzestupné davky dusiku vyrazngji projevily ve zvyseni poétu klasti na m?,
ktery vSak byl kompenzovan jejich niz§i hmotnosti. Hmotnost zrna klasu v jednotlivych variantach a rocnicich
vice korespondovala s poc¢tem zrn klasu nez s HTS, coz je ziejmé z podobnosti pribchu kiivek pro tyto znaky.
Vyvoj pocasi v roce 2010 vice podpofil hmotnost obilek na ukor poctu zrn klasu, zatimco v roce 2011 tomu bylo
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naopak. U linii s MRS byla zaznamenana nizka HTS zvlast€ v roce 2011 (2010: 0K — 43,4g, OF — 44,4g, 100F —
45,8¢g, 200F — 44,6g; 2011: 0K —34,5g, OF — 38,1g, 100F — 35,7g, 200F — 36,2¢g). U linii s LG byla v roce 2010
HTS v priméru 47,3g, zatimco v roce 2011 jen 40,3g. U kontrol s NS byla v roce 2010 HTS 42,1g a v roce 2011
jen 39.2¢.

Skliziiovy index byl v roce 2011 vys$si nez v roce 2010, coz piedevsim koresponduje s vynosem a rovnéz i

vySkou prorostu. Vyuzitim morforegulator (Retacel ve varianté OF, 100F a 200F a Moddus v 100F a 200F) se
projevilo vyraznéjsim zkracenim délky stébla v roce 2010 nez v roce 2011. Delsi stéblo v porostech v roce 2011
spolecné s vysokou hustotou zvlast¢ u kontrolnich odrid s NS v hnojenych variantach 100F (800) 200F (777
klastt na 1m2) vedly k silnému polehnuti posti. Nejmensi stupeni poléhani byl zaznamenan u prorostu s MRS.
V roce 2010 bylo poléhani zcela zanedbatelné. Robustnéjsi klasy u linii s MRS s nadpocetnymi klasky vyrtstaji
na silnéjSich stéblech a jsou doprovéazeny S$irSimi listy, které ziejm¢ zabiraji v porostech vice mista na ukor
ostatnich stébel. Z tohoto diivodu byla u téchto materiald nizsi hustota prorostu zvlasté v roce 2010.
Drobngjsi zrno linii s MRS zfejmé mélo souvislost s jeho niz§i objemovou hmotnosti, kterd byla vyrazné nizsi
v roce 2010, kdy doslo ve vétsi mife k zasychani zrna v pribéhu dozravani (obrazek 4). Nizs§i vynos linii s MRS
byl kompenzovan v priméru vys$s§im obsahem dusikatych latek v zrnu (2010: LG — 11,0%, MRS — 12,8%, NS —
11,7%; 2011: LG — 12,1%, MRS — 12,8%, NS — 11,8%). Obsah dusikatych latek stoupal podle ocekavani
s davkou dusiku. U nehnojené oSetfené varianty (OF) byl zaznamenan ve vSech skupinach hodnocenych
materialti deficit obsahu N-latek v porovnani s nehnojenou kontrolni variantou OK vroce 2010. Ziejmé se
jednalo o projev stresu vyvolaného zkracenim stébla. Velikost davky dusikatého hnojeni se rovnéz pozitivné
projevila vzestupem hodnot Zelenyho testu. Destivé pocasi v pribéhu zni 2011 se negativné projevilo nizkym
¢islem poklesu.

Obrazek 4: Charakteristiky jakosti zrna hodnocenych skupin genotypt v riznych variantach péstovani

Linie s MRS se vzhledem k nizkym vynosiim a malé vynosové odezvé na odstupnované davky dusiku zatim jevi
jako Slechtitelsky méné vyuzitelné¢. Pomérné vyrazna kladnd vynosova odezva na hnojeni dusikem u linii s LG
naznacuje, ze by se mohly uplatnit ve Slechténi odrid pro intenzivni péstebni podminky. Ve varianté 200F v roce
2010 dokonce linie s LG mirné vynosové prekonaly linie s NS, pfitom ve variantach bez hnojeni dusikem (0K a
OF) vynosy u LG byly vyrazné nizsi nez u NS.
ZAVER

Bylo provedeno vyhodnoceni vynosi, komponent vynost a vybranych znakt jakosti zrna u skupin genotypti
lisicich se morfologii klasu (dlouhé plevy, mnohotady klas, normalni klas) scilem odhadnout vyznam
jednotlivych morfotypi klasu pro realizaci vynosového potencialu. Vychazelo se z predpokladii, ze rostliny s
vyssi tloznou kapacitou klasu, danou lepsi schopnosti zakladat vyssi pocet reprodukénich organd (obilek),
budou v ideélnich péstebnich podminkach pfijimat 1épe asimilaty oproti béznym odridam s normalnim klasem.

U mnohotadého klasu se vytvareji nadpocetné (ptidatné) klasky ve shlucich z jednotlivych noda klasového
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vietena a tyto klasy proto umoziuji produkovat vétsi pocet obilek oproti normalnimu klasu. Dvouleté pokusy
(2009-2010 a 2010-2011) nepotvrdily tento predpoklad. Genotypy s MRS m¢ély niz§i vynosy oproti genotyptim
s LG a oproti kontrolnim odriidam s NS. Nejvyssi dosazeny vynos u linie s MRS KM 52-09MRS dosahl 11,0 t.ha’
' ve varianté se 100 kg dusiku a s ofetienim fungicidy a morforegulatory, byl sice pomérné vysoky, byl ale o
jednu tunu niz§i nez u odrid s NS (Federer, Bohemia a Biscay), které doséhly shodné vynosu 12,0 t.ha™. Proto
genové zdroje s MRS se zatim jevi jako Slechtitelsky méné perspektivni. Niz§i vynosova schopnost genotypid
s MRS byla kompenzovéana vyss§im obsahem dusikatych latek v zrnu.

Klasy sLG se vyznaCuji pouze vétsi délkou a zvétSenym povrchem plev a svymi vynosovymi
charakteristikami se vice podobaji kontrolnim odriidam s NS. U genotypti s LG byla zaznamenana mirné vyssi a
citlivéjsi odezva na péstebni podminky dané chemickym oSetfenim porosti a odstupiiovanymi davkami dusiku.
Z toho je usuzovano, ze vétsi povrch plev u LG mutze byt doprovazen vyssi asimilacni schopnosti klasu,
ptipadné mize podporovat lepsi transpiraci, coz by mohlo mit pozitivni vliv na tvorbu obilek.

Pokusy potvrdily vyrazny vliv ro¢niku na vynos a rovnéz i skuteCnost, ze vySe péstitelskych vstupt
(fungicidl, hnojiv) nemusi byt vzdy zarukou odpovidajicich vyssich vynos.

Podékovani: Prace byla podpofena projekty mezinarodni spolupraice KONTAKT ME10063 a KONTAKT
Mobilita MEB0810001 Ministerstva $kolstvi mladeze a télovychovy Ceské republiky a projektem N 10-04-
01458-a Ruské nadace pro zakladni vyzkum (Russian Foundation for Basic Research).
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REALIZACIA A PLNENIE ULOH PROJEKTU INTEREG IVC: REVERSE
“REGIONALNA VYMENA A TVORBA POLITIKY PRE OCHRANU A
HODNOTENIE BIODIVERZITY V EUROPE”

REALIZATION OF THE PROJECT INTERREG IVC: REVERSE "REGIONAL
EXCHANGES AND POLICY MAKING FOR PROTECTING AND VALORISING
BIODIVERSITY IN EUROPE"

DANIELA BENEDIKOVA, MICHAELA BENKOVA, IVETA CICOVA, CUBOMIR MENDEL, RENE
HAUPTVOGEL, KATARINA KOLENOVA

Centrum vyskumu rastlinnej vyroby Piestany — Vyskumny tstav rastlinnej vyroby Piestany

The Project under the European Regional Development Fund INTERREG IVC: REVERSE "Regional exchanges and policy
making for protecting and valorising biodiversity in Europe" is project of multilateral cooperation solved under the
coordination of Conseil Régional d'Aquitaine in France. The Operational Programme is funded under the interregional
cooperation in EU under the cohesion policy for the period 2007-2013. The program allows interregional cooperation by
bringing together regional and local authorities from the different countries to collaborate on common projects. Regional and
local authorities have the opportunity to exchange, transfer and develop its experiences in regional policy and jointly
contribute to the approaches and instruments of regional policy. In the project are involved 14 international subjects from 7
countries. Within the frame of Slovakia the Research Centre of Plant Production Piestany (PPRC), Gene bank of Slovakia
participated in the solution from year 2010 under the coordination of doc. Ing. Daniela Benedikova, PhD.

Key words: biodiversity conservation, regional cooperation, Gene bank SR

UVOD

Program INTERREG IVC spéja regionalne a miestne organy z réznych krajin pri praci na spolocnych
projektoch ¢im umoziuje medziregionalnu spolupracu na obdobie rokov 2007 — 2013. Nakol'ko skusenosti
z programového obdobia 2000-2006 boli pozitivne v tom zmysle, Ze dokazali spojit’ mnohych aktérov z celej EU
pri rieSeni réznych otazok vyvstala potreba kontinuity medziregionalnej spoluprace pre obdobie rokov 2007 —
2013. Program INTERREG IVC je sucastou ciela Eurépskej teritorialnej spoluprace v ramci Strukturalnych
fondov EU pre programové obdobie 2007-2013. Celkovym cielom programu INTERREG IVC je zvy3enie
efektivnosti politik regionalneho rozvoja v oblasti inovacii, znalostnej ekonomiky, zivotného prostredia a
prevencie pred nebezpeCenstvami, ako aj prispiet k ekonomickej modernizacii a zvySeniu konkurencie
schopnosti Eurdpy. Cinnosti navrhované projektmi programu INTERREG IVC musia byt organizované logicky
v ur¢itom pocte komponentov, ktoré su zamerané na implementiciu (napr. ,manazment a koordinacia“,
»komunikacia a rozSirovanie*) alebo zamerané na obsah (napr. ,,vymena skusenosti*). Slovenskym partnerom
schvaleného projektu regionalnej iniciativy INTERREG IVC pod nazvom REVERSE - Regionalna vymena a
tvorba politiky pre ochranu a hodnotenie biodiverzity v Eurépe je Centrum vyskumu rastlinnej vyroby Piestany.
Prirodzené ekosystémy sa postupne menia kvoli rozsireniu ludskych aktivit a invazii novych druhov. To
konzervéacie a zachovania biodiverzity je zabranit' v ¢o najvacsej miere jej stratdm a to cez medziregionalnu
spolupracu a cez zvysenie efektivity politik regionalneho rozvoja.

MATERIAL A METODY

Projekt REVERSE je medzinarodnym projektom iniciativy INTERREG IVC so 14 partnermi zo siedmich
krajin Eurdpy: Nemecko, Taliansko, Slovensko, Estonsko, Grécko, Franctizsko, Spanielsko. Vedticim partnerom
je Regional Council of Aquitaine z Francuzska, hlavnou koordinatorkou projektu je Camille Massol. Doba
riesenia je od 1. 1. 2010 do 31. 12. 2012. Veduci partner v priebehu rieSenia spolu s ostatnymi partnermi maju za
ulohu spolupracovat’ a poskytnut' osvedcené postupy a odporucania pre zvratenie straty biodiverzity. Za
Slovensku republiku sa na rieseni podiel'a CVRV Piestany, Génova banka SR, koordinator projektu doc. Ing.
Daniela Benedikova, PhD.. Financovanie projektu je zabezpecené z Eurdpskeho regionalneho a rozvojového
fondu (ERDF). Finan¢né prostriedky zatial predbezne pridelené na rieSenie projektu: 116 619,33 € ztoho
vlastné zdroje s 17 492,90 €.

Hlavnym cielom projektu REVERSE je vdaka medziregionalnej spolupraci zvysit efektivitu politik
regionalneho rozvoja v oblasti ochrany biodiverzity. Znizenie straty biodiverzity napomdze k zachovaniu
prirodného dedi¢stva eurépskych regionov. Predovsetkym v novych ¢lenskych krajinach existuju velké medzery
v implementacii programu prirodnej konzervacie. Preto bude menej skiisenym regionom pontknuta spolupraca s
viac pokro€ilymi regionmi. Jednym z hlavnych cielov je tiez identifikovat’ regionalne postupy (metodologie,
projekty, procesy, techniky), ktoré sa ukazali ako uspesné a maju potencial byt prenesené do roznych
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geografickych oblasti. Tam, kde to bude mozné, tieto dobré postupy budu prenesené a aplikované do tvorenia
regionalnej politiky jednotlivych partnerov.

Riesenie prebicha v ramci troch komponentov z ktorych sa ofakavaju vysledky a tspesna implementacia
projektovych aktivit bez ziadnych konfliktov. RieSenie projektu je priebezne vyhodnocované po polrokoch
rieSenia. Na zaver projektu bude pripravena zaverecna sprava.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Doba riesenie projektu je 1.1.2010 az 31.12.2012, z toho dovodu uvedieme len niektoré vybrané vysledky
a vystupy projektu, ktoré boli a st planované. RieSenie prebicha v ramci troch komponentov: manazment
a koordinacia, komunikacia a Sirenie vysledkov —avymena skusenosti atvorba politik. V ramci aktivit
manazmentu a koordinacie uz bola podpisana partnerskd zmluva, a bolo zorganizovanych uz pat zasadnuti
Riadiaceho vyboru projektu. RieSitelia priebezne riesia planovani problematiku a ziskavaju podklady pre
spracovanie polroénych sprav za projekt. V ramci komunikacie a Sirenie vysledkov boli 4 Interregionalne
stretnutia. Na stretnutiach jednotlivi partneri prezentuji vysledky z rieSenia projektu, Sirenie dobrych praktik a
odporucania. HmatateI'nym vystupom celého projektu okrem iného je organizovanie pracovnych semindrov(6),
konferencii (2), vydavanie spravodajcov (6), organizovanie d’alSich akcii pre verejnost’ ako su vystavy, dni
otvorenych dveri, tlaové konferencie a iné. Samostatnym vystupom je webova stranka http:/reverse.cvrv.sk,
kde st priebezne prezentované akcie a vystupy projektu. Zvysena pozornost’ je venovana zakladnym a strednym
Skolam, kde sa prednaskovou formou prezentuje vychova v ochrane biodiverzity. V poslednom komponente
budi na medzinarodnej urovni vymienané skusenosti a praktické ukazky pomoci pre aktivity tykajice sa
ochrany biodiverzity ajej hodnotenia ako je vplyv agroturistiky, priemyslu na biodiverzitu, ochrana proti
rizikdm sposobujlicim napr. zaplavy ¢i  zneCistovanie pody avody apodobne. Z celého projektu bude
vypracovany Europsky akény plan ochrany biodiverzity v danych regionoch ,kde budu identifikované dobré
skusenosti danych regionov. Dosiahnuté vysledky sa budu implementovat’ cez média (tlacové konferencie,
spravy v TV a pod.) Sirokej verejnosti.

ZAVER

Projekt REVERSE vd’aka medziregionalnej spolupraci zvysi efektivitu politik regionalneho rozvoja v oblasti
ochrany biodiverzity. Znizenie straty biodiverzity napomoéze k zachovaniu prirodného dediéstva eurdpskych
regionov. I napriek tomu, ze projekt REVERSE sa zacal riesit’ 1. 1. 2010 zorganizovali sme uz niekol’ko akcii na
ktorych boli prezentované problematiky ochrany a zniZenia straty biodiverzity v nasom regione. Pre d’alSie
rieSenie je rozpracovana problematika so zakladnymi Skolami, obcami Trencianskeho regionu a d’al$imi
zodpovednymi subjektmi za ochranu biodiverzity. Vystupom projektu bude vypracovany Eur6psky akény plan
ochrany biodiverzity v danych regiénoch, kde budu identifikované dobré skisenosti a praktiky danych regionov.
Dosiahnuté vysledky budt implementované cez média (tlacové konferencie, spravy v TV a pod.).

Pod’akovanie: Propagacné aktivity stvisiace s ochranou biodiverzity pre Siroku verejnost’ boli financované
z projektu v rdmci Eurdpskeho regionalneho a rozvojového fondu INTERREG IVC: REVERSE No.0500R2
,»Regionalna vymena a tvorba politiky pre ochranu a hodnotenie biodiverzity v Europe®.
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VITALITA SEMIEN VYBRANYCH DRUHOV PO 10 ROCNOM UCHOVAVANI V
GENOVEJ BANKE SR PRI ROZNEJ TEPLOTE

VIABILITY OF SEEDS AFTER 10-YEARS STORAGE IN THE GENE BANK OF SR
AT DIFFERENT TEMPERATURES

MICHAELA BENKOVA, LUBOMIR MENDEL, PAVOL HAUPTVOGEL
Centrum vyskumu rastlinnej vyroby Piestany - Vyskumny ustav rastlinnej vyroby Piestany

In the year 2010 the seed germination of four species Avena L., Phaseolus L., Glycine max (L.) Merr. and Zea mays L. was
tested after ten years storage at different temperatures. Total 466 genetic resources of these species were stored in the Gene
bank of Slovak republic in an active collection at +4°C (273) and in base collection at -18°C (193). Viability was monitored
by conducting a germination test on a fixed sample, 100 seeds were tested in two replications. From these results the mean of
percentage germination was calculated. The paired t-test was carried out using the Statistica 6.1, StatSoft, Inc., (2003). We
detected statistically significant differences (p < 0.01) between initial seed germination values and germination after 10 years
in the two species of Soybean and Corn at both collections. The largest decrease in average germination (7,98%) was
recorded for soybean species in the active collection at +4°C. In the monitored species Avena and Phaseolus we detected
minimum changes in germination after 10 years storage in comparison with initial germinability The results obtained from
the monitoring tests of selected plant species indicate that the storage condition at +4°C and at -18°C did not decrease
average germinated activity of the species under their critical value after ten year’s storage. The aim of this study was to
determine which temperature gives the greatest difference in seed germination after 10 years storage.

Key words: gene bank, germination, long term storage, viability

UvVOD

Genetické zdroje st v Génovej banke SR uchovavané dlhodobo v dvoch kolekciach pri roznej teplote. V
zakladnej kolekcii pri -18°C a v aktivnej kolekcii pri +4°C. Skladovanie vysusenych semien pri nizkej teplote je
hlavna ex situ konzervaéna metoda vyuZivana v génovych bankach. Semena pred uloZenim do chladu musia byt
vysusené na 4-8 % vlhkost, aby sa pri dlhodobom skladovani v nizkych teplotach predislo k poskodeniu semena.
V aktivnej kolekcii st uskladnené duplicitne semenné vzorky, ktoré st v zakladnej kolekcii, avSak tato slizi pre
distribiciu semena zaujemcom z radov $lachtitelov a vyskumnikov (Ellis a kol., 1985, FAO, 1997). Semena
genetickych zdrojov su v nej uchovavané tak dlho, pokial’ sa nevycerpa ich zasoba alebo neklesne ich klicivost.
V stcasnosti je v Génovej banke SR v aktivnej kolekcii pri teplote +4°C uchovavanych viac ako 16 400 poloziek
genetickych zdrojov rastlin a v zakladnej kolekcii 3500 genetickych zdrojov rastlin. Je velmi doélezité, aby
semend ulozené v génovej banke mohli po zasiati do pody znovu produkovat’ rastliny. Musia mat’ vysoku
zivotnost’ na zaciatku skladovania, aby sa udrzala aj poCas dlhodobého skladovania. Semend s vysokou
poéiatoénou kli¢ivostou vydrzia uchovavanie dlh§iu dobu. Zivotaschopnost’ semien klesa zo zadiatku pomaly
a starnutim semena sa rychlo straca. Je dolezité vediet’, kedy sa tento pokles prejavi, aby sa prijali opatrenia na
regeneraciu uskladnenej polozky. Nadmerné zhorSenie Zivotaschopnosti semenného materialu vedie k jeho strate
(Rao a kol., 2006). Zivotnost’ uchovavanych semennych vzoriek je ovplyviiovana viacerymi faktormi, ako st
klimatické podmienky pocas vegetaného obdobia a pocas zberu, povod rastliny, proces pri suseni semennej
vzorky, transport a oSetrenie vzorky pred ulozenim do chladiacich boxov v génovej banke (FAO, 1994). Je to len
poslednych 17 rokov, ¢o niekolki autori prispeli pozoruhodnymi udajmi o zivotnosti semien po réznej dobe
uskladnenia Ellis a kol., (1993), Grzelak a kol., (1994), Stanwood a Sowa (1995). Medzi ¢innosti génovej banky
okrem strednodobého a dlhodobého uchovavania a distribucii genetickych zdrojov rastlin patri aj monitoring
semien, kontrola kli¢ivosti, resp. Zivotaschopnosti v aktivnej a zékladnej kolekcii (FAO, 1994, 1997). Podla
Hamiltona a Chorltona (1997) je potrebné robit’ v génovej banke v aktivnej kolekcii monitoring klicivosti
kazdych 5 rokoch. Pri poklese kli¢ivosti pod II. triedu akosti osiva dané¢ho druhu st semend regenerované.
Nakol’ko regeneracia je v mnohych pripadoch vel'mi narocna, finan¢ne nakladna a sposobuje geneticku eroéziu,
treba striktne dodrzovat’ podmienky zabezpecujuce kvalitu semena urc¢eného na uskladnenie. Cielom vyskumu
bolo zistit’ vplyv dlhodobého skladovania na Zivotnost’ semien vybranych rastlinnych druhov pri dvoch r6znych
teplotach.

MATERIAL A METODY

V génovej banke bol v roku 2010 uskuto¢neny monitoring klic¢ivosti semien po 10 rokoch uskladnenia pri
roznej teplote v aktivnej kolekceii (+4°C) a zakladnej kolekcii (-18°C). Z monitorovanych druhov sme vybrali
Styri rody resp. druhy, zastipené réznym poctom genetickych zdrojov: ovos (Avena L.) - 138, fazul'a zahradna
(Phaseolus L.) - 61, s6ja fazul'ova (Glycine max (L.) Merr.) - 113 a kukurica siata (Zea mays L.) - 93. Genetické
zdroje boli pre skladovanim do chladiacich komdr vysusené na pozadovanu vlhkost (4-8%) aspolu so
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silikagélom boli ulozené do sklenenych kontajnerov. Test kli¢ivosti bol robeny tak, ako vstupny test kli¢ivosti,
podl'a noriem ISTA, AOSTA a STN 46 0610 (Ellis akol., 1993). Na test kli¢ivosti bolo z kazdej vzorky
odobratych 2 x 100 semien. Vzorky s va¢§imi semenami, ako fazula, kukurica a sdja boli ukladané medzi dva
navlhcené filtracné papiere, ktoré sa zrolovali a vlozili do mikroténového vrecka. Vzorky ovsa boli ulozené na
vlhky filtraény papier do plastovych nadob s vekom. VSetky vzorky v dvoch opakovania boli ulozené do
kli¢iacej miestnosti s teplotou 20°C. Po 4-10 dnoch sa kontrolovali vyklicené semend. Vizualizacia rozdielov
medzi vstupnou klic¢ivostou vroku 2000 a kli¢ivostou po 10 rokoch uskladnenia pri dvoch teplotich
uskladnenia bola popisovana na zaklade konstrukcie Box-plotov. Hodnoty kli¢ivosti boli vyhodnotené parovym
t-testom pouzitim Statistického programu Statistica 6.1, StatSoft, Inc., (2003).

VYSLEDKY A DISKUSIA

V priebehu roka 2010 sme monitorovali uchovdvané polozky genetickych zdrojov, ktoré boli ulozené do
aktivnej a zékladnej kolekcie v roku 2000. Nakolko sa monitoring vzoriek robi nadhodne a kazdoro¢ne sa
uchovava rozny pocet vzoriek z daného druhu boli vybraté len druhy, ktoré boli zastpené v dostatoénom
mnozstve poloziek v obidvoch kolekciach. Vysledky monitoringu klicivosti genetickych zdrojov sledovanych
druhov na zaklade parového t-testu (tab.1 a 2) ukazali Statisticky vyznamné preukazné rozdiely (p<0,01) medzi
kli¢ivostou vstupnou a kli¢ivostou po 10 rokoch uchovania pri druhoch Glycine max a Zea mays, ato
v obidvoch kolekciach, v aktivnej (+4°C) aj v zékladnej kolekcii (-18°C). Statisticky vyznamny rozdiel (p<0,05)
medzi kli¢ivostou vstupnou a klic¢ivostou po 10 rokoch uchovavania sme zaznamenali v aktivnej kolekcii pri
druhu Phaseolus L. (Tab 1, 2.).

Vyhodnotenim reakcie genetickych zdrojov sledovanych druhov uchovavanych v obidvoch kolekcidch sme
zistili, ze najlepSie vysledky kli¢ivosti po 10 rokoch uchovéavania pri obidvoch teplotach mali vzorky ovsa
(Avena L.). Z vizualizacie pomocou Box-plot grafov (Obrazok 1 a 2) je zrejmé, semenné vzorky genetickych
zdrojov ovsa (Avena L.) vykazovali podobné reakcie na teplotu uskladnenia a dosahovali po 10 rokoch
uskladnenia priblizne rovnaké parametre klic¢ivosti, ked” 50% vSetkych genotypov malo pri +4°C kli¢ivost
v rozsahu 95-99% (Obrazok 1) a pri teplote -18°C kli¢ivost’ 95-98,5% (Obrazok 2).

V porovnani s inymi plodinami si semena strukovin vel'mi dobre zachovavaju kli¢ivost, ¢o dokazuju aj vysledky
uchovavanych genetickych zdrojov rodu Phaseolus L. (tab. 2.), ktoré mali vyhovujicu kli¢ivost’ v celom
subore v obidvoch kolekciach, ale vyrovnanejsia kli¢ivost’ bola v podmienkach uchovavania pri teplote -18C. Zo
vzajomného porovnania semennych vzoriek genetickych zdrojov fazule, v zavislosti od podmienok uskladnenia
mozno konstatovat, Ze v podmienkach uskladnenia pri -18°C semenné vzorky reagovali na podmienky
uskladnenia stabilnejsie, kde minimalny pokles kli¢ivosti vzoriek bol na trovni 92% v porovnani s reakciou
semennych vzoriek uskladnenych pri teplote +4°C. Pri tejto teplote bol absolutny pokles kli¢ivosti na tirovni
64,5%, ¢o uz bolo pod hladinou hodnoty kritickej klic¢ivosti pre fazul'u 80%. Nizka minimalna hodnota kli¢ivosti
(64,5%) v podmienkach uskladnenia pri teplote +4°C bola spdsobena len 2 genotypmi, zatial' o kli¢ivost 50%
vSetkych genotypov sa nachadzala v intervale 97,5-100% (Obrazok 3 a 4). Testovana kli¢ivost’ 50% vSetkych
genotypov v podmienkach uskladnenia pri -18°C sa nachadzala v intervale 99-100%

Je zname Ze semené druhov s obsahom oleja maju dobru skladovatelnost’ pri nizkych teplotach. Podl'a Curiovej
(1979) zasobnou latkou pre olejniny su tuky, ktoré si vo vode nerozpustné a nemozu viazat' vodu, ako
bielkoviny a Skrob. Maju nizku tepelnu vodivost’, ktora je v priamej suvislosti s vlhkostou. Tato vlastnost’ je pre
skladovanie vyhodn4, pretoze semeno pri nizkej vlhkosti udrzuje aj nizku teplotu. Rozhodujtica ja vsak teplota
skladovania a vlhkost, ¢o dokazuji aj vysledky Simica (2007), ktory zaznamenal pokles Zivotaschopnosti
semien soje pri teplote 12°C az 057% po 4 rokoch skladovania. Vyrazny pokles priemernej kli¢ivosti
semennych vzoriek genetickych zdrojov sdje Glycine max az o 7,98% sme zaznamenali po 10 rokoch
uchovavania pri teplote +4°C, v porovnani so vstupnou kli¢ivostou (Tab.1). LepSie vysledky sme zaznamenali
pri uchovani séje pri -18°C, avSak aj tu sa nasli rozdiely medzi jednotlivymi genotypmi. Reakciu semennych
vzoriek genetickych zdrojov soje na rozdielne podmienky uskladnenia ilustruje aj obrazok 5 a 6. Genetické
zdroje soje v podmienkach uskladnenia pri +4°C dosiahli najvyssi rozptyl hodnét kligivosti spomedzi vietkych
testovanych druhov (Tab 1), kde 50% vsetkych genotypov dosiahlo klicivost’ v rozsahu 86-98% (Obrazok 5).
Minimalna kli¢ivost’ bola na tGrovni 34,5%, ¢o je pod hranicou kritickej kli¢ivosti, stanovenej pre soju 70%.
Celkom 5 genotypov zaznamenalo nedostato¢nu kliivost. Naopak opacna bola reakcia genotypov sdje v
podmienkach uskladnenia pri -18°C, kde 50% vsetkych genotypov dosiahlo kligGivost 96-99%. Ziadna
z testovanych vzoriek v podmienkach uskladnenia pri -18°C nedosiahla kritick( hranicu klig¢ivosti (Obrazok 5).
Pre kukuricu siatu (Zea mays L.) je charakteristické, ze je citliva na dlhsie skladovanie, ¢o dokazuju vysledky
z doterajsieho monitorovania ulozenych vzoriek, ako aj vysledky Simica a kol. (2007), ktory zistil 18% zniZenie
kli¢ivosti pri uskladneni semena pri teplote 12°C. Monitoring ulozenych vzoriek pri +4°C z roku 2000 ukazal, ze
priemerna klic¢ivost’ po 10 ro¢nom uchovavani sa znizila len o 1,66 %, ¢o je len mierme znizenie (Tab. 1,2). V
podmienkach uskladnenia pri +4°C, 50% semennych vzoriek genetickych zdrojov kukurice dosiahlo rozptyl
hodndt 5% (Obrazok 7). Zaznamenany bol pokles hodnot kli¢ivosti pod kriticktl hodnotu stanovenu pre kukuricu
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85%, ked’ minimalna kli¢ivost’ bola na urovni 77,5%. Celkovo mozno konstatovat, ze bol zaznamenany len
minimalny posun v hodnotach kli¢ivosti z po€iato¢nych 99,5-95,5% v roku 2000 na 99-94% v roku 2010. Pri
teplote -18°C sa priemerna kli¢ivost’ po 10 rokoch uchovania dokonca zvysila o 1,64%, ako ilustruju aj Box-plot
grafy (Obrazok 8). ZvysSena klicivost' je podla niektorych autorov, napr. Ruiz (1999) a Pita (2005) sposobena
prerusenou dormanciou po jednom az dvoch rokoch uskladnenia. Pociato¢ny interval hodnot klic¢ivosti 50%
vsetkych testovanych vzoriek 99,5-97% sa po 10 rokoch uskladnenia zuzil na 100-99,5% s medianovou
hodnotou 100% kli¢ivosti semennych vzoriek kukurice.

Tabulka 1: Priemerna kli¢ivost’ genetickych zdrojov po 10 rokoch uskladnenia pri teplote +4°C

Genetické | Klicivost Klicivost Kritickd .
zdroje | 1.2000 (%) Sx 12010 (%) Sx khfj/: )"St rozdiel test
ovos 97,08 231 97,05 237 85 20,03 20,186
fazula 99,16 138 97,29 5,85 80 1,87 2,470
soja 97,31 321 89,33 12,67 70 7,97 6,290
kukurica 97,13 2,90 9547 4,65 85 1,66 4,051%
spolu 97.61 272 94,54 8.41 3,07 6,765+

** p<0,01; * p<0,05; s, - Standartna odchylka

Tabul’ka 2: Priemerna kli¢ivost genetickych zdrojov po 10 rokoch uskladnenia pri teplote -18°C

Genetické Kli¢ivost’ s Kli¢ivost’ s 15;513,0(1,(;’ rozdiel t-test
zdroje r.2000 (%) X r.2010 (%) X %)
0
ovos 96,88 2,56 96,66 2,01 85 -0,22 -0,709
fazula 99,39 1,41 98,98 1,60 80 0,42 1,583
soja 98,90 1,92 97,30 2,58 70 1,60 4,150%*
kukurica 98,13 1,54 99,77 0,37 85 -1,63 -6,196**
spolu 97,92 2,34 98,09 2,34 -0,17 -0,931
** p<0,01; s, - Standartna odchylka
ZAVER

Zo vzajomného porovnania vstupnej klic¢ivosti semennych vzoriek genetickych zdrojov druhov (Avena L.),
(Phaseolus vulgaris L.), (Glycine max (L.) Merr.) a (Zea mays L.) vroku 2000 a kli¢ivosti tychto vzoriek
vykonanej v ramci monitoringu po 10 rokoch uskladnenia v génovej banke boli zistené na zaklade parového t-
testu vyznamné preukazné rozdiely (p<0,01) medzi kli¢ivost'ou vstupnou a kli¢ivostou po 10 rokoch uchovania
pri druhoch Glycine max (L.) Merr. a Zea mays L., a to v obidvoch kolekciach, v aktivnej (+4°C) aj v zakladnej
kolekcii (-18°C). Statisticky vyznamny rozdiel (p<0,05) medzi kli¢ivostou vstupnou a kli¢ivostou po 10 rokoch
uchovavania sme zaznamenali v aktivnej kolekcii pri druhu Phaseolus vulgaris L.. Vyrazny pokles priemernej
kli¢ivosti semennych vzoriek genetickych zdrojov druhu Glycine max (L.) Merr az o 7,98% sme zaznamenali po
10 rokoch uchovavania pri teplote +4°C. The largest decrease in average germination (7,98%) was recorded for soybean
species in the active collection at +4°C. Semenné vzorky sledovanych druhov si zachovali lepSiu Zivotaschopnost’
v podmienkach skladovania pri teplote -18°C. Ani pri jednom sledovanom druhu sme nezaznamenali zniZenie
priemernej kli¢ivosti pod kriticki hodnotu. Toto zniZenie bolo zaznamenané len pri jednotlivych genotypov
kazdého druhu, ktorych zivotaschopnost’ mohla byt ovplyvnena inymi faktormi, ako su klimatické podmienky
pocas vegetacnej doby rastlin a pocas zberu, povod rastliny, proces pri suseni semennej vzorky, transport a
oSetrenie vzorky pred ulozenim do chladiacich boxov.

Pod’akovanie: Tato stidia vznikla vd’aka podpore v ramci Operaéného programu Vyskum a vyvoj pre projekt:
Transfer, vyuzitie a diseminacia vysledkov vyskumu genofondu rastlin pre vyzivu a polnohospodarstvo (ITMS:
26220220058), spolufinancovany zo zdrojov Europskeho fondu regionalneho rozvoja.
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Obrazok 1: Porovnanie priemernej kli¢ivosti genetickych zdrojov
rodu Avena L. v percentach po 10 rokoch uskladnenia pri teplote
+4°C

Obrazok 3: Porovnanie priemernej klic¢ivosti genetickych zdrojov
rodu Phaseolus L. v percentach po 10 rokoch uskladnenia pri
teplote +4°C; kriticka klicivost 80%

Obrazok 5: Porovnanie priemernej klicivosti genetickych zdrojov
druhu Glycine max (L.) Merr. v percentach po 10 rokoch
uskladnenia pri teplote +4°C; kritickd kli¢ivost 70%

Obrazok 7: Porovnanie priemernej klicivosti genetickych zdrojov
druhu Zea mays L. v percentach po 10 rokoch uskladnenia pri
teplote +4°C; kriticka klicivost 85%

Obrazok 2: Porovnanie priemernej kli¢ivosti genetickych zdrojov
rodu Avena L. v percentach po 10 rokoch uskladnenia pri teplote
-18°C; kritickd kligivost 85%

Obrazok 4: Porovnanie priemernej kli¢ivosti genetickych zdrojov
rodu Phaseolus L. v percentach po 10 rokoch uskladnenia pri teplote
-18°c

Obrazok 6: Porovnanie priemernej kli¢ivosti genetickych zdrojov
druhu Glycine max (L.) Merr. v percentach po 10 rokoch uskladnenia
pri teplote -18°C

Obrazok 8: Porovnanie priemernej kli¢ivosti genetickych zdrojov
druhu Zea mays v percentach po 10 rokoch uskladnenia pri teplote -
18°C
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VLIV VLASTNOSTI SEMEN NA VYNOS VYBRANYCH GENOTYPU REPKY
OZIME

THE INFLUENCE OF THE SEED TRAITS ON YIELD OF SELECTED
GENOTYPES OF WINTER RAPE

LADISLAV BLAHA, MIROSLAV KLIMA, MIROSLAVA VYVADILOVA
Vyzkumny ustav rostlinné vyroby,v.v.i., Drnovska 507, 161 06 Praha 6- Ruzyné

There are several ways to improve the adaptability of plants to the variable environmental stress conditions. Physiological
studies of plant integrity have shown that the plant responds to stressors by modifying of more than 100 physiological
traits. The presented results confirmed that early seed and plant vigour are in significant correlation with yield. Selected basic
traits of seeds (vigour, germination percent, emergence) and especially stress tolerance of germinated seeds to the high and
low temperature during day and night has significant influence on the yield of winter oilseed rape varieties Californium,
Labrador, Grizzly, Viking, Navajo, Cadeli and initial breeding materials OP4947/07 and CZL 20.

Key words: Stress; seed traits, yield, winter oilseed rape

UvVOD

Existuje vice moznosti jak zvysit adaptabilitu rostlin ke stale vice se ménicim vnéj$im podminkam prostredi
(Blaha et al. 2008, Vyvadilova et al. 2007, 2008). U ozimé fepky byla identifikovana tii dulezita ristova a
vyvojova stadia, ktera mohou vyrazné ovlivnit jeji budouci vynos - vzchazeni po seti, pfezimovani a obdobi od
pocatku jarni regenerace, kdy pribéh pocasi mize, vzhledem k rozdilné reakci rostlin v jednotlivych ristovych
vyvoj a rust kofenové soustavy ma kromé ptipravy pudy a jeji kvality, odridy a pribéhu pocasi t€Z odolnost vici
abiotickym stresorim na pocatku kliceni (Blaha er al. 2009a). Vysledky potvrdily, Ze genotypy, které jsou
odolngjsi vaci stresorim jiz pii kliceni (nedostatek vody, sucho, vysoka teplota) maji i kvalitnéjsi kofenovy
systém a uvedeny jev je znatelny i po zimnim obdobi.V dalsi praci jsme prokézali Ze je mozny vybér na
suchovzdornost pomoci laboratornich testli se semeny (Blaha ef al. 2009b). V této praci jsme se pokusili zjistit,
zda je mozné nalézt vztah mezi vybranymi parametry osiva, odolnosti vic¢i stresim pfi kliCeni a naslednym

N

vegetaci.

MATERIAL A METODY

Do pokustl byly zatazeny nasledujici kontrastni odridy ozimé fepky: Californium (Francie, Monsanto SAS),
Viking (Némecko, Norddeutsche Pflanzenzucht), Navajo (Velka Britanie, CPB Twyford Ltd), OP4947/07 (CR,
Oseva PRO, s.r.0., novoslechténi), Cadeli (Francie, Monsanto SAS), Grizzly (Francie, Société RAGT 2n), CZL
20 (Cina, §lechtitelsky material), Labrador (Francie, SCA Adrien Momont et Fils). Blokové uspofadané tfikrat
opakované pokusy byly s vyse uvedenymi odriidami zaloZzeny na Slechtitelské stanici Chlumec nad Cidlinou a
Slapy u Tabora. Zde byla zizolovanych rostlin sklizena semena a stanoven vynos. Kli¢ivost a vitalita byla
hodnocena podle standardni metodiky ISTA: ZhorSené podminky po zaseti byly simulovany v termostatu
extrémnim rozdilem mezi no¢ni a denni teplotou ( 0°C noc a 40°C den)

V laboratornich podminkach byla hodnocena kli¢ivost jednotlivych provenienci a ro¢nikii osiva jak ve
standardnich podminkach tak i za nedostatku kysliku (simulace anoxie zamokfenim). U varianty simulujici
zamokteni bylo osivo maceno 5 dni v deionizované vod¢ a osuseno na filtracnim papife. 50 ks semen od kazdé
varianty bylo poté pfemisténo do vaZenek o objemu 40 cm’ se silikonovym tésnénim a udrzovano pii teploté
den/noc-25/10°C. Klicivost byla stanovena po 5-ti dnech. VSechny laboratorni pokusy byly 5x opakovany.

Laboratorni vzchazivost byla testovana v kontejnerech 40x60x15 c¢m, naplnénych homogenizovanou ornici
s konstantnim obsahem zivin a vody.Obsah vody byl kontrolovan elektronickym.¢idlem Semena byla vysévana
do tadkd do hloubky 5 mm. Pro udrzeni konstantni vlhkosti byly kontejnery zakryty sklem a vysev udrzovan pfi
teploté den/noc 25°C/15°C. Treti den po vzejiti prvnich rostlin byl kryt sejmut a vysev pribézné dle potieby
zvlhéovan postiikem deionizovanou vodou. Vzchazivost byla vyhodnocena ihned po sejmuti krytu a dale ve 24-
hodinovych intervalech az do vzejiti vSech rostlin.

VYSLEDKY A DISKUSE

Graf 1 ukazuje vliv lokality na kli¢ivost semen po 5 dni trvajicim stresu vlivem zamokieni. U lokality
Chlumec nad Cidlinou, tj. u péstitelsky lepsi lokality (vyrobni oblast fepaiskd) je velkd shoda mezi vynosem a
schopnosti kli¢it po ukonceni stresu, na rozdil od horsi lokality Slapy u Tébora (vyrobni oblast bramboraiska).
Genotypy odolnéjsi vici tomuto stresu jsou vétsSinou i odolnéjsi vici negativnim vlivim v prabéhu vegetace a
tim 1 vynosnéjsi. Pro piipadnou predikei vykonu odriid na zékladé uvedené fyziologické vlastnosti je tedy mozno
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pouzivat jen semena kvalitni provenience. Semena z horsi lokality maji u jednotlivych odrid zna¢né rozdily
v kli¢ivosti mezi ro¢niky.

Vliv anoxie na kliceni

30,00

25,00 -
8 ’
N 20,00 B mehumed
£ 15,00 |
(7]
‘S 10,00 - m Slapy
> uTabora
3 5,00
=
2 0,00 A ‘
®
9 N A & Q" S P S N
S < (bgb 0&/ 4&\ O,Db o_,b,‘\\ Q'D/ Oﬁ%b o&(-\\\)

OQD‘ N4 O{b{\

Graf. 1: Vliv 5 dni trvajici anoxie (zamokieni) na kli¢ivost osiva ze dvou péstitelsky odlisnych lokalit
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Graf 2: Porovnani vlastnosti vynosnéjsich odriid s rychlejsi jarni regeneraci kofent (Californium, Labrador,
OP4947 a Grizzly) s odriidami relativné méné vynosnymi (Cadeli, Navajo,Viking a Czl 20). U prvnich 5-ti
znakll je uveden relativni pomér, vzhledem k velikosti téchto odlisnych hodnot. U ostatnich znakt se jedna o
celkovy pocet kli¢nich rostlin vzeslych z 50 ks semen

Vztah vynosu a energie kliceni ve stfidavych teplotnich podminkach
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Odrudy jsou zleva doprava sefazeny podle vynosu
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Graf 3: Vztah mezi vynosem a energii kliceni u dvou provenienci za stfidavych teplotnich podminek (40°C den
a 0°C noc)

Z grafu 2 vyplyva, ze vice vykonné odriidy maji vétsi energii kliceni, lepsi vzchazivost a lepsi pomér susin
kofend jaro/ podzim. Naopak odolnost semen pfi kli¢eni za nizké a vysoké teploty nema vliv ani na vynos, ani
na dal§i vybrané vlastnosti rostlin na pocatku vegetace. VEtSi vyznam ma efektivnost vyuziti vody (zde neni
uvedena). Graf 2 zobrazuje primér z obou lokalit. Pro lokalitu lepsi, tj. pro Chlumec jsou vysledky vyrazngjsi a
naopak.

Opacna je vsak situace, kdy je v fizenych podminkach simulovano extrémni kolisani teplot mezi dnem a
noci, tedy situace v pfirodé Castd. Graf ¢. 3 zobrazuje vztah mezi vynosem a energii kliceni pfi extrémnim
kolisani teplot po zaseti (40°C - povrch pudy béhem dne - a 0°C noc) u dvou provenienci osiv. Odridy jsou
v grafu sefazeny zleva doprava od nejvynosnéjs$i odridy. Test kli¢ivosti po tydennim puisobeni extrémnich
podminek opakované potvrdil, Ze odolngjsi genotypy, tj. ty, které maji zachovanu ptivodni metabolickou aktivitu
(4. aktivitu enzymu) jsou i vynosnéjsi. Korelace mezi vynosem a energii klieni po tomto typu stresu (1=
0,863*) je statisticky vyznamna u lepsi lokality. U horsi lokality (Slapy) byl zjistén vztah na 10% hladiné
vyznamnosti. Zde vSak také hraje roli obCasnd mezerovitost porostl a jeji vliv na proménlivost vlastnosti semen.
Je vSak nutno uvést, Ze na rozdil od jinych plodin (obiloviny), je vliv lokality na fyziologické vlastnosti semen
fepky znacny, i v ptipad€é malych rozdild v hmotnosti tisice semen.

ZAVER
V ptedchozich pracich byl prokazan vliv hmotnosti kofenového systému na suchovzdornost a vysi vynosu.
Vyznamny je rychly nastup ristu kofenového systému po ukonceni zimniho obdobi a zvySeni poméru hmotnosti
kofend a nadzemni ¢asti ve prospéch kofenové hmoty. Vysledky v této praci potvrzuji vyznam provenience
osiva a zduraziuji potfebu preferovat kvalitni osivo. Vitalni osivo dobré provenience zaruCuje nejen lepsi

vzchazivost, riist a vyvoj kofenové soustavy a celkovou odolnost vii¢i nejvyznamnéjsSim stresorim, ale zaroven
ma — v této praci potvrzeny — vyznamny vliv i na konecny efekt péstitelského usili, tj. na vynos semene.

Dedikace: Prace vznikla za podpory projektic MZe CR 0002700604 a QH82285.
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DLHODOBA ODOLNOST NOVOSCACHTENYCH LiNIi PSENICE LETNEJ F.
OZIMNEJ VOCI MUCNATKE TRAVOVEJ NA PSENICI

DURABLE RESISTANCE OF NEWLY BRED WINTER WHEAT LINES AGAINST
WHEAT POWDERY MILDEW

BOJNANSKA KATARINA', GUBIS JOZEF', ZOFAJOVA ALZBETA', ROHACIK TIBOR?, KRIZANOVA
KLARA?®, PASTIRCAK MARTIN'

'Centrum vyskumu rastlinnej vyroby — Vyskumny ustav rastlinnej vyroby Piestany,
Bratislavska cesta 122, 921 68 Piestany
?SELEKT Vyskumny a §lachtitel'sky wstav, a.s., 919 28 Bucany 591
> HORDEUM s.r.o0., Novy Dvor 1052, 925 21 Sladkovicovo

Breeding for resistance is the most economical approach to disease control. Twenty six newly bred winter wheat lines
originated from SELEKT Research and Breeding Institute Bucany (11 lines), Inc. and HORDEUM Ltd Sladkovicovo (15
lines) were evaluated in resistance to wheat powdery mildew. The range of the attack of wheat powdery mildew under field
conditions was expressed by AUDPC values (Area Under Disease Progress Curve). The breeding lines with effective specific
resistance were found and ineffective specific resistance genes were detected in laboratory conditions. Also the range of the
pathogen attack on the leave segments was evaluated in laboratory. Significantly differences were found among the AUDPC
values and among the range of the pathogen attack on the leave segments. Breeding lines had significant influence on
variability of pathogen attack values under field conditions and in laboratory too. Breeding lines with effective specific
resistance with small range of pathogen attack and breeding lines with ineffective specific resistance genes with small range
of pathogen attack were found too. Also AUDPC values of these breeding lines were low. Specific resistance genes, effective
or ineffective, together with non-specific resistance shown by low range of the pathogen attack are the base of durable
resistance against wheat powdery mildew.

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

UvVOD

Mu¢énatka travova na pSenici, ktora spdsobuje patogén Blumeria graminis (DC) Speer f. sp. tritici Marchal,
patri medzi najrozsirenejsie listové choroby p3enice. Skodlivost’ patogéna spo¢iva v redukcii asimilaénej plochy
rastlin. To ma za nasledok redukciu poctu a hmotnosti zin v klase, ¢o mdze spdsobit’ straty 25 az 40 % (Satorre,
Slafer, 2000). Takisto sa vyznamne znizuje vytaznost muky a su nepriaznivo ovplyvnené aj iné parametre
kvality zrna (Perugini et al. 2008). Odolnost’ voc¢i patogénovi je vicSinou zabezpecovand efektivnymi génmi
$pecifickej rezistencie, ktoré po zavedeni do praxe byvaju Casto patogénom prekonané v kratkom casovom
useku. Z casového hl'adiska dlhodobejSie Gc¢innu ochranu dokazu zabezpecit' gény neSpecifickej rezistencie.
Gény nespecifickej rezistencie nezabrania napadnutiu rastliny patogénom, ale redukuju vyskyt a vyvoj patogéna
na hostitel'skej rastline. Nakolko neSpecificka rezistencia je polygénne podmienend a rasovo neSpecifickd vo
vztahu k patogénovi, metdody hodnotenia maji kvantitativny charakter. V pol'nych podmienkach sa pouzivaji na
hodnotenie metddy, ktoré vyjadruju tGroven napadnutia patogénom (stupeit napadnutia, AUDPC — plocha
napadnutia pod krivkou vyvoja patogéna). V laboratornych podmienkach sme na hodnotenie rezistencie
novoslachtenych linii pSenice pouzili vybrané izolaty patogéna Blumeria graminis f. sp. tritici. Cielom vyskumu
bolo hodnotenie a identifikacia odolnosti novoslachtenych linii pSenice vo¢i mucnatke travovej na psSenici.

MATERIAL A METODY

V roku 2011 sme hodnotili 26 novoslachtenych linii pSenice letnej formy ozimnej (Triticum aestivum L.)
povodom zo SELEKT Bucany a.s. (11 linil) a HORDEUM Sladkovi¢ovo s.r.o. (15 linii). V polnych
podmienkach bola uroven napadnutia vyjadrend hodnotou AUDPC podla Broersa (Broers et al., 1996). Na
analyzu $pecifickej rezistencie sme pouzili metddu listovych segmentov podl'a autorov Hsam a Zeller (Hsam,
Zeller, 1997). Na inokulaciu bolo pouzitych 20 izolatov so spektrom virulencie voc¢i najfrekventovanej$im
Specifickym génom rezistencie (Pmi, Pm2, Pm3a, Pm3b, Pm3c, Pm3d, Pm3f, Pm4a, Pm4b, pm5a, pm5b, Pm6,
Pm7, Pm8, Pm9, Pml7, Mld). Vysledna reakcia (infek¢né typy) na listovych segmentoch linii po infekcii boli
konfrontované s infekénymi typmi testovacich linii pSenice so znamymi Specifickymi génmi rezistencie. Na
zéklade empirického pozorovania sme vybrali sedem zbierkovych izolatov, po infekcii ktorymi bol zaznamenany
vyskyt patogéna na listovych segmentoch vSetkych hodnotenych linii. Stupeni napadnutia linii bol vyjadreny
percentom napadnutia plochy listovych segmentov (dalej len PLS). Hodnoty PLS boli pre Statistické
spracovanie transformované arcus sinusovou transformaciou. Hodnoty napadnutia v polnych aj laboratérnych
podmienkach boli analyzované programom SPSS® (13.0).
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VYSLEDKY A DISKUSIA

Analyzou variancie hodnét AUDPC a tiez hodn6t PLS sme zistili vyznamné rozdiely medzi liniami (tabulka
1 a 2). Linia vysoko vyznamne vplyvala na oba hodnotené parametre. Pri parametri PLS mal vysoko vyznamny
podiel na variabilite hodnot aj izolat a tiez interakcia linia x izolat (tabulka 1). Korela¢ny koeficient parametrov
AUDPC a PLS bol r = 0,499 pri hladine vyznamnosti a = 0,01.

Na zaklade vyhodnotenia infekénych typov linii boli detegované Specifické gény rezistencie Pm4b, pm5b
a Pm8 (tabul’ka 3), ktoré nie st v stiCasnosti efektivne. épeciﬁcké rezistencia linii BU 9, BU1, BU2, BUS a
BU 10 je podmienena génmi alebo kombinaciou génov, ktoré nebolo mozné pouzitymi izoladtmi detegovat’
a vysledna reakcia indikovala $pecifickt rezistenciu podmienenu efektivnymi $pecifickymi génmi. Napriek
tomu, Ze linie BU 3, BU 11 a SK 1 nemali detegovany Ziadny Specificky gén rezistencie, mali vyznamne niz§iu
hodnotu PLS ako kontrolné odrody, ktoré tiez Specifické gény rezistencie nemaji. Linie s najmensou hodnotou
PLS maji v genéme obsiahnuté efektivne Specifické gény. Linie SK 7, BU 6, a BUS s prekonanymi
$pecifickymi génmi rezistencie nemali vyznamne odlisni hodnotu PLS v porovnani s liniami s efektivnymi
$pecifickymi génmi. Hodnoty AUDPC linii s G¢innou Specifickou rezistenciou neboli vyznamne odlisné
v porovnani s hodnotami AUDPC linii, pri ktorych boli detegované neucinné Specifické gény rezistencie. Tento
jav podporuje poznatok o rezidudlnom uc¢inku neefektivnych Specifickych génov v prejave neSpecifickej
rezistencie (Paillard et al. 2002; Zeller, Hsam 2002). Selekcia genotypov s dlhodobou odolnostou proti
mucnatke travovej je asovo narocny proces zahritujuci extenzivne a precizne kvantitativne merania, pretoze len
na zaklade fenotypu je tazké identifikovat’ polygénne zalozent rezistenciu (Liu et al. 2000). Tento autor zhodne
s Paillardom et al. (2002) odportica zamerat’ sa v tvorbe odolnych odroéd voci mucnatke travovej na , kompletnu
rezistenciu“. Co znamend, e v gendme su obsiahnuté okrem $pecifickych génov, aj ked uz neefektivnych, aj
nespecifické gény rezistencie.

Tabulka 1: Analyza variancie transformovanych hodnét plochy napadnutia listovych segmentov
novoslachtenych linii pSenice letnej formy ozimnej

Zdroj variability Stupne vol'nosti Priemerné $tvorce

Model 196 2,804
Genotyp (linie a kontroly) 27 1,504
Izolat 6 1,906
Genotyp x Izolat 162 0,144
Chyba 784 0,024
Celkom 980

P<0,01

Tabul’ka 2: Analyza variancie hodnét AUDPC novoslachtenych linii pSenice letnej formy ozimne;j
Zdroj variability Stupne vol'nosti Priemerné $tvorce
Model 26 214427
Linia 26 214427
Chyba 26 9133
Celkom 52

P<0,01

Tabulka 3: Hodnoty napadnutia plochy listovych segmentov (PLS), hodnoty AUDPC novoslachtenych linii

pSenice letnej formy ozimnej a detegované gény Specifickej rezistencie vo¢i micnatke travovej na psenici (Pm).
Linia AUDPC | PLSv % Pm Linia AUDPC | PLSVv% Pm
BU 9 31° 6" neuréené* SK 9 244 48" Pmdb
BU I 288 ™ 9® neurcené SK 15 441 50" 0
BU 2 244 4 16 neurtené SK 4 261 * 51" o
BU 8 45 16" neurdené SK 6 409 54" Pmdb
SK 7 150 ™ 17" Pmdb + Pm8 | SK'5 208 55" %
BU 6 207 * 21°° Pmdb + pmsh | SK 8 501 57" o
BU 5 181 ¢ 21 ¢ Pmdb +pmsb | SK2 324 57" o
BU 7 264 ¢ 28 " pm5b SK 10 563 ¢ 58" Pm4b
BU 4 376 *4 30 of Pms8 Kanzler-K2 _ 58 i 1]
BU 3 433 33 " o* SK 12 339 59 o
BU 10 151 o 41" neurcené SK 13 396 4 60" Pmdb
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Linia AUDPC | PLSv % Pm Linia AUDPC | PLSVv% Pm
BU 11 378 &d 44 & 1] Carsten-K 1 - 64 ™ 0
SK 1 256 *4 44 o SK 14 397 66 ' o
SK 3 304 * 48" o SK 11 433 @ 67" Pmdb

. priemery v ramci stipca s rozdielnymi pismenami su $tatisticky vyznamné na hladine o = 0,05

* - §pecifické gény rezistencie nebolo mozné pouzitymi izolatmi patogéna detegovat’
**_ novoslachtena linia nema Specificky gén rezistencie

ZAVER

Na zaklade hodnotenia odolnosti vo¢i micnatke travovej na psenici v polnych aj laboratornych podmienkach
sme nasli odoIlné novoslachtené linie pSenice letnej f. ozimnej. Identifikovali sme linie s i¢innou $pecifickou
odolnost’ou, linie s nespecificki odolnost'ou a linie s odolnostou, ktora je podmienena nespecifickou odolnostou
s rezidualnym vplyvom neefektivnych génov $pecifickej rezistencie.

Podakovanie. Téato praca bola podporovana finan¢nymi prostriedkami Agentry na podporu vyskumu a vyvoja
pre projekty VMSP-P-0056-09 a VMSP-P-0047-09.
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PRODUKCNE PARAMETRE SLNECNICE ROCNEJ VO VZTAHU K PRIEBEHU
POVETERNOSTNYCH PODMIENOK A APLIKACII BIOLOGICKY AKTIVNYCH
LATOK

THE PRODUCTION PARAMETERS OF SUNFLOWER IN RELATION TO THE
COURSE OF WEATHER CONDITIONS AND APPLICATION OF BIOLOGIC
ACTIVE SUBSTANCES

IVAN CERNY, VLADIMIR PACUTA, ALEXANDRA VEVERKOVA, RASTISLAV BUSO
Katedra rastlinnej vyroby, Fakulta agrobioldgie a potravinovych zdrojov, SPU Nitra

The statistically non-significant influence of weather conditions, hybrids and applications of Atonik and Pentakeep V on
achenes yield of sunflower was found in experimental fields Center of Plant Biology and Ecology FAFR SUA in Nitra during
two experimental years. The yield stability was in 2010, hybrid NK Brio and Alexandra PR and application of Pentakeep - V
in dose 0.1 1 ha'. The oiliness formation was high statistically significantly influenced by course of weather conditions,
hybrids and application of preparations with biological active substances. In the range of this, dominant year was 2010,
hybrid NK Brio and application of Pentakeeep V in dose 0.5 1 ha™.

Key words: sunflower, weather conditions, Atonik, Pentakeep - V, yield, quality

UVOD

Formovanie produkcie polnych plodin je proces komplexny, podmieneny funkénostou a pocetnostou
faktorov, ktoré vo vzajomnych interakciach vytvaraju zlozitid Struktiru rastovych, fyziologickych
a biochemickych procesov. V rastovych pochodoch sa v plnej miere odzrkadl'ujii vyvinové procesy organizmu
a procesy latkovej premeny, pricom zavislost’ jednotlivych ¢lankov tohto retazca od podmienok vonkajsieho
prostredia je rozna (Bajéi, Paduta, Cerny, 1997).

Jednym z dominujtcich faktorov, vyznamne ovplyviujicich produkciu polnych plodin je vyziva, resp.
mimokorefiova aplikacia Zivin. Viaceré vysledky experimentov (Cerny, Paduta, Adaméinova, Kovadik, Kozak,
2010) potvrdzuju, ze listova aplikacia hnojiv, resp. prijem zivin listami je povazovany za doplnkovy.

Listova aplikacia hnojiv nachadza svoje uplatnenie predovsetkym v obdobiach sucha, ked’ je prijem Zivin z
pody stazeny, v obdobi intenzivneho rastu plodin, pri nedostatocnom prevzdusneni pddy, pri symptémoch
chlordzy, ale aj latentnych fyziologickych poruchach rastlin (Josefyova, Pulkrabek, Urban, 2008).

V suvislosti s problematikou mimokoreiiovej aplikacie hnojiv a v nadvéznosti na pddnoklimatické podmienky
prostredia sa v systéme pestovania pol'nych plodin odportcaju vyuzivat i niektoré iné alternativy navySenia
potencialnej produkcie. Takouto alternativou moéze byt aplikacia pripravkov vyrobenych na baze biologicky
aktivnych latok. Biologicky aktivne latky sa svojim zlozenim podiel'aju na regulécii rastovych a vyvojovych
procesov v rastline, ovplyviiuju dynamiku tvorby tGrody a podporuju zvysenie vyuzitia genetického potencialu
odrdéd. Ovplyviiuju nielen fyziologické pochody v rastline, ale pdsobia i na ozivenie pddneho prostredia, ktoré
nasledne ovplyviiuje produkény proces rastliny a tym i celého porastu. Ich aplikacia je moznéd nielen foliarne na
list, ale aj na pddu (Pidgeon, Jaggard, Lister et al. 2001).

Biostimulatory rastu niektori autori (Jankowski, Dubis, 2008; Srojtova, 2006) definuji ako biologicky
aktivne latky obsahujiice hormoény, enzymy, proteiny, aminokyseliny, mikroelementy. Ich optimalnym vyuzitim
dochéadza k pozitivnej aktivacii metabolizmu rastlin. Ich dominantnd uloha spociva v regulacii zivotnych
procesov na urovni bunky, jednotlivych orgdnov a organizmu ako celku. Dalej ovplyviuji rast a vyvin rastliny
a zucCastiiuju sa priamo alebo nepriamo na zékladnych procesoch prebiehajucich v rastline, akymi su
fotosyntéza, prijem a transport vody a tiez prijem zivin.

Cielom prispevku bolo v agroekologickych podmienkach teplej kukuri¢nej vyrobnej oblasti zistit, vplyv
rastového stimulatora Atonik a listového hnojiva Pentakeep V na produkéné parametre slnecnice rocne;j.

MATERIAL A METODY

Experimentalna tloha bola riesena vrokoch 2009-2010 formou polnych polyfaktorovych pokusov,
zalozenych v teplej kukuricnej vyrobnej oblasti (klimaticka oblast: tepla; klimaticka podoblast: sucha;
klimaticky okrsok: teply, suchy s miernou zimou a dlhym slneénym svitom, hnedozem kultizemnd) na
pozemkoch Strediska biologie a ekologie rastlin FAPZ SPU v Nitre Dolna Malanta.

Pokusy boli zaloZené blokovou metédou, s ndhodnym usporiadanim pokusnych ¢lenov, s poétom opakovani
3. V rozsahu pokusu boli sledované hybridy Alexandra PR, NK Alego, NK Brio.

Predplodinou bola pSenica letna forma ozimna (7riticum aestivum L.) Technologicky systém pestovania
slneénice ro¢nej (Helianthus annuus L.) bol konvenény (dvojorbové obrabanie pody, spon pestovania 0,20 . 0,70
m). Hnojenie bolo uskuto¢nené na zéklade agrochemického rozboru pody.

V experimentoch boli hodnotené varianty foliarnej aplikacie Atoniku: 0,8 Lha™ (termin aplikacie: BBCH 22 a
32) a Pentakeepu V: 0,10 Lha™, 0,25 Lha”, 0,50 Lha™ (termin aplikacie: BBCH 18, 22 a 32). Atonik je rastovy
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stimulator obsahujuci aromatické nitrozli¢eniny 2-nitrofenolat sodny, 4-nitrofenolat sodny a
nitroguajakolat sodny. Uginnou zloZkou hnojiva Pentakeep - V je 5 - amino - levulova kyselina (ALA).
Biometrické a grafické vyhodnotenie vysledkov bolo realizované prostrednictvom programov Statgraphics
Plus (viacfaktorovej analyzy rozptylu) Microsoft Excel.
Poveternostné charakteristiky experimentalneho miesta boli ziskané z Agrometeorologickej stanice FZKI
SPU v Nitre (tabulka 1. - 2.).

Tabul’ka 1: Priemerné teploty v rokoch 2009 a 2010

2009 2010
Mosige | Normil , — , —
esiac teplot (°C) Teploty | Odchylka Charaktgrlstlka Teploty | Odchylka Charaktgrlstlka
°O) At mesiaca °O) At mesiaca

V. 10,40 11 0,6 normalny 10,60 -0,5 normalny

V. 15,10 16 0,9 normalny 15,20 -0,36 normalny

VL 18,00 19,9 1,9 teply 20,10 -1,84 vel’'mi studeny
VII. 19,80 20,4 0,6 normalny 23,00 -3,31 mimoriadne studeny
VIIL 19,30 20,5 1,2 teply 19,50 -0,31 normalny

IX. 15,60 15,4 -0,2 normalny 14,00 1,36 teply

Tabul’ka 2: Priemerny uhrn zrdzok v rokoch 2009 a 2010

2009 2010
Mesiac Norml 5% e ry ..
zrézok (mm) Zrazky % n Charaktgrlstlka Zrazky % n Charaktgrlstlka
(mm) mesiaca (mm) mesiaca
1Y 39,00 36,4 93,33 normalny 95,3 244,36 mimoriadne vlhky
\'% 58,00 55,4 95,52 normalny 156,3 269,48 mimoriadne vlhky
VI 66,00 86,2 130,61 vlhky 158,3 239,84 mimoriadne vlhky
VII 52,00 90 173,1 vel'mi vlhky 51,9 99,81 norméalny
VIII 61,00 9,8 16,1 mimoriadne suchy 103,3 169,34 vel'mi vlhky
IX 40,00 51,5 128,75 vihky 73,7 184,25 vel'mi vlhky
VYSLEDKY A DISKUSIA

Stupenn adaptability slnecnice ro¢nej na konkrétne agroekologické podmienky prostredia je variabilny.
Pulkrabek et al. (2007) konStatuju, Ze poveternostné podmienky ro¢nika predstavuju vyznamny faktor
podiel’ajuci sa na tvorbe trody vsetkych plodin. Z pohl'adu experimentalne definovanych zamerov je potrebné
zdoraznit’, ze poveternostné podmienky rocnika jednotlivych experimentalnych rokov boli zna¢ne nevyrovnané.
Znamena to, Ze realna teplotnd a zrazkova bilancia v priebehu jednotlivych rokov bola diferencovana, ¢o sa
prejavilo v nestulade medzi redlnym stavom a fyziologickymi poziadavkami plodiny na teplotné a vlahové
zabezpecenie. Poveternostne priaznivej$im, z hl'adiska celkového formovania trody, bol ro¢nik 2009. Pre ro¢nik
2010 bol typicky nadpriemerny uhrn zrazok a to v rozsahu celého vegetatného obdobia. V priebehu sledovanych
dvoch rokov bola dosiahnuta priemerna tiroda naziek 2,7 tha”. Aj napriek znaéne diferencovanému priebehu
poveternostnych podmienok v sledovanom obdobi, v rokoch 2009 a 2010 boli zaznamenané vyrovnané urody,
ktoré sa pohybovali v hodnotich na trovni 2,6 tha™ v roku 2009, resp. 2,7 tha" v roku 2010.

V rozsahu hodnotenia obsahu oleja konstatujeme tendenciu preukaznosti opaénd, t. j. vysoko preukazni. Za
2 - ro¢né obdobie bol priemerny obsah oleja v nazkach slnecnice rocnej 42,26 %. V roku 2009 bola hodnota
olejnatosti 41,7 %, v roku 2010 bola analyzovana hodnota 42, 82 %.

Vplyv hybridov na trodu naziek bol nesignifikantny. V rozsahu obsahu oleja bol vplyv hybridov vysoko
preukazny. Z pouzitého biologického materialu boli najvyssie hodnoty urody a olejnatosti naziek dosiahnuté pri
hybridoch NK Brio a Alexandra PR. Sledované hybridy dosiahli priemerni trodu na drovni
3,0 tha' a obsah oleja 44,3 %, resp. 43,4 %.

Dosiahnuté turody naziek a olejnatost, vzhl'adom na metodicky zvolené varianty aplikacie pripravku a
hnojiva, boli ovplyvnené Statisticky nepreukazne. NajvysSia uroda naziek bola na variante s Pentakeepom V
(davka 0,1 Lha')atov priemere pokusného obdobia 3,55 t.ha™'. NajniZ3ia Giroda naziek za sledované obdobie
(2,70 tha™) bola na variante s dvojnasobnou aplikiciou Atoniku. Obsah oleja pri metodicky stanovenych
variantoch oetrenia bol najvy3§i na variante s Pentakeepom V (davka 0,5 lLha) a to v priemere pokusného

v

Atonikom.
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Tabul’ka 1: Uroda a obsah oleja slneénice roénej

Hybrid Rok/merna jednotka | kontrola | Atonik Pentakeep -V
0,101.ha” | 0251.ha™ | 0,501.ha"’

2009 t.ha’ 2,6 3,2 3,3 2,8 2,7

Alexandra PR % 41,3 41,6 47,5 42,6 44,1
2010 t.ha” 3,7 2,1 3,4 2,8 2,8
% 46,1 41,3 44,7 42,4 45,7

2009 tha' 2,6 3,3 2,6 2,5 2,7
NK Alego % 38,5 38,0 37,8 45,5 42,4
2010 t.ha” 3,3 2,0 2,9 2,3 2,1
% 40,2 38,8 42,7 39,1 42,7

2009 t.ha! 2,9 2,9 2,8 2,9 3,8
NK Brio % 42,8 42,7 47,7 42,8 47.4
2010 t.ha! 3,1 2,6 3,7 3,0 2,8

% 41,1 425 47,1 41,1 46,1

ZAVER

Z dvojro¢nych maloparcelkovych pokusov, realizovanych na experimentalnych pozemkoch Strediska
biologie a ekoldgie rastlin FAPZ SPU v Nitre, bol zisteny Statisticky nesignifikantny vplyv poveternostnych
podmienok roénika, hybridov a aplikacie Atoniku a Pentakeepu - V na tirodu naziek slneénice ro¢nej. Urodovo
stabilnej§im bol rok 2010, hybrid NK Brio a Alexandra PR a aplikacia Pentakeepu V v davke 0,1 Lha™.

Formovanie olejnatosti bolo vysoko preukazne ovplyvnené priebehom poveternostnych podmienok roénika,
hybridmi a aplikdciou pripravkov na baze biologicky aktivnych latok. V uvedenom rozsahu bol dominujici
roénik 2010, hybrid NK Brio a aplikacia Pentakeepu - V v davke 0,5 L.ha™.

Podakovanie: Praca bola financovana Vedeckou grantovou agentirou Ministerstva Skolstva Slovenskej
republiky, ¢islo projektu VEGA 1/0388/09/8 Racionalizacia pestovatel'ského systému slnecnice rocnej
(Helianthus annuus L.) v podmienkach globalnej zmeny klimy.
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VARIABILITA MORFOLOGICKYCH ZNAKOV GENETICKYCH ZDROJOV
LASKAVCA (AMARANTHUS L.)

VARIABILITY OF MORPHOLOGICAL TRAITS OF GENETIC
RESOURCES OF AMARANTH (AMARANTHUS L.)

IVETA CICOVA, CUBOMIR MENDEL
Centrum vyskumu rastlinnej vyroby Piestany

The aim of this study was to evaluate and compare selected varieties of amaranth (Amaranthus L.) terms of phenological,
morphological and agronomic characteristics by international descriptors list. Significant morphological and agronomic
characteristics allow a detailed assessment of a variety of other uses such as in breeding new varieties. Another important
objective was to monitor the incidence of diseases and pests the cultural amaranth species. Different use of amaranth and also
like food went to use the evaluation and comparison of the nutritional and rheological properties of amaranth flours. The high
nutritional quality of flours mixtures with the addition amaranth flour was found by detailed chemical evaluation. The result
of this thesis was based on all the ratings to choose appropriate varieties of amaranth for special use in crop production.

Key words: genetic resources, amaranth, evaluation, variability

UvVOD

Ciel'om prace bolo hodnotit’ a porovnat’ vybrané odrody laskavca (Amaranthus L.) z hl'adiska fenologickych,
morfologickych a hospodarskych znakov podla medzinarodnych klasifikatorov. Vyznamné morfologické
a hospodarske znaky umoziuji podrobne hodnotit’ odrody pre d’alSie vyuzitie napriklad v §lachteni novych
odrod. Dalsim dolezitym cielom bolo monitorovat’ vyskyt chordb a $kodcov na kultiirnych druhoch laskavcov.
Vyuzitie laskavca aj na potravinarske vyuzitie smerovalo ku hodnoteniu a porovnaniu nutricnych a reologickych
vlastnosti mik. Podrobnym chemickym hodnotenim muk sa zistila vysoka nutricna kvalita zmesi s pridavkom
laskavcovej miky. Vysledkom prace bolo na zaklade vsetkych hodnoteni vybrat vhodné odrody laskavca na
vyuzitie v $pecialnej rastlinnej vyrobe.

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 $kodcom, vyrovnanost’ v dozrievani a vypadavani semien. Tieto vlastnosti rozhoduju
o vhodnosti genotypu pre uréité pestovatel'ské podmienky, spdsobe pestovania a spdsobe vyuzitia. Urody zrna
laskavca su vysoko variabilné a zavisia od mnohych faktorov.

MATERIAL A METODY

Maloparcelkové pol'né pokusy s odrodami laskavca boli zalozené v rokoch 2010-2011 v Centre vyskumu
rastlinnej vyroby v Piestanoch blokovou metdodou. Pokusna lokalita sa nachadza v kukuri¢nej vyrobnej oblasti,
subtyp kukuri¢no-pSeni¢ny. Péda na pozemku je ilovito-hlinitd, s obsahom ilovitych Casti okolo 50 %, s
obsahom humusu v ornici 18-20 gkg”, so strednou zisobou P a K a s neutralnou az slabo kyslou podnou
reakciou. Klimaticky je region charakterizovany ako teply, mierne suchy, suma teplot nad 10°C je 3000-2500°C.
Podl'a dlhodobého priemeru je priemerna ro¢na teplota 9,2°C a priemerny ro¢ny thrn zrazok 595 mm. Zrazky st
rozlozené rovnomerne pocas celého roku. Tieto klimatické a poddne podmienky st preduréené na pestovanie
laskavca.

V ramci pokusu bolo hodnotenych 15 genetickych zdrojov laskavca. V sledovanych rokoch bol vyskum
zamerany na adaptaciu odrdd v pol'nych podmienkach a hodnotenie podl'a medzinarodného klasifikatora: G. J.
H. Grubben: Genetic Resources of Amaranthus (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 (4.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 (A4.hypochondriacus), C 27/5 (A.cruentus), B - control
(hybrid K-433), Olpir (4.cruentus), Koniz (4. hypochondriacus).

Vizualizécia rozdielov medzi reakciou morfologickych znakov genetickych zdrojov laskavca vo vegetaénych
ro¢nikoch 2010 a2011 bola popisovana na zéklade konstrukcie Box-plotov. Rozdiely medzi reakciou
morfologickych znakov genetickych zdrojov laskavca vo vegetaénych rocnikoch 2010 a 2011 boli testované
parovym t-testom pouzitim Statistického programu Statistica 6.1, StatSoft, Inc., (2003).
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VYSLEDKY A DISKUSIA

Tabul’ka 1:Zakladné popisné $tatistické ukazovatele variability genetickych zdrojov laskavca spolu za vegetacné
ro¢niky 2010 a 2011

. -/ . Standardna
Znaky N | Priemer | Median Min. Max. Rozptyl odchylka

Vyska rastliny pri kvitnuti

(mm) 30| 1265,6 1307,5 176,0 1645,0 | 101743,2 319,0
Priemer stonky (mm) 30 14,9 15,7 2,6 19,9 14,4 3,8
Dizka listu (mm) 30] 1292 131,8 50,1 180,0 879,4 29,7
Sirka listu (mm) 30 70,8 71,2 9,0 108,2 461,4 21,5
Dizka koncového stkvetia

hlavnej stonky (mm) 30| 553,8 584,0 0,0 840,0 27326,8 165,3

Zo sledovanych morfologickych znakov v roku 2010 bola hodnotena vyska rastlin. Najvyssou odrodou
v roku 2010 bola B-control, ktora dosiahla vysku 1645 mm a v roku 2011 to bola odroda Plainsman (1480 mm)
(Graf 1).
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Graf 1: Porovnanie vysky rastlin v sledovanych rokoch

Druhym meranym znakom podl'a deskriptora je priemer stonky merany v mm. Ako sme zistili v roku 2010
mali najhrubsiu stonku odrody 1008 (19,94 mm), Olpir (17,98 mm) a v roku 2011 to boli odrody 1008 (19 mm)
a C15/3 (18,3 mm).

Podla deskriptora sa meria aj list a to jeho diZka a §irka v milimetroch. Zo zistenych vysledkov vyplyva, ze
najdlhsi list mali genetické zdroje C 82/1 (180,0 mm), B-control (167,5 mm) a Olpir (166,0 mm) v roku 2010
avroku 2011 to boli odrody Olpir (129,0 mm) a RRC 483 (135,5 mm). Prave u tohto meraného znaku sa
prejavila vysoka variabilita. Namerané hodnota sa pohybovali od 66,0 mm do 180,0 mm.

Vyznamnym znakom je diZka koncového sukvetia. Najvicsie stikvetie v roku 2010 mala eska odroda Olpir
(657 mm), potom americka povolena odroda Plainsman (619 mm) a geneticky zdroj C27/5 (612 mm). V roku
2011 najdlhsie stikvetia mali odrody Plainsman (840 mm) a Polish (724 mm).

Vysledky vyskumu Varalakshmi (2004) tiez dokazuji vysoku variabilitu polnych hodnoteni, ktory skimal
variabilitu 46 genetickych zdrojov laskavca a nameral nasledovné hodnoty: vyska rastlin (310-815 mm), dizka
sukvetia (50-500 mm), Sirka listov (30-120 mm). Vysoku variabilitu v pol'nom hodnoteni uvadza aj Wu a kol.
(2000), ktori hodnotili 20 genetickych zdrojov a zistili vysoku citlivost na dizku diia, genetické zdroje boli
menej nachylné na choroby askodcov v porovnani s povolenymi odrodami a taktiez vysokil variabilitu
v agronomickych znakoch v zavislosti od pestovatel'skej oblasti. Preto je dolezité zistitt vhodné odrody na
introdukciu do rastlinnej vyroby v pestovatel'skych podmienkach Slovenska. Variabilitu 11,76-57,48% od
priemernych hodnét vo vyske rastlin a v priemere stonky zistili autorsky kolektiv (Shukla a kol., 2006). Vyska
rastlin bola vel'mi variabilna i vo vyskume Berti a kol. (1996), ktori skimali 30 genetickych zdrojov vo faze
dozrievania a zistili vySky rastlin od 1110-2470 mm. Autorsky kolektiv Mapes akol. (1996) merali 18
morfologickych znakov 14 genetickych zdrojov laskavca v polnych podmienkach a zistili variabilitu 37,8% pri
znaku dizka listu.
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Tabulka 2: Porovnanie reakcie morfologickych znakov genetickych zdrojov laskavca vo vegetacnych
ro¢nikoch 2010 a 2011 parovym t-testom

Morfologické znaky r.2010 Sx r.2011 Sx rozdiel t-test
Vyska rastliny pri kvitnuti (mm) 1320,53 | 335,18 |1210,67 | 303,22 |109,87 |3,807**
Priemer stonky (mm) 14,62 3,80 15,11 3,90 -0,49 |-0,797
DiZka listu (mm) 148,02 25,76 110,37 19,97 37,65 |10,523**
Sirka listu (mm) 81,14 22,02 60,37 15,49 20,77 |9,062**
Dika koncového sukvetia hlavnej stonky
(mm) 545,52 | 157,37 | 562,04 | 178,03 | -16,52 |-0,643

** p<0,01; s, - Standardna odchylka

Z vysledkov parového t-testu vysky rastlin pri kvitnuti (mm), dizky a $irky listu (mm) genetickych zdrojov
laskavca vo vegetacnych ro¢nikoch 2010 a 2011 mozno konstatovat, ze medzi genotypmi v sledovanych
ro¢nikoch boli zistené Statisticky vyznamné rozdiely (p<0,01) (Tabulka 2). V prejave genetickych zdrojov
laskavca medzi vegetatnych ro¢nikmi 2010 a 2011 neboli zistené Statisticky vyznamné rozdiely (p>0,05)
v priemere stonky a dizke koncového sukvetia hlavnej stonky.

Z vizualizacie pomocou Box-plot grafov je zrejmé, Ze v roéniku 2011 genetické zdroje laskavca dosahovali
pri kvitnuti niz8i vzrast v priemere 1210,67 mm a 50% vSetkych genotypov v roku 2011 dosahovalo vysku
rastlin pri kvitnuti v intervale 1211,0-1349,0 mm.

Reakcia genetickych zdrojov laskavca vo vegetaénych roénikoch 2010 a2011 v priemere stonky bola
v oboch hodnotenych ro¢nikoch priblizne rovnaka. Vo vegetatnom roéniku 2011 z celkového mnozstva 50%
hodnotenych genotypov dosahovalo priemer stonky v intervale 14,05-17,59 mm v porovnani s roénikom 2010,
kde 50% vsetkych genotypov dosiahlo len 13,0-16,3 mm (Obrazok 2).

Obdobna reakcia genetickych zdrojov laskavca bola v dizke koncového sukvetia hlavnej stonky (Obrazok 1).
Naopak, rozdielna bola reakcia genetickych zdrojov laskavca v dizke a $irke listov, kde genotypy dosiahli
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Statisticky vyznamne (p<0,01) dlhsie a SirSie listy v ro¢niku 2010 ako aj 50% vsetkych hodnotenych genotypov
dosahovalo dlhsie a §irsie listy v porovnani s roénikom 2010 (Obrazok 3 a 4).

ZAVER

Z doterajsich vysledkov hodnotenia laskavca v rokoch 2010 a 2011 vyplyvaju tieto zavery: vysoka variabilita
laskavca sa prejavila vo vyske rastlin od 176 mm do 1645 mm, priemer stonky variroval od 2,6 mm do 19,9 mm,
vysoka variabilita v §irke listov od 9 mm do 108,2 mm, pri znaku diZka listov bol namerany interval od 50,1 mm
do 180 mm, dizka koncového sukvetia sa pohybovala od 485 mm do 840 mm.

V praci st prezentované vysledky hodnotenia laskavca pestovaného na CVRV Piestany v roku 2010
a2011 zhladiska morfologickych znakov z hladiska jeho vhodnosti vyuzitia v rastlinnej vyrobe. Z polnych
experimentov v rokoch 2010 a2011 wvyplyva, Ze laskavec je vhodny do podmienok slovenského
pol'nohospodarstva, niektoré odrody a genetické zdroje dozrievaju koncom septembra - zadiatkom oktobra
(neskoré odrody), nevyhnutnost’ rajonizacie pre podmienky juzného Slovenska. Pocas vegetacie boli porasty
laskavca osetrované pripravkom Vaztak 10 EC (proti skockam) a pripravok Novozir MN 80 (oSetrenie proti
hubovym chorobam).

Podakovanie: Téato praca bola podporovana Agenturou na podporu vyskumu a vyvoja na zdklade zmluvy
¢. VMSP - P - 0143 -09.
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PRIRODZENA MYKOFLORA VYBRANYCH DRUHOV RODU AMARANTHUS
NA SLOVENSKU
NATURAL MYCOFLORA OF SELECTED SPECIES OF GENUS AMARANTHUS IN
SLOVAKIA

IVETA CICOVA, MARTIN PASTIRCAK
Centrum vyskumu rastlinnej vyroby Piestany — Vyskumny Ustav rastlinnej vyroby Piestany

In the present study, the occurrence and species diversity of Amaranthus spp. (A. hypochondriacus and A. retroflexus) -
associated fungi on plants collected mainly from agroecosystems habitats in different regions of Slovakia were studied.
Isolated fungi were defined to include known plant pathogenic fungi, opportunistic pathogens and secondary colonizers
isolated from the A. hypochondriacus and A. retroflexus. Plant-associated fungi were detected in all studied plants samples.
A total of 16 fungal genera were isolated and identified. Among them, 13 species were known opportunistc pathogens and 4
were secondary colonizers. A total of 6 fungal species viz. Alternaria alternata, Ascochyta sp., Botrytis cinerea,
Colletotrichum sp., Microsphaeropsis amaranthi and Stemphylium sp. were frequently isolated. Among the saprophytic flora,
Epicoccum and Cladosporium were the most prominent genera.

Key words: mycoflora, plant pathogenic fungi, Amaranthus

UvoD

Rod Amaranthus pozostava s priblizne 70 druhov, z ktorych asi 40 druhov pochadza z Ameriky a ostatnych
30 druhov rastie v Australii, Afrike, Azii a Europe (Costea, DeMason, 2001). Niektoré z nich boli pestované
v oblasti Strednej a Juznej Ameriky pred viac ako 5000 rokmi pre ich semend (4. caudatus, A. cruentus, A.
hypochondriacus) alebo listy v oblasti Strednej Europy (4. blitum/lividus), Strednej Ameriky (4. dubius) alebo v
Indii/ Juznej Cine (4. tricolor) (Dehmer, 2003).

Okrem pestovanych druhov pre ucely vyzivy cloveka alebo hospodarskych zvierat sa na
pol'nohospodarskych produkénych plochach vyskytuju povodne rastice burinné druhy rodu Amaranthus (A.
retroflexus), ktoré sposobujii ekonomické straty. Buriny spdsobuju skody v poI'nohospodarstve najmi redukciou
urody akvality plodin odoberanim vody, vyzivnych latok, samotnym zatienenim pestovanych rastlin
a rozsirovanim pdvodcov ochoreni. Niektori povodcovia hubovych ochoreni sa §iria priamo rozptylenim spor
v ovzdus$i, na druhej strane buriny mézu byt medzihostiteI'mi hub, ktoré sposobuju ochorenia pestovanych
plodin. Samostatnt skupinu predstavuju fytopatogény Specializované na prenos semenami (Richardson, 1996).

S introdukciou a intenzivnym pestovanim najmi americkych druhov rodu Amaranthus v agroekologickych
podmienkach Slovenska sa zacala venovat pozornost aj monitoringu S$kodcov a parazitickych hub
ovplyviujicich produkciu semien (Biirki et al., 2001).

Mykoflére jednotlivych vegetativnych a generativnych casti rastlin druhov Amaranthus bolo venovanych
niekol’ko vedeckych studii, pricom k najcastejSim hubam identifikovanych na listoch patrili huby rodu
Alternaria — A. tenuissima, A. alternata (Blodgett et al., 2000; Ghorbani et al., 2000). Skvrnitost’ listov
sposobuju aj huby Albugo bliti a Microsphaeropsis amaranthi, pricom oba druhy maju schopnost’ spdsobit’
odumretie celého napadnutého jedinca (Heiny et al., 1992). Zo semien vybranych druhov rodu Amaranthus bolo
identifikovanych 18 druhov mikroskopickych hub, pricom k najcastejsie identifikovanym druhom patrila huba 4.
alternata (Pusz, 2009).

Cielom tohto prispevku je sumarne spracovat’ spektrum prirodzenej mykofléry dvoch druhov rodu
Amaranthus (A. hypochondriacus a A. retroflexus) na zaklade publikovanych tudajov avysledkov z
mykologickych analyz infikovanych rastlin na uzemi Slovenska.

MATERIAL A METODY

Na stadium mikroskopickych hib nekultivacnymi metédami sme pouzili rastlinny materidl (listy, stonky,
plody) z vybranych druhov rodu laskavec (Admaranthus sp.) rasticich na produkénych plochach na tzemi
Slovenska. Mikroskopické huby sme determinovali priamo na listoch, stonkach aplodoch tychto druhov
pomocou Standardnej svetelnej mikroskopie (OLYMPUS BX51, OLYMPUS SZ61) na zaklade
makroskopickych a mikroskopickych charakteristik s pouzitim manualov v sucasnosti pouzivanych pre
identifikaciu mikroskopickych hub — rod Phoma (Boerema et al., 2004), rod Phomopsis (Rosskopf et al., 2000),
rod Mpycosphaerella (Tomilin, 1979) a rod Colletotrichum (Sutton, 1980). Identifikované druhy
mikroskopickych hub boli ulozené do fytopatologického herbara CVRV Piestany pre ucely dalSieho
mykologického vyskumu.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Amaranthus hypochondriacus je v agroekologickych podmienkach Slovenska povazovany za netradi¢nt
plodinu, priCom Amaranthus retroflexus vel'mi Casto doprevadza tento druh na produkénych plochach ako
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burina. Vo vSeobecnosti sa parazitickym hubam na burinach venuje mensia pozornost. Prave tito cast
fytopatologie je zaujimava z pohladu vyhladavania parazitickych hub vhodnych pre vyuzitie v biologicke;j
ochrane rastlin (Te Beest et al., 1992). Pocas $tudovaného obdobia na izemi Slovenska sme identifikovali 17
druhov hub patriacich do 4 tried podl'a modernej taxondmie — Ascomycetes (Leptosphaeria, Mycosphaerella,
Ophiobolus, Pleospora, Sclerotinia), Hyphomycetes (Alternaria, Botrytis, Fusarium, Ramularia, Stemphylium),
Coelomycetes (Ascochyta, Colletotrichum, Microsphaeropsis, Phoma, Phomopsis) a Oomycetes (Albugo)
parazitujicich na vybranych druhoch rodu Amaranthus. Zoznam identifikovanych hub na jednotlivych druhoch
rodu Amaranthus je uvedeny v tabulke 1. Rastlinnych patogénov — Albugo bliti, Alternaria sp., Ascochyta sp.,
Botrytis cinerea, Fusarium sp., Phoma sp., Phomopsis sp., Ramularia sp., Stemphylium sp. a Sclerotinia
sclerotiorum sme identifikovali na zaklade symptoémov, ktoré spdsobovali na listoch a steblach. Na zéklade
symptomov pozorovanych na rastlinach vybranych druhov rodu Amaranthus mézeme ochorenia rozdelit' do
troch hlavnych skupin: 1. nekrotické listové skvrnitosti, 2. biela hrdza, 3. hniloba sukvetia.

Tabulka 1: Prehlad identifikovanych mikroskopickych hub na rastlindch vybranych druhov rodu laskavec
(Amaranthus hypochondriacus a A. retroflexus)

. . Vyskyt na Slovensku
Rod huby Literdrny zdroj A. hypochondriacus | A. retroflexus
Albugo bliti Costea et al., 2004 - X
Alternaria sp. Blodgett et al., 2000; Ghorbani X X
et al., 2000
Ascochyta sp. — X X
Botrytis cinerea — X X
Colletotrichum sp. Costea et al., 2004 - X
Fusarium sp. Costea et al., 2004 - X
Leptosphaeria sp. — - X
Microsphaeropsis amaranthi Mintz, Weidmann, 1991 X X
Mycosphaerella sp. Tomilin, 1979 X X
Ophiobolus sp. — - X
Ophiobolus rubellus Shoemaker, 1976 - X
Pleospora sp. Wehmeyer, 1961 - X
Phoma sp. Boerema et al., 2004 X X
Phomopsis sp. Rosskopf et al., 2000 X X
Ramularia sp. Costea et al., 2004 - -
Sclerotinia sclerotiorum Costea et al., 2004 X -
Stemphylium sp. Costea et al., 2004 X X

Parazitické druhy sposobili na listoch infikovanych rastlin charakteristické nekrotické $kvrny Sedo-Zltej farby, na
ktorych sme mykologickou analyzou preukazali pritomnost’ sporulaénych tutvarov. Symptémy napadnutia
oznacované ako ,,biela hrdza“ sme pozorovali pri infekcii rastlin druhu A. retroflexus hubou Albugo bliti. Na
listoch infikovanych jedincov sme pozorovali pritomnost’ chlorotickych Skvin a pod pokozkou hostitel'a sa
vytvarali vankuSikovité loziskd s husto navrstvenymi sporangiami v retiazkach. Listy boli morfologicky
deformované arastliny vzrastom zaostdvali v porovnani so zdravymi jedincami. Huba Microsphaeropsis
amaranthi sposobovala v skorych Stadiach infekcie listovil Skvrnitost’ na oboch Studovanych druhoch rodu
Amaranthus, neskor vSak 1ézie bolo mozné pozorovat’ aj na stonkach a korenoch infikovanych rastlin. Pocas
vegetacného obdobia sme pozorovali pritomnost parazitickych hub aj na stkveti sledovanych druhov rodu
Amaranthus. K najcastejSim druhom parazitujicim na sukveti A. hypochondriacus patrila huba Botrytis cinerea
ak najcastej$im parazitom sukvetia druhu A. retroflexus patrili huby Alternaria sp. a Microsphaeropsis
amaranthi. Endofytickd mykoflora bola zastipena druhmi rodu Leptosphaeria a Ophiobolus (O. rubellus a O.

sp.).

ZAVER

Pocas Studovaného obdobia sme zistili pritomnost 16 rodov mikroskopickych hib na listoch a steblach
dvoch vybranych druhoch rodu Amaranthus (A. hypochondriacus a A. retroflexus) na Slovensku. Huby rodov
Alternaria, Ascochyta, Botrytis a Phoma boli najcastejSie identifikované na symptomatickych listoch s listovou
Skvrnitost'ou. Huba Albugo bliti patrila k najrozsirenejSiemu druhu parazitujicemu na rastlinach A. retroflexus.
Najvacsim nebezpecenstvom pre pestovanie druhu A. hypochondriacus predstavuje pritomnost druhu A.
retroflexus na produkénych plochach a vzajomny potencidlny prenos parazitickych hub (Heiny et al., 1992).
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EFFECT OF CADMIUM AND ARSENIC IONS ON THE GROWTH OF
GERMINATING SOYBEAN PLANTS

VPLYV IONOV KADMIA A ARZENU NA RAST KLiCIACICH RASTLIN SOJE
FAZULOVEJ

TEREZIA DOBROVICZKA, BEATA PIRSELOVA, ILDIKO MATUSIKOVA

Constantine the Philosopher University in Nitra

Heavy metals belong to significant pollutants of the environment since they accumulate in organisms and are not degradable.
The goal of our experiments was to assess the impact of applied doses of cadmium and arsenic on the growth of soybean
roots (Glycine max (L.) Merr. cvs. Bolyi 44 and Cordoba) in the early stage of development. Already after 48 hours of
incubation in the solutions of heavy metals we have observed growth inhibition of roots of booth varieties. On the last day of
the experiment the applied dose of cadmium decreased the fresh weight of roots by 15,63% (cv. Bolyi 44) and 20,54% (cv.
Cordoba). In roots of both cultivars exposed to arsenic we recorded a decrease of fresh weight by 30,00%. Since dry weight
of roots exposed to cadmium and arsenic was more affected in cv. Bolyi 44 (reduction by 23,07% and 30,77% respectively)
than in cv. Cordoba (reduction by 16,67%) ), we did not observe intervarietal differences in tolerance of tested soybean
varieties to tested metal ions. Knowledge on impacts of metals 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, primary roots, germination

INTRODUCTION

Pollution by heavy metals is one of the key environmental problems in the world today. Secondarily heavy
metals get to the environment, especially by the mining and industrial processing of metal ores. Agricultural
production contributes to significant increasing of their content in soil (Dich et al., 2005). High concentrations of
heavy metals in plants induce changes in the physiological, morphological and biochemical level.

Soybean is one of the oldest cultivated crops, and even today is among the most important agricultural crops.
It is also one of the most valuable leguminous plants due to the high content of protein, minerals and oil in the
seeds. At the world level it occupies the largest cultivated area of all the leguminous plants and ranks among the
so called strategic crops. However, it is relatively sensitive to heavy metals (Ferreira et al., 2002). Heavy metals
induce changes in the anatomy of vegetative organs, wilting and necrosis of the leaves, limiting of the growth
and development of plants. Furthermore they cause changes in enzyme activity, changes in photosynthetic
activity, membrane damage and eventually death of plants. Some plant species have evolved mechanisms for
controlling the intake, distribution and detoxification of heavy metals (Kochian, 1995). Although interspecific
variability in plant tolerance to heavy metals has previously been demonstrated, there is still limited knowledge
about the defense mechanisms which the variability between varieties of the species makes. Understanding the
physiological and biochemical bases of these differences is important for breeding as well as bioengineering, as
detailed knowledge of plant defense mechanisms against different metal ions allows for effective and specific
use of natural tolerance of plant species in organic farming.

The goal of our experiments was to assess the impact of applied doses of cadmium and arsenic on the growth
of soybean plants (Glycine max (L.) Merr. cvs. Bolyi 44 and Cordoba) in the early stages of individual
development.

MATERIALS AND METHODS

Seeds of soybean (Glycine max L. (Merr.) cv. Bolyi 44 a cv. Cordoba we surface-sterilized in 0,05% (v/v)
sodium hypochlorite solution (SAVO) and allowed to germinate in the Petri dish (@ 12 c¢m) in the dark at 25°C.
When the roots reached a length of 5-8 mm, they were exposed to the ions of cadmium (50 mg.dm™ Cd*")
and arsenic (5 mg.dm’3 As3+) in the form of Cd(NOs),.4H,0 and As,0;. Plants were incubated for 4 days, and in
24 hour intervals we scored their fresh weight. The tolerance of germinating plants to cadmium and arsenic ions
was determined by Wilkins (1978). Weight was determined by digital analysis balance (Explorer Pro EP 114
CM). Tolerance of the plants was also evaluated on the basis of fresh and dry weight of primary roots at the end
of the experiment (after 96 hours of incubation). For analysis, we subjected at least 50 plants in each variant in
three independent biological repetitions of the experiment. The data were statistically analysed with Students t-
test using the Microsoft Excel program.

RESULTS AND DISCUSSION

Changes in the growth dynamics of roots of plants are one of the primary indicators of sensitivity to various
stress factors. Therefore, upon 48 h of incubation in the solutions with heavy metals we recorded the changes in
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weight of control and stressed plants in case of both varieties (Fig. 1). We observed visual symptoms of toxicity
included thickening and browning of roots. Similar symptoms of metals toxicity on germinating plants described
also Belimo et al. (2003). On the toxic effects of metals on germinating plants of crops also pointed Liu et al.
(2005) and Li et al. (2007).

Despite of presence of heavy metals, plants continued growing suggesting to existence of a functional
tolerance and/or defense mechanisms involved in the early stages of growth under conditions of stress. The
existence of such mechanisms have shown by several authors (Ferreira et al. 2002, Liu et al., 2005). Despite the
changes in the growth of stressed plants of studied varieties during the experiment (Fig. 1) we did not detect any
significant intervarietal differences in tolerance to metal ions (Tab. 1).

Figure 1: Growth dynamics of soybean plants germinated in solution of cadmium (50 mg.dm™) and arsenic (5 mg.dm™) or
water (C — control sample). Values correspond to the arithmetic mean + standard error (n>50). Levels of significance
differences: * P<0,05; ** P<0,01; *** P<0,001. Heavy metal solutions were applied on the day 1.

Table 1: Tolerance indexes (%) determined on the basis of fresh weight of germinated soybean plants upon exposure to
cadmium (50 mg.dm™) and arsenic (5 mg.dm™) ions. Heavy metal solutions were applied on the day 1.

Bolyi 44 Cordoba
1. day 2. day 3. day 4. day 5. day 1. day 2. day 3. day 4. day 5. day
As 5 100 97,64 95,39 91,93 90,86 100 97,25 95,23 93,21 92,32
Cd 50 100 96,45 96,02 94,62 93,96 100 96,72 94,54 92,74 92,91

The tolerance of studied varieties to cadmium and arsenic we also evaluated on the basis of the changes in
fresh and dry weight of roots measured after 96 hours of exposure to metal ions (day 5). We have recorded
highly significant reduction of fresh weight and dry weight of primary roots exposed to both metals for both the
studied soybean varieties. The applied dose of cadmium decreased the fresh weight of roots by 15,63% (cv.
Bolyi 44) and by 20,54% (cv. Cordoba). For roots exposed to arsenic we recorded a decrease of fresh weight in
the case of the cv. Bolyi 44 by 30,47%, and the cv. Cordoba by 30,00%.

Dry weight of roots exposed to cadmium and arsenic was more affected in cv. Bélyi 44 (reduction by 23,07%
and 30,77% respectively) than in cv. Cordoba (reduction by 16,67%). Luan et al. (2008) also confirmed the
inhibitory effect of arsenic on the growth of soybean and also assigned it as sensitive to arsenic. Despite these
changes, however, we revealed no statistically significant intervarietal differences in heavy metal tolerance.

In contrast with our results, genotypic variability in response to legume plants has been described by several
authors (Metwally et al., 2005; Golovatiuk et al., 2010). Comparing the results of different analysis is, however,
rather difficult because the results depend not only on analysis of tested varieties, but also from the individual
developmental stage of plants and the experimental conditions. Generally it can be concluded that the varieties in
the early stages of germination showed a relatively high tolerance to tested metals, the dose of which were in our
experiment higher than the average values in soils of Slovakia (Granec and Surina, 1999). Nevertheless, the
fairly rapidly emerging changes that occur in plants exposed to toxic effects of heavy metals for longer time
should not be underestimated since can have negative impact on the overall productivity of plants.
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Figure 2: Fresh weight (A) and dry weight (B) of roots of germinated soybean plants of the chosen varieties on the day 5
upon exposure to cadmium (50 mg.dm™) and arsenic (5 mg.dm™) ions or water (C - control sample). Values correspond to
the arithmetic mean + standard error (n>50). Levels of significance differences: ** P<0,01; *** P<0,001.

CONCLUSION

The effects of cadmium and arsenic ions on the growth of germinating plants of two soybean varieties
(Glycine max (L.) Merr. cv. Bolyi 44 and cv. Cordoba) were evaluated. The growth of the germinating plants
was affected by both the tested metals, while inhibition was observed after 48 hours of metal application. We
have observed no statistically significant intervarietal differences in soybean root responses to cadmium and
arsenic ions. Other additional physiological, biochemical and molecular-biological analysis are needed to detect
the possible mechanisms of tolerance of the studied soybean varieties against cadmium and arsenic ions.

Acknowledgment: This work was supported by VEGA 2/0062/11 and UGA VI1/11/2011.
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EXPRESSION OF GREEN FLUORESCENT PROTEIN (GFP) GENE IN
MICROSPORES AND MICROSPORE-DERIVED EMBRYOS OF TRANSGENIC
BRASSICA NAPUS (L.)

EXPRESIA ZELENEHO FLUORESCENCNEHO PROTEINOVEHO (GFP) GENU
V MIKROSPORACH A V EMBRYACH INDUKOVANYCH Z MIKROSPOR
TRANSGENNEJ BRASSICA NAPUS (L.)
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Microspore suspension culture offers an excellent system for improvement of Brassica crops and study cell differentiation
with focus on auxin as a main regulatory factor. In this work, microspores and haploid microspore-derived embryos (MDEs)
of oilseed rape (Brassica napus L.) have been transformed with Agrobacterium tumefaciens carrying binary vector
pDRS5:GFP. The T-DNA region of the binary vector contained the gfp reporter gene under control of the auxin (DRSY)
promoter. Putative transgenic microspores were detected by GFP expression under fluorescence microscope. PCR analysis
confirmed the integration and transmission of T-DNA into microspores and MDEs. Transformation of oilseed rape
microspores and MDEs facilitates the obtaining of homozygote for the introduced gene.

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

INTRODUCTION

The plant hormone auxin has been identified as a factor controlling major cell specific events in the process
of embryo formation and differentiation (Mdller and Weijers 2009; Hays et al. 2001). For many years, A.
thaliana zygotic embryo development was used as the ideal model for studies of auxin action (Benkova et al.
2003, Friml et al. 2003, Sauer and Friml 2004, Weijers and Jiirgens 2005). The limited number of experimental
models came from difficulties in the access to the embryo inside maternal tissues. Moreover the youngest stages
of embryogenesis suffered from external manipulation. Therefore, the role of auxin in the earliest stages of this
process remained still not well elucidated. Brassica napus (L.) microspore embryogenesis in suspension gives us
alternative model for deep studies of the role of auxin in successive stages of embryo development including the
very early ones. Because of the similarity between developmental pathways of embryogenic microspore and
fertilized egg cell (Dubas et al. 2011) and unlimited possibility of monitoring and external manipulations with
plenty of embryos, microspore suspension could be used as a convenient system in genetic transformation (Jihne
et al 1995). Agrobacterium-mediated transformation is a method for transient and stable integration of
introduced marker genes into the microspore/pollen grain genome. To our knowledge, there is no report
concerning the analysis of an endogenous auxin distribution in microspores induced to embryogenesis in the
absence of any sporophytic tissue.

The aim of presented research is to localize places of endogenous auxin responsiveness at the cellular
resolution, by visualizing the distribution of GFP in transformed microspores and MDEs of B. 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. Donor plants were grown
in the conditions described by Custers (2003).

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 per ml in NLN medium
with 13% sucrose (NLN-13) medium (Lichter, 1982). Embryogenic cultures were obtained by applying
32+0.2°C heat stress for 24 hours followed by transfer to 25°C in darkness.

Microspore suspension cultures were continuously cultured in NLN-13 up to 7" or 21% day post isolation,
when the agroinfiltration was started.

The microspore cultures were transformed using A. tumefaciens GV3101 carrying binary vector DR5:GFP
(kindly provided by Dr. Dolf Weijers, Laboratory of Biochemistry, Wageningen University, Wageningen, The
Netherlands). The construct pPDR5:GUS consists of nine repeats of the auxin-response element (TGTCTC) fused
in inverse orientation to the CaMV minimal 35S promoter and the nuclear localised 3xGFP (GIIK DR5rev-
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SV40-3xGFP) (Weijers et al. 2006). 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-13 medium supplemented with 500 mg/1 cefotaxime and the final culture of
microspore suspension in NLN-13 was supplemented with 100 mg/1 cefotaxime.
GFP expression analysis

The GFP expression was detected by the exposition of microspores and MDEs to the blue light (Ex
480/40nm /BA 510nm). GFP exhibits bright green fluorescence when a FITC excitation light was provided
together with optimized filters.
PCR analysis

DNA was isolated from microspores and MDEs using the DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen). Internal PCR
primers for detections of the nptll gene were P1 (5'-GAT GGA TTG CAC GCA GGT TCT-3') and P2 (5-ATG
GGT CAC GAC GAG ATC ATC-3"). The PCR reaction mixture of 25 pl contained isolated DNA as a template,
20 pmol of each primer, 0.2 mmol I'' dNTPs, 1 x PCR buffer, 2.5 mmol.I" MgCl, and 1U FIREPol Tag DNA
polymerase (Solid Biodyne, Estonia). The first PCR step 95°C for 4 minutes was followed by 35 cycles of 95°C
for 45 seconds, 64°C for 45 seconds and 72°C for 90 seconds. The last step was performed at 72°C for 10
minutes.

RESULTS AND DISCUSSION

GFP fluorescence in microspores as well as in MDEs was analyzed 2-4 weeks after Agrobacterium
inoculation. Cultured in vitro transformed microspores and androgenic MDEs of Brassica napus showed similar
pattern of DR5 promoter activity as it was previously described in zygotic embryogenesis of A. thaliana. GFP
signal has been detected in broad range of embryo developmental stages starting from the microspore/pollen
grain to the cotyledon stage of embryo. Expression of GFP was visualized in many cell domains and tissues:
suspensor —like structure cells, in the apex of globular embryo, in the hypohysis, in the apex of torpedo and
cotyledons, in cotyledon provasculature and in the root pole as well.

Summarizing, it was demonstrated, that tested marker based on GFP reporter, which have been used in this
study to analyze auxin distribution during embryo development, could be used for different types of
physiological studies. Presented results show that B. napus isolated microspore system is suitable for genetic
manipulation and provides a unique possibility to study auxin action during androgenic embryo development.

Acknowledgment: The research was supported by the IPP PAS - IPGB SAS bilateral project ("Molecular analysis
of auxin distribution in oilseed androgenic embryos”) and VEGA 2-0062-11.
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DYNAMIKA TVORBY BIOLOGICKY AKTIVNYCH LATOK V DIVORASTUCOM
CHMELI OBYCAJNOM POCAS VEGETATIVNEHO RASTU

FORMATION OF BIOLOGICALLY ACTIVE COMPOUNDS IN WILD HOPS
DURING VEGETATIVE GROWTH
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Wild hops constitute a valuable source of genes for hop breeding as well as they may serve as sources of pharmacologically
interesting or biocide compounds. In the present study we evaluated during the vegetative growth period the total polyphenol
and flavonoid contents of hop extracts derived from leaves of wild grown plants from six different localities in western
Slovakia, and tested their potential antimicrobial activity against selected phytopathogenic bacteria using a Biolog™
microtitre plate method. Total polyphenol contents in leaf extracts ranged from 8.8 mg.g”' to 64.8 mg.g”' DM in the period of
2010 june to september. Flavonoid contents in extracts ranged from 0.05 mg.g”' to 0.20 mg.g”' DM. The Biolog™ assay
showed antimicrobial activities against GN bacteria Rhizobium radiobacter strain CCM 2928 and Xanthomonas vesicatoria
strain CCM 2102, but not against the GP species Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis strain 1032.

Key words: wild hop, polyphenols, flavonoids, antimicrobial activity

UvVOD

Chmel’ oby¢ajny (Humulus lupulus L.) je dvojdoma popinava trvaca rastlina z ¢elade konopovitych
(Cannabaceae). V pol'nohospodarskej vyrobe sa pestuju iba samicie rastliny chmel'u, pretoze ich kvetenstva
(nazyvané $istice alebo hlavky) obsahuju zivice a esencidlne oleje ddlezité z pivovarnickeho hl'adiska. Alfa-
horké kyseliny zo zivic st zdrojom horkosti piva, zatial' ¢o esencialne oleje poskytujii pivu arému a chut’
(RYBACEK a kol., 1999).

Divorastici chmel je rozsireny v oblastiach Severného mierneho pasma od Japonska, Azie a Eurdpy az po
Severnu Ameriku. Pre Eurdpu je charakteristicky a aj u nas rastie vo vol'nej prirode chmel’ oby¢ajny eurdpsky
(H. lupulus var. lupulus). Je to trvaca bylina, ktora rastie prevazne vo vlhkych krovinach, na okrajoch lesov, v
luznych lesoch, jel§inach, pozdiz vodnych tokov a v mokrych prickopach na hlinitych a dusikatych podach
prevlihéenych spodnou vodou. Divorastice rastliny chmel'u predstavuji dolezity zdroj génov pre Slachtenie
(NESVADBA a KROFTA, 2009) a st aj potencidlnym zdrojom zaujimavych prirodnych zlucenin pre
farmakologické ako aj iné netradi¢né vyuzitia chmel'u (STEVENS a kol., 2000).

Viaceré chemické komponenty chmel'u su zname svojou antimikrobialnou aktivitou. Okrem horkych kyselin
zo Sistic (Tillman a kol., 2011) k nim patria aj polyfenoly a flavonoidy (SHINADA a kol., 2007; CHOI a kol.,
2011), ktoré sa vyskytuju jako v Sisticiach, tak aj v zelenych Castich rastlin. Cielom nasej prace bolo stanovit’
obsah celkovych polyfenolov a flavonoidov v listovych extraktoch vybranych divorasticich rastlin chmelu
pozberanych z roznych lokalit zdpadného Slovenska a otestovat’ moznost’ stanovenia antimikrobidlnej aktivity
tychto extraktov vodi vybranym fytopatogénnym mikroorganizmom pomocou Biolog™ mikroplatni¢kovej
metody.

MATERIAL A METODY

Rastlinny a mikrobiologicky material

V praci bolo pouzitych 6 genotypov divorasticeho chmel'u oby¢ajného (H. lupulus L.) pozberaného v r. 2010
20 6 rdznych lokalit zapadného Slovenska: lokalita 1 — Bernoldkovo extravilan, lokalita 2 — Bernolakovo Cierna
voda, lokalita 3 — Leopoldov extravilan, lokalita 4 — Piestany Vah, lokalita 5 — PieStany intravilan, 6 — Svity Jur
— extravildn. Listové vzorky z rastlin volne rastucich v prirode boli odobrané v 4 terminoch, zodpovedajticich
Styrom vyvinovym $tadiam rastlin: tvorba bo¢nych vyhonkov (jun), zaciatok butonizacie (jul), zaciatok tvorby
kvetenstiev (august) a $tadium zrelych §istic (september).

Metanolové extrakty z vysusenych listov boli pripravené postupom podl'a PSENAKOVA a kol. (2010).

Na testovanie vplyvu chmelovych extraktov na fytopatogénne mikroorganizmy boli pouzité gram-negativne
baktérie Rhizobium radiobacter kmeti CCM 2928, Xanthomonas vesicatoria kmeiit CCM 2102 a gram-pozitivna
baktéria Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis kmen 1032. Vsetky pouzité baktérie boli zo zbierky
fytopatogénnych a referencnych mikroorganizmov CPPB Vyskumného uUstavu rastlinnej vyroby v Prahe —
Ruzyné (CR).
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Stanovenie polyfenolov

Obsah celkovych polyfenolov v metanolovych extraktoch zlistov divorasticeho chmelu bol stanoveny
modifikovanym postupom podla SINGLETONA a ROSSIHO (1965) avyjadreny ako ekvivalent kyseliny
galovej na 1g suchej hmoty (DM) listov.

Stanovenie flavonoidov

Obsah celkovych flavonoidov v metanolovych extraktoch z listov divorasticeho chmel'u bol stanoveny
modifikovanym postupom podla RAKOTOARISONA a kol. (1997) a vyjadreny ako ekvivalent kvercetinu na
1g suchej hmoty rastlinného materialu.

Stanovenie antimikrobialnej aktivity

Na vyjadrenie antimikrobidlnej aktivity extraktov z listov divorasticeho chmelu bol otestovany novy postup
pouzitim mikrotitraénych platni¢iek GP a GN systému Biolog™ (Biolog, Inc., Hayward, USA). Do komérok GP
a GN mikroplatniGiek obsahujiicich rézne zdroje uhlika boli napipetované 107 a 107 riedenia metanolovych
extraktov chmel'u, pridana suspenzia 10® buniek testovaného mikroorganizmu a mikroplatni¢ky boli inkubované
96 h v termostate pri 28°C. V 24 h intervaloch bol stanovovany pocet utilizovanych substratov (parameter CMD)
apriemerna absorbancia v komoérkach pri OD = 590 nm (parameter AMR) (KASSEM akol., 2008).
Antimikrobidlna aktivita chmelovych extraktov bola odhadovana podla stupna poklesu oboch parametrov
(CMD a AMR) voci dvom kontrolam (bez pridavku extraktu a s pridavkom iba metanolu).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Obsahy celkovych polyfenolov v listovych vzorkach 6 genotypov divorasticeho chmelu obycajného
z roznych lokalit zdpadného Slovenska pocas ich vegetaéného vyvoja (od juna do septembra 2010) (obr. 1A) sa
pohybovali od 8,8 mg.g” (lokalita 1, jul) do 64,8 mg.g” DM (lokalita 3, august). Koeficienty variacie pre obsah
a septembri (18,6%). URGEOVA a POLIVKA (2009) publikovali obsahy celkovych polyfenolov v listoch 6
komer&nych odréd z polnej kolekcie génovych zdrojov chmel'u v CVRV Piestany v rozmedzi 3,0 — 14,3 mg.g”'
DM, ked’ vzorky boli z juna a septembra 2008. Podl'a CEH a kol. (2007) najvysie obsahy polyfenolov v listoch
komerénych odréd chmel'u su v obdobi jul az august. Pri divorasticom chmeli nase vysledky takyto trend
nepotvrdili.

Obsahy celkovych flavonoidov v listovych vzorkach 6 genotypov divorasticeho chmel'u z vybranych lokalit
zapadného Slovenska v obdobi od juna do septembra 2010 (obr. 1B) sa pohybovali od 0,05 mg.g™ (lokalita 5,
jul) do 0,20 mg.g” DM (lokalita 1, jul), ¢o su hodnoty nizsie nez zistili URGEOVA a POLIVKA (2009) pri 6
komeré&nych odroddch chmel’u pocas vegetacnej periddy v r. 2008 (0,10 — 6,37 mg.g” DM). Koeficienty variacie
pre obsah flavonoidov boli, podobne ako pri obsahu polyfenolov, najvyssie v juli (CV = 58,5%) a v auguste (CV
= 23,7%) a najnizsie v juni (CV = 14,9%) a septembri (3,9%).

Extrakty z listov divorastiiceho chmel’u v riedeni 107 a 10~ posobili inhibiéne na oba testované GN baktérie
(Obr. 2), s vynimkou extraktov z lokalit 2 a 3 na bunky R. radiobacter, a z lokality 4 na X. versicatoria.
Vhodnejsie na zachytenie G¢inkov latok obsiahnutych v extraktoch chmel'u na testované GN mikroorganizmy
bolo riedenie 107, Testovanie uéinkov chmelovych extraktov z listov divorasticich rastlin na GP baktériu C.
michiganensis subsp. michiganensis pomocou Biolog™ systému nepotvrdilo antimikrobidlnu aktivitu voéi
tomutu GP mikroorganizmu.

ZAVER

Stanovenie obsahov celkovych polyfenolov a flavonoidov v listovych extraktoch 6 genotypov divorastiiceho
chmel’'u obyc¢ajného z réznych lokalit zapadného Slovenska naznacujii vyssi obsah celkovych polyfenolov nez
bolo stanovené v listoch komerénych odrod chmelu z porovnatelného obdobia vegetaéného rastu, ale nizsi
obsah celkovych flavonoidov. Variabilita v obsahu tychto biologicky aktivnych latok pri divorasticom chmeli
bola vyssia v obdobi najaktivnejSieho rastu rastlin (jul, august), nez v obdobi na zaciatku (jun) a na konci
(september) vegetatnej periddy. Systémom Biolog™ bola stanovend antimikrobialna aktivity chmelovych
extraktov vo¢i GN fytopatogénnym mikroorganizmom R. radiobacter a X. versicatoria, ale nie GP baktérii C.
michiganensis subsp. michiganensis.
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Obrazok 1: Obsah celkovych polyfenolov (A) a flavonoidov (B) v listovych extraktoch divorastiiceho chmel’'u oby¢ajného zo
6 roznych lokalit zdpadného Slovenska v 4 terminoch odberu vzoriek pocas vegetatného obdobia. Legenda: lokalita 1 —
Bernolakovo extravilan, lokalita 2 — Bernolakovo Cierna voda, lokalita 3 — Leopoldov extravilan, lokalita 4 — Pieitany
Vah, lokalita 5 — Piestany intravilan, 6 — Svéty Jur — extravilan.
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Obrazok 2: Vplyv listovych extraktov divorasticeho chmel'u z lokality 1 (Bernolakovo, extravilan) na profil utilizacie C-
substratov (CMD) mikroorganizmami Rhizobium rhizogenes CCM2928 (A) a Xanthomonas vesicatoria CCM2102 (B).
Legenda: E2RR - pouzité riedenie chmelového extraktu 107 (E2) a testovany mikroorganizmus R. rhizogenes (RR); E2XV-
pouzité riedenie chmel'ového extraktu 107 (E2) a testovany mikroorganizmus Xanthomonas vesicatoria (XV); MEE2RR —
pouzité riedenie metanolu 10 (MEE2) a testovany mikroorganizmus R. rhizogenes (RR); MEE2XV — pouzité riedenie
metanolu 102 (MEE2) a testovany mikroorganizmus X. vesicatoria (XV); PURR — pouzity pufor (PU) a testovany
mikroorganizmus R. rhizogenes (RR); PUXV — pouzity pufor (PU) a testovany mikroorganizmus X. vesicatoria (XV).
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DYNAMIKA VYVOJA METABOLICKEJ DIVERZITY A RESPPIRACNEJ
AKTIVITY BAKTERALNYCH SPOLOCENSTIEV V RIZOSFERE TRANSGENNEJ
BT-KUKURICE

METABOLIC DIVERSITY AND RESPIRATION ACTIVITY DEVELOPMENT OF
BACTERIAL COMMUNITIES IN THE RHIZOSPHERE OF TRANSGENIC BT-
MAIZE

NATALIA FARAGOVA', JURAJ FARAGO? PETER MIHALCIK'

'Plant Production Research Center Piestany
*Univerzita sv. Cyrila a Metéda v Trnave

We evaluated the development of metabolic diversity and respiration activities of microbial communities in the rhizosphere
of two genetically modified hybrids of maize (DKC 4627YG, DKC 3946YGQ) containing a Bt-gene conferring resistance to
European corn borer, in comparison to the non-modified counterpart (DKC 3511). The transgenic as well as non-transgenic
maize hybrids were grown in field conditions at the Research station Borovce of RIPP Piestany. For microbiological
analyses using the GN- and GP-microtitre plates of Biolog™ system, soil samples from the rhizosphere and bulk soil were
collected in three time-points: before sowing, in spring (development of the 8" leaf stage), and in autumn (full maturity
stage). The growing of maize plants increased metabolic diversity and respiration activities of soil microorganisms in spring
compared to the pre-sowing level by 25% and 83%, respectively, in Bt-maize. The average respiration activity of bacteria in
rhizosphere samples of transgenic Bt-maize exceeded those of nontransgenic genotype by 10%. At full maturity stage,
decrease of both, metabolic diversity and respiration activity of microbial communities were recorded. In transgenic plants,
both the parameters decreased below the pre-sowing level, contrary to non-transgenic plats, where the decrease of both
parameters were less prominent.

Key words: Bt-maize, metabolic diversity, microbial community, respiration activity, rhizosphere

UvVOD

Zvysovanie poziadaviek na urodovy potencidl a znizovanie nakladov na chemicka ochranu pred skodcami
viedlo k vyvoju geneticky modifikovanej kukurice siatej s rezistenciou proti vijacke kukuri¢nej (Ostrinia
nubilalis) s vloZzenym génom z podnej baktérie Bacillus thuringiensis. Gény Cry z Bacillus thuringiensis
zabezpeCuju tvorbu J-endotoxinov (Bt-toxinov) v rastline, v podstate tych istych ako su v postrekoch.
V porovnani s pouzivanymi insekticidmi je tak uzito¢ny hmyz uchraneny (ICOZ a STOTZKY, 2008).

Rastliny kukurice s inkorporovanym génom, menej napadnuté vijackou kukuri¢nou, s aj menej napadnuté
fuzariami, producentmi nebezpeénych mykotoxinov. Insekt rezistentna Br-kukurica s ozna¢enim MON 810 je
jedinou geneticky modifikovanou plodinou, ktora je pestovana v Eurdpskej Unii vratane Slovenska (JAMES,
2009). Pre zabezpecenie ekonomického a agronomického Gispechu pestovania tychto geneticky modifikovanych
plodin je v8ak potrebné posudit’ rizika, ktoré mozu predstavovat’ pre I'udské zdravie a Zivotné prostredie (LEE
akol., 2011; LILLEY a kol., 2006; HEINK a kol., 2010; SANVIDO a kol., 2006). Ekologicka stabilita geneticky
modifikovanych plodin méze zavisiet od dynamiky vztahov rastlin s mikrobidlnymi spolocenstvami v pdde.
Rastliny prejavujii silny vplyv na podzemné mikrobialne spoloCenstva exudaciou organickych zlucenin,
odumieranim korenov (SMALLA akol., 2001) a pravdepodobne aj inymi mechanizmami (VIEBAHN a kol.,
2005).

MATERIAL A METODY

V experimente sme vyuzili geneticky modifikované hybridy kukurice MON 810 (DKC 4627YG, DKC
3946YG), svnesenym Bt-génom proti vijacke kukuri¢nej, produkujucimi protein CrylAb, ktory sa prirodzene
vyskytuje v podnej baktérii Bacillus thurigiensis a kontrolny nemodifikovany hybrid kukurice (DKC 3511).
Transgénne i netransgénne hybridy kukurice siatej sa pestovali na pozemkoch Vyskumnej stanice Borovce.
Podne vzorky z okolia korenov a rizosféry sa odoberali v troch terminoch (1. predsejbovy termin — pred
vysevom kukurice z pestovatel'skej pody; 2. jarny termin - v Case nasadenia 6smych listov; jesenny termin -
v Case plnej zrelosti). Podne vzorky sa spracovavali mikrobiologickymi postupmi podla IKEDA a kol. (2006).
Po homogenizacii a preosiati pddnych vzoriek cez 2 mm sito bola ¢ast’ vzorky vysuSena za ucelom stanovenia
susiny a Cast’ pripravend na biochemické analyzy. Pddne vzorky sa homogenizovali v 10 mM fosfatovom
roztoku na laboratornej trepacke pri otackach 200 rpm. Po centrifugacii ariedeni vzoriek sa supernatant
pipetoval do GN (pre gramnegativne baktérie) a GP (pre grampozitivne baktérie) mikroplatnic¢iek obsahujucich
95 rozlicnych zdrojov C (Biolog™, Inc., USA). Po inkubacii v biologickom termostate sa v 24-hodinovych
intervaloch stanovovala metabolicka diverzita mikrobialnych spolocenstiev (CMD) a priemerna respira¢na
aktivita C-zdrojov mikrobialnych spolocenstiev (AMR).
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VYSLEDKY A DISKUSIA

Pri hodnoteni metabolickej diverzity (CMD) a respiracnej aktivity (AMR) mikrobidlnych spolocenstiev
v podnych vzorkach geneticky modifikovanych anemodifikovanych rastlin kukurice siatej boli pri jarnom
ijesennom termine odberu zaznamenané Statisticky vyznamné rozdiely medzi jednotlivymi hybridmi (DKC
3511, DKC 4627YG, DKC 3946YG), typom podnych vzoriek (rizosférna a okolitd poda) a pouzitou
mikroplatnickou (GP, GN) Biolog™ systému (p < 0,01; p < 0,001).

Pestovanim transgénnych rastlin Bs-kukurice sa zvysila metabolicka diverzita mikrobialnych spolocenstiev
0 25 % v porovnani s predsejbovym rozborom. NajvysSou metabolickou diverzitou mikrobidlnych spolocenstiev
sa pri oboch terminoch odberu vyznacovali pddne vzorky pochaddzajiice z okolia korefiov netransgénneho
hybridu DKC 3511, ktoré prevysili oba transgénne hybridy Bt-kukurice 04 az 5 %. Metabolicka diverzita
mikroorganizmov v rizosfére bola vyssia pri oboch terminoch odberu v porovnani s metabolickou diverzitou
pddnej bioty v okolitej pdde. Vo vSeobecnosti bol v rizosférnych vzorkach odoberanych v jesennom termine
zaznamenany pokles metabolickej diverzity o 20 % v porovnani so vzorkami odoberanymi na jar. Podobne bol
medzi tymito dvoma terminmi odberu zaznamenany pri jesennom odbere aj pokles diverzity grampozitivnych
baktérii o 45 % a gramnegativnych baktérii o 20 %. Dynamika vyvoja metabolickej diverzity bakterialnych
spoloCensiev v rizosfére geneticky modifikovanych hybridov Bt-kukurice MON 810 (DKC 4627YG, DKC
3946YG) a kontrolného nemodifikovaného hybridu kukurice (DKC 3511) je naznacena na obrazku 1A.
Z obrazku 1A je zrejmé, ze pestovanie transgénnych hybridov kukurice DKC 4627YG a DKC 3946YG, na
rozdiel od netransgénneho hybrida, sposobilo pokles metabolickej diverzity pod troven predsejbovej diverzity.
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Obrazok 1: Dynamika vyvoja metabolickej diverzity (CMD) (A) a priemernej respiracnej aktivity (AMR) (B)
bakterialnych spoloéenstiev v rizosfére transgénnych (DKC 4627YG, DKC 3946YG) a netransgénnych (DKC
3511) hybridov kukurice siatej podl'a réznych terminov odberu.

Priemerna respiracna aktivita baktérii, odvodenych zo vzoriek transgénnych hybridov Bt-kukurice DKC
4627YG a DKC 3946YQG, pri jarnom termine odberu, prevySila netransgénny hybrid o 10 %. ZvySenie respiracie
baktérii pochadzajucich z podnych vzoriek netransgénneho hybrida DKC 3511 oproti transgénnym hybridom
bolo zaznamenané pri jesennom termine odberu. Pestovanim transgénnych rastlin Bz-kukurice sa zvysila
priemerna respiracnad aktivita pddnych mikroorganizmov o83 % v porovnani s predsejbovym rozborom.
Pestovanie geneticky nemodifikovanych hybridov kukurice DKC 3511 zvysilo respira¢nt aktivitu mikrobialnej
komunity o 67 % v porovnani s rozborom pddy vykonanym pred vysevom rastlin. Preukazne vyznamné rozdiely
(p < 0,001) boli sledované aj pri respiracnej aktivite medzi gramnegativnymi a grampozitivnymi baktériami. Pri
vsetkych rizosférnych i neriziosférnych vzorkach pochadzajucich ¢i uz z transgénnych alebo netransgénnych
rastlin kukurice siatej boli namerané vys$sie hodnoty oboch znakov pri jarnom aj jesennom termine odberu
v prospech gramnegativnych baktérii. V jesennom termine odberu sme zaznamenali pokles priemernej utilizacie
C-zdrojov od 32 (DKC 3511) do 105 (DKC 4627YG) % oproti jarnému terminu. Na obrazku 1B mozeme vidiet
podobny pokles jesennej respiracnej aktivity pod uroven predsejbovej utilizacie, sposobeny pestovanim
transgénnych hybridov kukurice, ako to bolo pozorované pri mikrobidlnej metabolickej diverzite.

Kolektiv autorov CORTET a kol. (2007) porovnavali vzajomny vplyv Bt-kukurice s r6znymi konvencnymi
odrodami kukurice na podnu mikrofloru. Bol zisteny urcity signifikantne negativny vplyv Bt-kukurice na
mikroartropody v pédach s vysokym obsahom ilu. Signifikantne vyssie odlisnosti boli vSak pozorované medzi
roznymi konvenénymi odrodami kukurice. Preto je diskutabilné , ¢i vplyv Br-kukurice je odrazom Br-toxinu
alebo len odrody. Na zaklade vysledkov bol sformulovany zaver, Zze vplyv Bt-kukurice na pddne
mikroorganizmy bol maly a =zapadal do ramca variability, ktora je ocakdvana v konvencnych
pol'nohospodarskych systémoch.
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Diverzita a aktivita bakteridlnych spoloCenstiev sa meni aj pocas vyvoja rastliny (HOULDEN a kol., 2008).
NavySe, v mnohych pripadoch rozdiely medzi rizosférnymi mikrobialnymi spolocenstvami spojenymi
s transgénnymi a parentalnymi netransgénnymi rastlinami sa ukazali byt do¢asné a zavislé na pritomnosti Zivych
rastlin (DUNFIELD a GERMIDA, 2003). Tieto tvrdenia su v silade s vysledkami BONADEI a kol. (2010),
podla ktorych vplyvy na mikroorganizmy obyvajice pddy s pestovanymi geneticky modifikovanymi rastlinami
st vo vSeobecnosti prechodné a spojené so Specifickymi rastovymi Stadiami rastlin.

ZAVER

Pestovanie transgénnych rastlin Bs-kukurice zvySilo metabolicka diverzitu podnych mikroorganizmov o 25
a ich respira¢nu aktivitu o 83 % v porovnani s predsejbovym rozborom pddy.

Najvyssou metabolickou diverzitou mikrobialnych spolocenstiev sa pri oboch terminoch odberu (jarny aj
jesenny) vyznacovali vzorky pochadzajuce z okolia koretiov netransgénneho hybridu DKC 3511, ktoré prevysili
oba transgénne hybridy Bt-kukurice 0 4 az 5 %.

Naopak, v jarnom termine odberu vzoriek, priemerna respiracna aktivita baktérii odvodenych zo vzoriek
transgénnych hybridov Bt-kukurice DKC 4627YG a DKC 3946YG prevysila netransgénny hybrid o 10 %.

Pestovanie transgénnych hybridov kukurice DKC 4627YG a DKC 3946YG, na rozdiel od netransgénneho
hybrida, spdsobilo pokles metabolickej diverzity a respiracnej aktivity bakteridlnych spoloCenstiev pod uroven
predsejbovej diverzity.
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AKTUALNE SCACHTENIE RUMANCEKA KAMILKOVEHO
(MATRICARIA RECUTITA L.) NA PRESOVSKEJ UNIVERZITE V PRESOVE

CURRENT BREEDING OF GERMAN CHAMOMILE (MATRICARIA RECUTITAL.)
IN UNIVERSITY OF PRESOV IN PRESOV

JOZEF FEJER!, IVAN SALAMONZ, DANIELA GRUCOVA!, TALEB AL-SHAMMARI'

'Katedra ekolégie, Fakulta humanitnych a prirodnych vied, Pre$ovské univerzita v Presove, 17. Novembra
1, 081 16 Presov, Slovenska republika, fejer@unipo.sk
2Centrum excelentnosti ekologie zivocichov a Cloveka, PreSovska univerzita v Presove, 17. Novembra 1,
081 16 Presov, Slovenska republika, salamon@fhpv-unipo.sk

Presov University in Presov, Slovakia has experimental fields where the research and breeding of medicinal and spice plants
are carried out. Matricaria recutita L. cultivated and selected on this field representate the plant material with a high content
of /-/-a-bisabolol and low content of bisabololoxide as components of essential oil. The content of /-/-a-bisabolol is
significantly higher than showed available resources of scientific literature. Comparison of morphological characteristics
have been presented differences in order to the variety of Bona, which is registered in Slovakia. The valuable commercial
properties (high content of /-/-a-bisabolol, low content of bisabololoxide, distinctness, uniformity and stability) are a
supposition for registration of this material as a new variety.

Key words: breeding, selection, Matricaria recutita, /-/-a-bisabolol, bisabololoxide

UvVOD

Rumancéek kamilkovy (Matricaria recutita L.) patri k jednym z najrozsirenej$ich a najvyznamnejsich druhov
Gelade astrovitych (Asteraceae) (Salamon 1992). Rumanéekovy &aj pripraveny zjeho kvetnych tborov sa
tradicne vyuZziva v l'udovom liecitel'stve. Existuje viacero odréd rumanceka alebo inych rastlin, s ktorymi si
mozeme ten pravy pomylit. Rumanéek kamilkovy (Matricaria recutita L.) sa da rozpoznat' podla vypuklej a
dutej strednej Casti kvetu s lupienkami smerujiicimi mierne nadol. Je povazovany za vseliek a vd’aka obsahu silic
posobi stahujuco, protizapalovo a dezinfekéne (Golparvar a kol. 2011). Bolo identifikovanych priblizne 120
zloziek pritomnych v sekundarnych metabolitoch rumanéeka vratane 28 terpenoidov, 36 flavonoidov a 52
dalsich latok, ktoré preukdzali farmakologické ucinky (Mann a Staba 1992; Golparvar akol. 2011).
Najdolezitejsie komponenty éterického oleja extrahovaného z kvetnych tiborov su terpenoidy /-/-a-bisabolol a
jeho oxidy a azulény vratane chamazulénu. V stredoveku ho dokonca §l'achtili na odrody so zdvojenym kvetom.
V stcasnosti sa vel'mi 'ahko rozmnozuje semenami.

Na Skolskom pozemku PreSovskej univerzity v PreSove dlhodobo prebieha vyskum a §lachtenie roznych
druhov lieCivych, aromatickych a koreninovych rastlin. Jednou z nich je aj rumancek kamilkovy (Matricaria
recutita L.). SPachtitel'ska praca pri tomto druhu bola zamerani na vytvorenie novej diploidnej odrody
rumanceka s vysokym obsahom /-/-a-bisabololu a nizkym obsahom bisabololoxidov A a B, pri sucasne vysokej
urode kvetnych uborov.

MATERIAL A METODY

Vychodiskovy material pre Slachtitelska pracu bol vyselektovany z diploidnej odrody BONA. Pre
dosiahnutie stanovenych cielov - vysoky obsah /-/-a-bisabololu a nizky obsah bisabololoxidov A a B, boli
zvolené konven¢né metddy - individudlny vyber a sktSanie potomstiev rastlin s najlepsimi pozadovanymi
vlastnostami metodou strednej hriadky (obr. 1 a2). Na zaklade laboratérnych testov sa vybrali najvhodnejsie
rastliny pre zvoleny smer §l'achtenia na testovanie v pol'nych podmienkach. Pokusy sa vyhodnotili na zaklade
urodnosti, obsahu silice a v nej /-/-a-bisabololu a bisabololoxidov A a B z rastlin — potomstiev vyselektovanych
individuélnych rastlin (kmenovych matiek).

Obr. 1 Rozklad populécie cudzoopelivych rastlin na rodiny Obr. 2 Schéma metddy strednej hriadky
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Na pokusnych rastlinach sa uskuto¢nili hodnotenia morfologickych znakov na postdenie odli§nosti,
vyrovnanosti a stalosti, ktora je podmienkou registracie novej odrody. Znaky boli posudzované podl'a testovacej
prirucky UPOV TG 152/4. Zber kvetnych uborov sa konal vo faze plného kvitnutia. Kvetné ubory sa zbierali
ruéne z celej parcelky. Nasledovalo ich vazenie a suSenie. Z vysusenych kvetov sa odoberali vzorky na analyzu
obsahovych latok. Podobne sa postupovalo pri druhom zbere, ktory sa uskutoénil 16 dni po prvom. Z kazdého
variantu boli zalozené mnozZenia s plochou 2 m” za i¢elom ziskania osiva.

VYSLEDKY A DISKUSIA

V doésledku zvySujucej sa poziadavky farmaceutického a kozmetického priemyslu je ddlezité zabezpecit
dostatoéné mnoZstvo ziadanych druhov lieivych rastlin v potrebnej kvalite. Stidie diverzity genetickych
zdrojov predstavuju zakladny a nevyhnutny krok v programe $lachtenia rumanceka kamilkového (Matricaria
recutita L.). UrCenie pozadovanych vlastnosti a ich vztah k produkcii a zlozeniu éterického oleja je dolezité pri
Slachteni rumanceka (Golparvar a kol. 2011).

Pri hodnoteni novoslachtenca s porovnavanou odrodou Bona sa okrem morfologickych znakov (Tab. 1)
pozornost’ sustredila najmé na obsahové latky pritomné v éterickom oleji rumanceka (Tab. 2). Obsah silice bol
u kandidatskej odrody ako aj kontrolnej v priemere dvoch rokov rovnaky v mnozstve 0,67 %. U obidvoch
dosahoval rozsah uvadzany v literatire ako optimalny od 0,2 — 1,9 % (Bradley 1992, Mann a Staba 1992).
Chamazulen, /-/-a-bisabolol, bisabolol oxid A a B a farnezén su najddlezitejSie zlozky éterického oleja (Pirzad
a kol. 2006; Gosztola a kol.2006). Kandidatska odroda dosiahla v roku 2011 pri jednom pokusnom variante
najvyssiu hodnotu /-/-a bisabololu az 61,2 %, kym porovnavacia odrody Bona len 41,1 %. Obsah bisabolooxidov
(A aj B) bol zas vyrazne niz§i u novoslachtenca (v priemere do 3,0 % %) v porovnani s odrodou Bona (v
priemere 8,3 a 12,3 %). Obsahy chamazulénu a farnezénu boli v oboch odrodach porovnatel'né.

Tabulka 1: Hodnotenie morfologickych znakov novoslachtenca a porovnavacej odrody podla testovacej

prirucky UPOV TG/152/4
Cislo Hodnoteny znak Stupeii prejavu
znaku
Bona PO-MATRI REC-1
5. Stonka: antokyanové Stredné 5 Slabé 3
sfarbenie
7. List: intenzita zelenej Stredna 2 Svetla 1
farby
12. Kvetny ubor — obsah Vysoky 3 Vysoky 3
/-/-0. bisabololu 38-40 % 50 -55%

Poznamka: Znaky boli hodnotené podla testovacej prirucky UPOV TG/152/4. Znak 12. Kvetny tibor — obsah
/-/-a bisabololu v éterickom oleji je pri porovnavacej odrode Bona a kandidatskej odrode hodnoteny stupiiom prejavu 3 —
vysoky. Podl'a testovacej prirucky je pre tento znak pri stupni prejavu vysoky stanovena hodnota obsahu /-/-a bisabololu
v éterickom oleji nad 30 %. Obsah tejto vyznamnej zlozky rumancekovej silice bol v priebehu testovania pri odrode Bona
zisteny v rozmedzi 38 — 40 %. Pri kandidétskej odrode PO-MATRI_REC-1 bola namerané hodnota v rozsahu 50 — 55 %.

ZAVER

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

Na zéklade vysledkov doterajSich experimentov a po celkovom morfologickom zhodnoteni pokusného
rastlinného materialu rumanceka kamilkového (Matricaria recutita 1.) bola vypracovana technicka
dokumentacia potrebna pre prihlasenie novej odrody do registratného konania, ktora je pri tomto rastlinnom
druhu dobrovolna. Na zaklade vysledkov chemickych analyz, urody kvetnych uborov a morfologickych
hodnoteni boli vybrané najlepSie kmene, ktoré tvoria zaklad osiva pre registraéné konanie, d’al§ie mnozenie
a udrziavacie $lachtenie.

Tabul’ka 2: Priemerny obsah komponentov éterického oleja v % v novoslachtenci a porovnavacej odrode Bona
v roku 2010 a 2011 stanovené analyzou GC/FID, GC/MS

r. 2011
Obsahové zlozky - 2010
éterického oleja Bona PO-MATRI REC-1 Bona PO-MATRI REC-1
CG/FID GC/MS GC/FID GC/MS GC/FID | GC/MS | GC/FID GC/MS
/-/-a bisabolol 42,2 40,0 52,3 52,2 38 40 53,5 58,5
chamazulen 23,5 17,0 19,1 18,9 17 13 19 17
bisabololoxid — A 6,1 7,6 1,7 1,7 14 17 3,5 3,5
bisabololoxid — B 10,1 12,0 1,9 2,1 6,5 7,5 3,5 4,5
cis - spiroeter 7,3 12,0 10,8 15,0 8,5 11 9,5 11
farnesen 1,9 1,7 5,9 4,9 2,5 4,5 2,5 2,5
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PRILOHY

Obrazok 3: pokusy rumanceka — jeseti 2010 Obrazok 4: Pokusy rumanceka, zaciatok kvitnutia (2011)

Podakovanie: Prispevok bol vypracovany v ramci riesenia projektu ITMS 2622020013 s nazvom ,, Vyuzitie
vyskumu a vyvoja na vyslachtenie novych kultivarov (prototypov) liecivych rastlin a ich odrodova registrdcia“
financovaného prostrednictvom Agentiry MS SR pre Strukturdlne 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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UCINKY BRASSINOSTEROIDOV NA TOXICITU MEDI U VYBRANYCH
KULTIVAROV SLNECNICE ROCNEJ
EFFECTS OF BRASSINOSTEROIDS ON COPPER TOXICITY OF SUNFLOWER
CULTIVARS SELECTED

ANGELIKA FILOVA', OKSANA SYTARZ,,JANA FERENCOVA',
VLASTA HUDECOVA'

Slovenska pol'nohospodarska univerzita v Nitre

The goal of experiment was screening of 6 cultivars sunflower plants (Helianthus annuus L. Cv. Belinda, cv. Codiwer, cv.
ESPrim, cv. MAS 95, cv. MAS 97 and cv. Spirov) on copper toxicity with the possibility of elimination by
brassinosteroids. Lipid peroxidation is a biochemical marker for the free radical mediated injury. Character of changes in
lipid peroxidation (LP) depends on intensity of influence stressor and from plant sensitivity. In leaves of experimental plants
cultivars MAS 97 and SPIROV after Cu treatment by concentration 5 mM the level of malondialdehyde (MDA) content has
been increased on 11% and 30% respectively. The higher MDA content has been observed in leaves of cultivar ESPrim. In
the other experimental variants under Cu treatment content of MDA was on control level which evidence about more lesst
sensitivity these cultivars to Cu treatment. The combination of Cu+ BRs has been shown MDA content in leaves of all
experimental plants on control level which can evidence about protection effect of BRs under Cu treatment on the leaves of
experimental cultivars of sunflower plants.

Key words: copper, brassinosteroids, Helianthus annuus L.,chlorophylls, carotenoids, MDA

UVOD

Rastliny st v priebehu svojho zivota vystavené pdsobeniu mnohych stresovych faktorov biotickej
a abiotickej povahy (napr. tazké kovy), ktoré mozu nielen spomalovat’ ich Zivotné funkcie, ale takisto
poskodzovat’ jednotlivé organy a v krajnom pripade viest' k uhynutiu rastlin. Poésobenie stresovych faktorov
modze vyvolat’ urastlin oxidativny stres, charakteristicky prudkou prechodnou tvorbou velkého mnozstva
aktivnych foriem kyslika (AFK) ak poruSeniu rovnovahy medzi produkciou aodbuiravanim AFK.
Malondialdehyd (MDA) je produkt oxidacného poskodenia lipidov a je najlepSie preskiimany marker
oxidac¢ného stresu.

Med’ je aktivatorom enzymov, ktoré sa zicastiuji na metabolizme N a syntéze bielkovin. Pri nedostatku
medi sa zvySuje v bunkdch obsah volnych dusikatych latok na tkor tvorby bielkovin. Preto najmé pri
intenzivhom hnojeni dusikom je nevyhnutné, aby rastlina mala dostatok medi. Najvyssia zasoba medi je v
chloroplastoch, v ktorych pdsobi ako stabilizator chlorofylu. Nedostatok medi spdsobuje naruSenie procesu
fotosyntézy a dochadza k obmedzeniu intenzity rastu. Napriek fyziologickej dolezitosti medi, na druhej strane sa
nadmerné mnozstvo tohto prvku v pode stava stresovym faktorom pre rastliny. Toxicita medi voci rastlinam je
skutoéné preukazatelna. Hoci mnohé aspekty toxického u€inku medi na rastliny su objasnené, vysledky
niektorych fyziologickych a biochemickych analyz su kontroverzné. Zmeny v procesoch fotosyntézy a vodného
rezimu ovplyvnené uc¢inkom medi u rastlin z celade Asteraceae sa napriklad vyrazne odlisuju [1], [3]. Vysokl
variabilitu v kliceni semien napr. zaznamenali aj u r6znych hybridov slnecnice. Velka variabilita v reakcii rastlin
na tazké kovy prinasa stale nové otazniky, ktorych rieSenie méze zohravat’ délezita ulohu z hl'adiska zachovania
Cistoty zivotného prostredia a zdravia ¢loveka. Slnecnica vd’aka velkej biomase je vhodnou rastlinou na
dekontaminaciu pdd (fytoremediaciu), nakol’ko akumuluje zna¢nt ¢ast’ tazkych kovov v koretioch.

Brassinosteroidy (BRs) su steroidné fytohormony so Sirokym spektrom ucinkov. Pri vystaveni rastlin stresu
suchom ako aj tazkym kovom zlepsuji ich prezitie a zvySuji odolnost, a tym aj vynos. Odpoved rastlin
reguluju priamo (syntézou metabolitov) alebo nepriamo (indukciou antioxida¢nych zlicenin a enzymov), ¢asto v
interakcii s inymi fytohormoénami. Experimenty Studujice vplyv brassinosteroidov na reakciu rastlin
stresovanych napr. vodnym deficitom a toxicity tazkymi kovmi sa liSia v réznych parametroch. Ich spravna
interpretacia je preto zlozitd. Vd’aka lepsiemu pochopeniu mechanizmov ich pdsobenia, mézeme objavit’ nové
moznosti pre ich vyuzitie v pol'nohospodarskych biotechnoldgiach. Zaroven by malo pokracovat skumanie
inych aspektov, ako st prijem, transport a stabilita BRs, rovnako ako vyvoj analégov BRs s vysokou aktivitou.
Len so znalostou unikatnych mechanizmov odolnosti rastlin na stres a s predpovedatelnymi uc¢inkami v pol'nych
podmienkach, bude mozné v praxi vyuzivat' plny potencidl BRs . Vo vicsine $tidii demonstrujucich antistresové
ucinky BRs sa pouziva exogénne oSetrenie. Exogénna aplikdcia BRs je v sticasnosti beznou pol'nou metddou v
Japonsku, Cine, Rusku a Bielorusku [2].

Cielom naSich experimentov bolo posudit’ citlivost vybranej kultivarov slne¢nice voc¢i idénom medi
s moznost'ou elimindcie pomocou brassinosteroidov na zaklade fyziologickych charakteristik (obsah suSiny,
mnozstvo asimilaénych pigmentov ako aj MDA) a poukazat’ na mozné mechanizmy rezistencie tejto rastliny na
iony medi.
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MATERIAL A METODY

Pre nasu pracu sme pouzili 6 hybridov slne¢nice ro¢nej (Helianthus annuus L.): Belinda (FRA), Codiwer
(FRA), ESPrim (FRA), MAS 95 (SVK), MAS 97 (HUN) a Spirov (BUL), ktoré nam poskytla firma FINAGRO
spol. s.r.o. Bratislava. Sterilizované semena sme nechali napuciavat’ 24 hodin v destilovanej vode a nasledne
nakli¢ovali na Petriho miskach (@ 15 cm) s navlh¢enym filtraénym papierom v tme. Po 3 — 4 diioch nakli¢ovania
sme priblizne rovnako nakli¢ené semena zasiali do 15 1 plastovych nadob so zmesou raseliny a perlitu (v pomere
4:1), zaliatej destilovanou vodou, ktora zodpovedala maximalnej sorpcnej kapacite pddy (~1000 ml). Rastliny
sme nechali rast’ do Stadia zaciatku butonizacie — hviezdicky (32 den). Nasledne sme ich zaliali destilovanou
vodou (rastliny kontrolného variantu) alebo roztokmi obohatené o med o koncentracii 80 uM CuSO, .5H,0O
a posledny variant bola zvolena kombinacia Cu +BRs (80 uM CuSO, .5H,0 + 100 uM BRs). Zalievky v d’alsich
stadiach pokusu uz neobsahovali kov a ani brasinosteroidy. Aplikovali sme podl'a potreby iba destilovanu vodu,
ktorej mnozstvo zodpovedalo poloviénej davke maximalnej sorpénej kapacity substratu (500 ml). Po 10 dnoch
sme vyhonky oddelili od korenov, korene ocistili od pody a dokladne premyli vodou. Nasledne sme odmerali ich
dizku, Gerstvi a suchu hmotnost. Obsah chlorofylov a karotenoidov sme stanovili podl'a Lichtenthaler
a Wellburn [7] a prepocitali na 1 g listov. Pokus sme uskutocnili v troch opakovaniach. Ziskané tdaje sme
analyzovali matematicko-statistickymi metédami pomocou programu MS Excel. Signifikantnost’ rozdielov pri
porovnavani suborov sme stanovili Studentovym testom.

Analyza peroxidacie lipidov

Malondialdehyd (MDA) bol merany spektrofotometricky reakciou s kyselinou tiobarbiturovou. Rastlinny
material (korene 500mg a listy 200mg) sme homogenizovali v 3 ml 0.1 M trichléroctovej kyseliny (TCA). Zmes
bola zahriata na teplotu 95 °C po dobu 30 min a nasledne centrifugovana pri 10,000 x g za 5 min. MnoZstvo
MDA sme uréili podla Heath a Packer [6] pri vinovej dizke 532 nm a konverzii pomocou molarneho
extinkéného koeficientu 155 mM™.cm™ .

VYSLEDKY A DISKUSIA

Testované kultivary slne¢nice roénej vykazovali na zaklade testovanych parametrov, akymi su dizka a
hmotnost’ vyhonkov a cerstvd hmotnost’ koreflov, pomerne vysoku mieru tolerancie. Napriek tomu, ze Ziadne
vyrazné vizualne symptomy toxického tcinku kovu neboli zretelne vidite'né, detekovali sme zniZenie obsahu
susiny v korenioch (o 25 az 39 % menej v porovnani s kontrolou pri dvoch testovanych kultivaroch oSetrenych
Cu cv. MAS 97 acv. SPIROV). Z hl'adiska postdenia morfologickych parametrov jednotlivych kultivarov sa
javia ako najviac odolné, resp. tolerantné voci toxicite Cu cv. Belinda, cv. Codiwer a cv. MAS 95.

Osetrenie BRs plne kompenzovalo redukciu biomasy, zapri¢inenu toxicitou Cu. Zaznamenali sme zlepSenie

rastu korena u oSetrenych rastlin, v porovnani s neoSetrenymi rastlinami (kontrola a Cu stres). Yu et al. [8] a
ZHang et al. [10] pozorovali, ze aplikacia BRs zlepsila asimilaciu uhliku a dusiku stabilizdciou membranovych
Struktur v stresovych podmienkach, a tym aj celkovy rast a fotosyntézu rastlin.
Najcitlivejsie reagoval na davky medi fotosynteticky aparat cv. MAS 97, cv. SPIROV acv. ESPrim, ¢o sa
prejavilo redukciou obsahu najmé chlorofylu a (o 41%), chlorofylu b (o 22%) a karotenoidov (o 29 %).
Negativny dopad na efektivitu fotosyntetického aparatu je jednym z typickych znakov ucinku mnohych
abiotickych stresov ako sucho, vysoka teplota, a taktiez tazké kovy.

Brassinosteroidy indukuju zlepSenie ucinnosti fotosyntézy, ktoré moze byt spdsobené stomatalnymi alebo
nestomatalnymi faktormi, alebo ich kombinaciou. Vplyv BRs na vodivost prieduchov zaznamenali napriklad
Hayat et al. [5] a Fariduddin et al. [4]. Nestomatalne limitacie ucinnosti fotosyntézy mozu suvisiet' s
fotosyntetickymi pigmentmi, koncentraciou a aktivitou enzymu ribuldza-1,5-bisfosfat-karboxylaza/oxygenaza
(RuBisCO) a vyuzitim asimilaénych produktov. Yuan et al. [9] povazuju za prijatel'né vysvetlenie, Ze exogénna
aplikacia BRs zvySuje kapacitu asimilacie oxidu uhli¢itého v Calvinovom cykle prostrednictvom zvysenia
pociatocnej aktivity RuBisCO. V d’alSich experimentoch oSetrenie BRs zmiernilo zniZovanie obsahu chlorofylu
a asimilacnej rychlosti, zvysilo efektivitu fotosystému II a aktivitu enzymov ako RuBisCO, nitratreduktaza a
glutamin syntaza [10]. Karotenoidy st pigmenty chraniace chlorofyly pred foto-oxidacnym poskodenim. Ich
obsah klesa so stupajiicou uroviou oxidacného stresu zapric¢inenou toxicitou Cu u vsetkych kultivarov slne¢nice
ro¢nej a je vyrazne vyssi v rastlinach osetrenych BRs, v porovnani s kontrolnymi.

Na zéklade merani hladiny MDA je pravdepodobné, Ze BRs napomahaju efektivnemu vychytavaniu ROS
zvySenim aktivity systému antioxidacnych enzymov. Tvorba MDA a inych aldehydov v rastlinach vystavenych
toxickému stresu med’ou, je spolahlivym indikatorom vzniku volnych radikalov v pletivach rastlin a v
sucasnosti slizi ako indikator peroxidacie lipidov a zaroven miery poskodenia stresom ako st tazké kovy na
bunec¢nej trovni [2]. Kultivary odolné toxicite medi si schopné vychytavat’ volné radikaly a so zniZujicim sa
obsahom peroxidu vodika, je produkovaného menej MDA, v porovnani s citlivymi kultivarmi [5]. Na zaklade
ziskanych tidajov mozeme tvrdit, Ze medzi citlivé kultivary slnecnice patria MAS 97, SPIROV a ESPrim, ktoré
produkovali zvySené mnozstvo MDA (o 11 az 30% v porovnani s kontrolou).

Na druhej strene medzi tolerantné kultivare slnecnice voci toxicite Cu patria Belinda, Codiwer a MAS 95.
Uveden¢ kultivary produkovali niz§i podiel MDA v porovnani s kontrolnym variantom.

100



Nové poznatky z genetiky a §l'achtenia pol'nohospodarskych rastlin Zbornik z 18. vedeckej konferencie, Piestany : VURYV, 2011

120 4
100 +
B3 Ed
80 4
E - — O Control
-
& 60 - OCu
g’ B Cu+Brs
40 4
20 A
0
Belinda Codiwer ESPrim MAS 95 MAS 97 SPIROV

Obrazok 1: Obsah MDA v listoch slneénice roénej v podmienkach stresu Cu a oSetrené brassinosteroidmi
Figure 1. MDA content in sunflower leaves under effect of Cu stress and of Brassinosteroids treatment

Kombinaciou Cu + BRs sme zaznamenali znizeny obsah MDA v listoch vSetkych kultivaroch slne¢nice ro¢nej,
¢o naznacuje moznu eliminéciu toxicity medi u rastlin slne¢nice pouzitim exogénnej aplikéacie brasinosteroidmi.

ZAVER

Mnohé aspekty toxického ucinku medi na rastliny st objasnené, vysledky niektorych fyziologickych a
biochemickych analyz st vSak kontroverzné. Zaroven vysoka variabilita reakcii rastlin na iény tazkych kovov v
zéavislosti od genotypu komplikuje jednoznacnost’ zaverov. Hlbsie biochemické a molekularno-biologické
analyzy mozu prispiet’ k odhaleniu d’alSich moznych mechanizmov odolnosti slnecnice rocnej voci ibnom medi
popr. inych tazkych kovov. Siroké spektrum w¢inkov BRs, na rastliny stresované tazkymi kovmi, podnecuje
patrat’ po mechanizmoch a suvislostiach, ktoré vyvracaju staré koncepty a motivuju vyvoj novych metod.
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VLIV FLT NA RUST A VYVOJ ROSTLIN HRACHU A OKUREK

EFFECT OF FLUORANTHENE ON GROWTH AND DEVELOPMENT OF PEA
AND CUCUMBER PLANTS

HELENA FISEROVA!, MAREK KLEMS/, HELENA VfTKQVAl, LADISLAV HAVEL‘, STEPAN
ZEZULKA?, MARIE KUMMEROVA?, JAN TRISKA®, RUDOLF JILEK?

'Department of Plant Biology, Faculty of Agronomy, Mendel University, Zem&délska 1, 613 00 Brno
*Department of Plant Physiology and Anatomy, Institute of Experimental Biology, Faculty of Science, Masaryk
University, Kotlarska 2, 611 37 Brno
? Laboratory of Metabolomics and Isotopic Analysis, Global Change Research Centre AS CR, BraniSovska 31,
370 05 Ceské Budgjovice

Pea (Pisum sativum L.) and cucumber (Cucumis sativus L.) plants were cultivated with a supplement of fluoranthene. During
their growth and development, the following parameters were monitored: production of stress factors, i.e. ethylene, carbon
dioxide and abscissic acid, quantum yields of photosynthesis, and yield-forming components. Contents of FLT in fruit and
seeds were estimated as well. It was found out that stress markers reflected the response of pea and cucumber plants to the
presence of FLT in a different manner and that FLT showed a negative effect on yield-forming components under study.
Cucumbers accumulated up to hundred times more FLT than pea seeds.

Key words: ethylene, abscissic acid, quantum yield of photosynthesis, yield-forming components

UvoD

Polycyklické aromatické uhlovodiky (PAU, PAHs) jsou toxické latky znecistujici zivotni prostiedi, které se
dostavaji do lidského organismu jak respiratnim pfijmem ze znecisténého ovzdusi (PHILIPS, 2003), tak pozitim
kontaminovanych potravin (COCCO et al., 2007) a vody. Fytotoxické ti€¢inky PAHs a jejich dalsi transport v
rostling Ize sledovat kofenovym piijmem rostlinou (WEISMAN et al, 2010, KUMMEROVA et al., 2010,
ZHANG et al., 2010), nebo pfijmem plynnych PAHs listy v atmosféricky kontrolovanych podminkach (WILD
et al., 2006, DESALMEA et al., 2011). Dopad kontaminace ptid PAU na kli¢ivost a rust kli¢nich rostlin mize
byt jednim z faktorti pfirozené selekce a dokonce irostlinné evoluce. Zvysené zatizeni PAU mize byt
rozhodujicim faktorem pro budouci rozmanitost rostlinnych druhti v prostfedi a mize se ipodilet na vysi
ekonomického vynosu plodin (KUMMEROVA, SLOVAK, HOLOUBEK, 1997). Cilem nadi prace bylo
stanovit, jak PAU - fluoranten - ovlivituje rlist a vyvoj rostlin hrachu setého a okurky seté z hlediska navozeného
stresu a snizeni vynosotvornych prvkd, a jak se kumuluje v plodech a semenech rostlin.

MATERIAL A METODIKA

Semena hrachu odridy Zekon a okurek odridy Othello F1 byla umisténa do matraci z ¢edi¢ové plsti
(vyrobce Bomat — Hradec Kralové) vzdy po 2 kusech semen v 5 opakovanich na variantu. Po vysevu semen bylo
do varianty matrace nalito 2,5 1 roztoku Reid —York (1958) s 0, 0,1, 1 a 5 mg.l'l FLT. V obdobi kliceni a rustu
kli¢nich rostlin byla stanovena produkce etylenu a CO, — viz grafy la, 1b, 3a, 3b. Dale byl pravidelné u
fotosynteticky aktivniho listu méfen kvantovy vytézek elektronového transportu fotosystému PS II (grafy 4a,
4b), a vyska rostliny (grafy Sa, 5b). K zavéru pokusu byl vyhodnocen pocet nasazenych kvéti a pocet
vyvyjejicich se plodl a semen (grafy 6a, 6b). V plodech a semenech byl stanoven obsah FLT (grafy 7a, 7b) a v
apikalnich listech rostlin byl stanoven obsah ABA (grafy 2a, 2b).

VYSLEDKY A DISKUZE

Nejvyssi koncentrace FLT snizuje produkci etylenu (graf la, 1b) jak u kli¢ich semen hrachu a okurek a
vyvijejicich se mladych rostlin. Rostliny hrachu se s pfitomnosti FLT dfive vyrovnavaji — vyssi produkce
etylenu nez u kontrolni varianty. Rozdily jsou patrné i v obsahu ABA v apikalnich listech rostlin v zavéru
pokusu (graf 2a, 2b), kdy u hrachu je obsah ABA vlivem FLT snizovan a naopak u rostlin okurek statisticky
prikazné zvySovan, coz koresponduje s produkei etylenu u mladych rostlin.
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Produkce CO, (graf 3a, 3b) je fluorantenem zpocatku zvySovana a v zavéru tydne se oproti kontrole snizuje.
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FLT snizuje kvantovy vytézek fotosyntézy a zkracuje statisticky prikazné délku rostlin (grafy 4a, 4b, 5a, 5b).
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V grafech 6a, 6b jsou uvedeny vynosotvorné prvky u hrachu a okurky. FLT snizuje pocéet vykli¢enych rostlin a
pocet kvétl u okurek, u hrachu pocet nasazenych luskt a jejich hmotnost.

103



Nové poznatky z genetiky a $l'achtenia ponohospodarskych rastlin Zbornik z 18. vedeckej konferencie, Piestany : VURV, 2011

= v 5 - v — vynosotvorné prvky - okurka seta

> 40vynosotvorne prvky - hrach se S30 y prvky

g g graf 6b

B @20

g 820

£ 3

€

£ E10 | —’>

5 ]

Q Q0

2 g 04 ‘
pocet rostlin pocet kvéti pocet luskd sum. pocet rostlin  pocet kvétd pocet okurek sum.

hmotnost hmotnost/10
EwD0O0,1O1m®5 mg/lFLT mw oo0,1 o1 ms MYIFLT

Semena hrachu ziskana z rostlin péstovanych s pfidavkem FLT obsahuji do 30 pg/g FLT, méné FLT je obsazeno
v lusku rostlin (graf 7a), plody okurek ziskané z rostlin péstovanych na pridavku FLT obsahuji 10 x az 100 x
vice FLT nez semena hrachu (graf 7b). Pokozka plodu okurky obsahuje méné FLT nez cely plod.
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ZAVER

Rozdilné rostlinné druhy reaguji na stresové zatizeni s raznou citlivosti. FLT negativné ovliviuje
vynosotvoné prvky a v plodech okurky se kumuluje az 100 x vice této latky nez v semenech hrachu.

Podékovani:Prace vznikla za podpory grantu GACR - & 522/09/0239 and Project: CzechGlobe — Centre for
Global Climate Change Impacts Studies, Reg.No. CZ.1.05/1.1.00/02.0073.
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TECHNOLOGICKA KVALITA IZOGENNYCH LINIi PSENICE
TECHNOLOGICAL QUALITY OF WHEAT ISOGENIC LINES

SONA GAVURNIKOVA, SVETLANA SLIKOVA, EDITA GREGOVA
Centrum vyskumu rastlinnej vyroby Piestany

We investigated the effect of the high-molecular-weight new glutenin allele on dough properties using near-isogenic lines
(NILs) of three winter wheat cultivars (Torysa, Danubia and Hana). The differences were found between the NILs and the
corresponding recurrent parents in the gluten index. The NILs with the new allele showed gluten index lower than recurent
parents.

Key words: Isogennic lines, new glutenin alleles, SDS-PAGE

UvVOD

Pekarsku kvalitu pseni¢nej muky ovplyviiuju vysokomolekulové gluteninové podjednotky (HMW-GS) spolu
s nizkomolekulovymi gluteninovymi podjednotkami a gliadinmi. Zistit’ kladny alebo zaporny vplyv jednotlivych
HMW-GS je obtiazne, ale v sucasnosti je uz znamy vplyv ¢asto sa vyskytujiicich HMW-GS parov v odrodach na
pekarsku kvalitu pSenicnej muky. Na nasom pracovisku sme v doterajSich elektroforetickych analyzach
genotypov pSenice objavili novy, doteraz nepopisany alelicky par kédovany lokusom Glu-1B, ktorého vplyv na
pekarsku kvalitu nie je znamy. Cielom naSej prace bolo zistit' technologickll kvalitu muky vytvorenych
izogénnych linii a rekurentnych rodicov.

MATERAL A METODY

Na izogénnych liniach, ktoré boli ziskané 6-nasobnym spédtnym krizenim registrovanych odrod Danubia,
Torysa a Hana s genotypom Kotte a naslednou selekciou na pritomnost’ neznamej alely metédou SDS-PAGE
bola stanovena ich technologicka kvalita. Stanovenie bolo vykonané v dvoch opakovaniach pomocou tychto
metdd: obsah mokrého lepku a gluten index podl'a ICC Standard No. 155, sedimentacny index, Zelenyho test
podl'a STN ISO 5529, farinografické ukazovatele (vdznost’ vody, vyvin cesta, stabilita cesta, ¢islo kvality) podla
ICC Standard No. 115/1. Podl'a dosiahnutych hodnét jednotlivych parametrov, ktoré st stiCastou normy STN 46
1100-2: Zrno potravinarskej pSenice letnej, sme odrody pSenice zatriedili do prislusnych tried kvality.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Zakladné kvalitativne parametre NILs a rekurentnych odrdd st uvedené v Tabulke 1. Podl'a STN 46 1100-2
(2003): Zrno potravinarskej pSenice letnej zrno potravinarskej pSenice letnej zarad'ujeme do 4 tried kvality: E —
elitna, A — Standardné, B — ustanovuje minimalne poziadavky na kvalitu pre intervenény nakup pSenice, P —
pecivarenska.

Vsetky linie Hana x Kotte dosahovali vysSie hodnoty obsahu mokrého lepku voci kontrolnej odrode Hana,
pricom pritomnost’ gluteninovych podjednotiek N+N spdsobila najvyssi narast obsahu mokrého lepku, ale
znizila sa jeho kvalita, ¢o sa prejavilo na nizSej hodnote gluten indexu (55) voc¢i odrode Hana (89). Hodnota
gluten indexu vyjadruje percento hmotnosti mokrého lepku, ktory nepresiel sitkom po automatickom vypierani
a odstred’ovani. Ak je hodnota gluten indexu v intervale od 60 do 90, poskytuje optimalnu pekarsku kvalitu.
Muky s hodnotami 95 a viac st prili$ silné a muky s hodnotami menej ako 60 st prili§ slabé pre vyrobu chleba
(Curié et al. 2001). U vsetkych linii kontrolnych odréd s Kotte N+N sme zaznamenali pokles hodnét gluten
indexu voci kontroldm, ¢o ndm naznacuje, Ze pritomnost’ gluteninovych podjednotick N+N zhorSuje kvalitu
lepku. Linie Danubia x Kotte N+N a Danubia x Kotte 7+8 nedosiahli minimalnu hodnotu sedimentacného
indexu pre pSenicu na pekarske vyuzitie 22 ml. Z celkového hl'adiska najlepsiu kvalitu dosiahla linia Hana x
Kotte 7+8, ktord zodpovedala triede kvality E a aj farinografické hodnotenie dosiahla najsilnejsie.

NajvyraznejSiu zmenu vo farinografickom hodnoteni sme zaznamenali pri vSetkych liniach Hana x Kotte,
kedy sa oproti kontrole (Hana) vyrazne zvysila sila muky, zvysili sa hodnoty véznosti vody mukou, vyvinu cesta
i stability cesta, ¢o sa nasledne prejavilo vysokymi hodnotami ¢isla kvality. Izogénne linie odrody Torysa boli
podobné vo farinografickom hodnoteni ku kontrole.

ZAVER

Na zéklade celkového hodnotenia technologickej a pekarskej kvality analyzovanych izogénnych linii pSenice
letnej sa ukazalo, Ze izogénna linia Hana x Kotte dosiahla najvyssiu kvalitu z testovanych linii. VSetky tieto linie
dosiahli podla STN triedu kvality E a podl'a farinografického hodnotenia patria vSetky k silnym mukam. AvSak
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pritomnost’ gluteninovych podjednotiek N+N zhorSila kvalitu lepku u vSetkych linii, ¢o sa prejavilo znizenim
hodnét gluten indexu oproti kontrolnym vzorkam.

Tabulka 1: Zakladné kvalitativne parametre izogénnych linii pSenice

Obsah mokrého Gluten Sedimentacny index | Trieda kvality
Vzorka | Kombinacia | Glu-1B lepku v susine index podl'a Zelenyho podla
[%] [ml] STN 46 1100-2

Odroda Hana 7+8 28,1 89 44 E

NIL | HanaxKotie | "% 30,4 72 45 E

NIL Hana x Kotte N+N 32,5 55 46 E

NIL Hana x Kotte 7+8 30,7 85 49 E
Odroda Danubia 7+8 25,6 34 22 B

NIL | Danubia x Kotte I\;:I;’ 24,1 29 22 B

NIL | Danubia x Kotte| N+N 24,1 12 18N N

NIL | Danubia x Kotte | 7+8 25,1 25 21N N
Odroda Torysa 7+8 26,1 62 30 A

N+N;

NIL Torysa x Kotte 748 23,9 43 22 B

NIL | Torysax Kotte | N+N 26,2 30 24 B

NIL | Torysa x Kotte 7+8 23,6 71 25 B

N-nevyhovuje Ziadnej triede kvality pSenice

Tabul’ka 2: Farinografické parametre izogénnych linii pSenice

Viznost vody . .
mukou pre 500 | Vyvin cesta Stabilita Farinogr.
Vzorka | Kombinacia Glu-1B p yvin cesta ¢islo Sila muky
FU [min] [min] kvalit
[%] Y
Odroda Hana 7+8 58,1 2,0 2,0 34 stredna
NIL | HanaxKotte | ' 59,4 22 52 76 silnd
NIL Hana x Kotte N+N 59,4 3,5 9,8 141 silna
NIL Hana x Kotte 7+8 59,3 2,2 18,7 200 silna
Odroda Danubia 7+8 54,5 1,4 2.9 60 stredna
NIL | Danubia x Kotte | '3 53,9 12 11 21 slaba
NIL |Danubia x Kotte| N+N 53,0 1,2 1,0 21 slaba
NIL |Danubia x Kotte| 7+8 53,4 2,0 5,1 91 stredné/silna
Odroda Torysa 7+8 55,9 1,5 1,2 24 slaba
NIL | Torysa x Kotte I\;Jf;’ 54,0 1,2 0,7 17 slaba
NIL | Torysa x Kotte N+N 54,6 1,4 1,5 24 slaba
NIL | Torysa x Kotte 7+8 54,1 1,4 1,0 21 slaba

Podakovanie: Tato studia vznikla vdaka podpore v ramci OP Vyskum a vyvoj pre projekt: Vyvoj novych typov
rastlin s geneticky upravenymi znakmi hospoddarskeho vyznamu ITMS: 26220220027, spolufinancovany zo
zdrojov Europskeho fondu regiondlneho rozvoja.
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DIVERSITY AND GENETIC STRUCTURE OF APPLE CHLOROTIC LEAF SPOT
VIRUS ISOLATES INFECTING STONE FRUIT (PRUNUS SPP.) IN SLOVAKIA

VARIABILITA A GENETICKA STRUKTURA IZOLATOV VIRUSU
CHLOROTICKEJ SKVRNITOSTI JABLONE NA KOSTKOVINACH (PRUNUS
SPP.) NA SLOVENSKU

MIROSLAV GLASA, LUKAS PREDAJNA, OTAKAR KUDELA, ZDENO SUBR
Institute of Virology, Slovak Academy of Sciences, Dubravska cesta 9, 84505 Bratislava, Slovakia

A Trichovirus, Apple chlorotic leaf spot virus (ACLSV) is one of the pathogens that spreads through infected planting
material and can infect Prunus trees. In this work, the ACLSV variability was assessed by partial sequence analysis of 3
isolates recovered from plums and peach in Slovakia. Comparison of complete sequences of the capsid protein gene (579 bp)
of Slovak ACLSYV isolates showed that they shared similarities ranging from 76.4 to 84.6% and 71.0 — 91.2% at the
nucleotide and the aminoacid levels, respectively. Moreover, a high intra-isolate variability within respective ACLSV isolates
could be highlighted.

Key words: ACLSV, genetic diversity, RT-PCR

INTRODUCTION

Genetic variability is an essential feature of RNA viruses, which are characterized by high mutation rates
resulting from the lack of proofreading activity of their RNA-dependent RNA polymerases. This process can
lead to the emergence of new viral strains and variants better adapted to the ever-changing environmental
conditions or with an increased fitness in their natural hosts. The fast mutation and large population size of RNA
viruses produce populations of viral genomes known as quasispecies (Garcia-Arenal et al., 2001).

Apple chlorotic leaf spot virus (ACLSV) belonging to the genus Trichovirus, family Betaflexiviridae, is one
of the most important viruses infecting Prunus trees. The infection is mostly symptomless, but the virus could
also induce a highly diverse symptomatology, including false plum pox (causing erroneous visual detection of
sharka disease) or severe graft incompatibilities in some Prunus combinations in nurseries. The severity of
symptoms caused by ACLSV depends largely on the plant species and virus isolate (German et al., 1990; Al-
Rawahnin et al., 2004).

In this work, the ACLSV variability was assessed by partial sequence analysis of 3 isolates recovered from
plums in Slovakia.

MATERIAL AND METHODS

Commercially available antibodies (Bioreba) were used for the detection of ACLSV by DAS-ELISA in leaf
samples from Prunus trees. Two plum isolates (SK_BUD_plum and SK92 plum) originated from Bratislava and
Dunajska Luzna, respectively. The SK196 peach was recovered from peach orchard in Dolné Plachtince.
Random primer-synthesized cDNA was used for amplification of the complete ACLSV capsid protein (CP) gene
and 3’terminal noncoding region (ca. 800 bp) using proofreading Takara Ex Taq polymerase (Takara) and
primers 5'CAAGAGARTTTCAGTTTGCTCG3 (sense, designed for the purpose of this work) and
5’AAGTCTACAGGCTATTTATTATAAGTCTAAZ’ (antisense, Menzel et al. 2002). PCR amplification was
performed under the following cycling conditions: initial denaturation at 94°C for 5 min; 35 cycles of 94°C for
45 s, 53°C for 45 s, and 72°C for 1 min; followed by a final extension step at 72°C for 10 min. PCR products
were either directly sequenced or cloned into the pGEM-T Easy cloning vector (Promega) according to the
manufacturer’s instructions. Ten randomly chosen clones were sequenced for each PCR product to study the
intraisolate diversity. Sequence analyses were performed using the Molecular Evolutionary Genetics Analysis
(MEGA v.4.1, Tamura et al. 2007) software. The sequences for comparison were retrieved from the Genbank
database (www.ncbi.nlm.nih.gov).

RESULTS AND DISCUSSION

Better knowledge of the genetic diversity and characterization of virus populations provides a major
contribution for understanding the complexity and epidemiology of the pathogen. In this work, we have
determined the 3 "terminal sequence of 3 ACLSV isolates recovered from plums, previously tested positive by
DAS-ELISA.

Comparison of complete sequences of the capsid protein gene (579 bp) of Slovak ACLSV isolates showed
that they shared similarities ranging from 76.4 to 84.6% and 71.0 — 91.2% at the nucleotide and the aminoacid
levels, respectively (Table 1). The CP sequences of 3 Slovak ACLSV isolates were collinear and the deduced
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capsid protein contained 193 aminoacids, with a calculated molecular mass of 21 524, 21 688 and 21 374 for
SK_BUD_plum, SK92 plum and SK196 peach, respectively (Fig. 1).

Neighbour-joining tree generated from the complete CP sequences obtained in this work and retrieved from
GenBank showed important variability within ACLSV. While SK BUD pl was phylogenetically related to
common European ACLSYV isolates, the isolates SK196 peach and SK92 plum have been found to be divergent
and clustered slightly away from main ACLSV groups (data not shown). The presence of genetically divergent
ACLSV isolates implies several introduction sources in Slovakia. Substantial heterogeneity of ACLSV
populations could be a reason for the obvious absence of biological phylogenetic grouping of virus isolates based
on host species and/or geographical origin (Nemchinov et al. 1995; Rana et al., 2010).

In order to characterize the complexity of the examined ACLSV isolates, the PCR products were cloned and
the number of different variants within each isolate was sequenced. Multiple alignment of sequences has
revealed two different situations. In case of the SK92 plum isolate, the intraisolate genetic distance reached
0.2% and was consistent with the quasi-species theory of RNA virus populations (presence of slightly divergent
minor variants around a dominant sequence). For the isolates SK BUD plum and SK196 peach, the intra-
isolate genetic distance reached 5.6% and 5.1%, respectively due to the presence of mixed infection of two
different variants within isolate population.

The quasispecies nature of RNA viruses may imply a high adaptative potential, allowing for the rapid
selection of biologically distinct variants with the highest fitness in new environments. It may result in dramatic
changes in the biological properties of the virus, with major epidemiological consequences (Garcia-Arenal et al.
2001).

CONCLUSIONS

Only sporadic incidence of ACLSV was found in Prunus trees during surveys of stone-fruit trees in Slovakia.
The complete CP sequence determined from 3 Slovak ACLSV isolates showed their genetic distinctness
(nucleotide identities reaching 76.4 — 84.6%) although all originated from Prunus trees. Moreover, a high intra-
isolate variability within respective ACLSV isolates could be highlighted.

Acknowledgements: This work was supported by the grant HUSK/0901/1.2.1/0126 of the Hungary-Slovakia
Cross-border Co-operation Programme through the European Regional Development Fund.
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Table 1: Pairwise comparison of complete nucleotide (below the diagonal) and amino acid sequences (above the
diagonal) of the CP of three characterised Slovak ACLSYV isolates. Identities are shown as percentages.

K1 h
SK_BUD plum SK92_ plum SK196_peac
SK BUD plum 91.2 68.4
SK92 plum 84.6 71.0
SK196 peach 76.4 77.2
AJ243438 MAAVLNLQLKVDADLKAFLGAEGRPLHGKTGVILEQILESIFANIAIQGTSEQTEFLGLTVEVKS
SK_BUD_pIUM  weeeeeeaen. S..... N L D.Vo....
SK92_plum ... Dot KDewunnon. PN D.Vo....
SK196_peach  .G.A.K..V..GG....... S o P c F c T DMV. . ...
AJ243438 MEDQKVIGSYNLREVVNLIKAFKITSSDQNINNMTFRQVCEAFAPEARNGLVKLKYKGVFTNLFT
SK_BUD plum  ....T.L..... Keoooeeee e T.. S e e
SK92_plum ... ._....... K.Mo.o.o.o. L..T.. P. Y R.o..... Y.
SK196_ peach ...... V.C..T.G._.KM..D..G._.FGL..CT..L..E...L...G.K....1..QRG.SHPY.
AJ243438 TMPEVGSKYPELMFDFNKGLNMF IMNKAQQKY I TNMNRPLLQTEFAKSENEAKLSSVSTDLCI
SK_BUD_plum e S
SK92_plum ...... (. Ho..-. Lo o | [
SK196_ peach PQ....G....l..._ H._.YTLFL.T.P.._..N....RP..N._.. ... . ...... H...T

Fig. 1: Multiple alignment of the deduced complete CP amino acid sequences of ACLSV isolates characterised
in this study and their comparison with reference sequence AJ243438 (identical amino acids are indicated by
dots).
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MOLEKULARNA CHARAKTERIZACIA IZOLATOV VIRUSU ZVINUTKY
VINICA-1 NA SLOVENSKU

MOLECULAR CHARACTERISATION OF GRAPEVINE LEAFROLL-
ASSOCIATED VIRUS-1 ISOLATES IN SLOVAKIA

MIROSLAV GLASA, LUKAS PREDAJNA
Virologicky ustav, Slovenska akadémia vied, Dubravska cesta 9, 84505 Bratislava

Although Grapevine leafroll-associated virus-1 (GLRaV-1) is one of the most important agents of the grapevine leafroll
disease, the data about its molecular variability are scarce. In order to obtain a picture of GLRaV-1 diversity in Slovakia, a
genome region encoding the central part of the capsid protein gene was amplified by RT-PCR from 15 GLRaV-1 isolates and
directly sequenced. Comparison of obtained sequences has shown the presence of 2 genetically different groups with the
nucleotide identities between isolates ranging from 83 - 99.6%. These results provide first data about molecular variability of
GLRaV-1 on the territory of Slovakia.

Key words: GLRaV-1, geneticka diverzita, RT-PCR, fylogenéza

UvoD

Virus zvinutky vini¢a-1 (Grapevine leafroll-associated virus-1, GLRaV-1) sa zarad’uje do rodu Ampelovirus
(¢elad’ Closteroviridae) (Habili et al., 2007). Virus sa prenasa ¢ervcami z ¢el'ade Cocciidae (Sforza et al., 2003)
a infikovanym rozmnozovatel'skym materialom. Kry napadnuté zvinutkou maju slabsi rast, typickymi priznakmi
su nadol stocené listy, medzizilové servenanie alebo zozltnutie listov, strapce si menSie a bobule obsahuju
menej cukru (Rayapati et al, 2008). GLRaV-1 patri medzi patogény, ktoré sa nesmu vyskytovat v
mnozitel'skom materiali vinica podl'a Nariadenia vlady SR (¢.49/2007), ktorym sa ustanovuju poziadavky na
uvadzanie mnozitel'ského materialu vinica na trh.

Genom GLRaV-1 tvori jednovlaknova RNA (19500 nukleotidov) aje organizovany do 10 otvorenych
¢itacich ramcov (ORF) (Fazeli & Rezaian, 2000; Little et al., 2001).

Vyskum genetickej variability a pochopenie vztahov medzi virusovymi kmeiimi a izolatmi je dolezitym
aspektom pri kontrole vir6z ako aj posudzovani rizika spojeného s rozsirovanim novych virusov alebo ich
variantov.

Hoci GLRaV-1 patri k najrozsirenej$im virusovym patogénom vinica vo svete, poznatky o jeho molekularnej
variabilite su znacne obmedzené a z nasho izemia takmer tplne chybaju (Kominek et al., 2005). V tejto praci
sme sa zamerali na detekciu GLRaV-1 na Slovensku a parcialnu geneticka charakterizaciu viacerych izolatov.

MATERIAL A METODY

Na analyzu boli pouzité vzorky jednoroc¢ného dreva viniCa zozbierané v mesiacoch januar-februar 2011 z
réznych vinohradov na Slovensku. Z jednoro¢ného dreva bolo naskrabané lykové pletivo, ktoré bolo nasledne
homogenizované v tekutom dusiku.

Vzorky boli najprv testované na pritomnost GLRaV-1 imunochemicky metdédou DAS-ELISA s pouZzitim
$pecifickych protilatok (Bioreba).

Totalna RNA z GLRaV-1-pozitivnych vzoriek bola vyizolovana pouzitim NucleoSpin RNA Plant kitu
(Macherey-Nagel). cDNA sa ziskala reverznou transkripciou pomocou AMV reverznej transkriptazy (Promega)
pouzitim nahodnych hexamérovych primerov (pdN6) a nasledne bola pouzita ako templat v Standardnej PCR
reakcii. Na amplifikdciu bol pouzity EmeraldAmp MAX PCR Master Mix (TaKaRa) za nasledovnych
podmienok: denaturacia 98°C 1 min, 35 cyklov (98°C 10 sek, 55°C 30 sek a 72°C 30 sek) a finalna elongacia
72°C 5 min). Pouzit¢ primery LRIf (5° TGAAGGGRCCGGGAGGTTAT 3°) alLRlrev
(5‘TTACCCATCACTTCAGCAC 3°) boli zacielené na centralnu ¢ast’ génu kédujiceho obalovy protein virusu
(CP). Amplifikované fragmenty boli precistené pomocou Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega)
a nasledne priamo sekvenované (Bitcet, PriFUK, Bratislava) Po odstraneni sekvencii primerov sa na analyzu
pouzil fragment dlhy 241 bp (nukleotidova pozicia 7139 — 7379 v AF195822). Sekvencna a fylogeneticka
analyza bola realizovana pomocou bioinformatického programu MEGA4 (Tamura et al., 2007).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Prvotny skrining pomocou DAS-ELISA dokazal vysoky vyskyt GLRaV-1 v testovanych rastlinach vinica
zroznych lokalit Slovenska (priblizne 40% testovanych vzoriek bolo GLRaV-1 pozitivnych). Zo vSetkych
vzoriek pozitivnych v DAS -ELISA sme ziskali o¢akévany fragment v PCR (280 bp).

Fylogeneticka analyza ziskanych CP sekvencii ukazala, Ze slovenské GLRaV-1 izolaty tvoria 2 odlisné
klastre (Obr. 1), o potvrdzuje vysoku geneticku diverzitu virusu na Slovensku.

110



Nové poznatky z genetiky a §l'achtenia pol'nohospodarskych rastlin Zbornik z 18. vedeckej konferencie, Piestany : VURYV, 2011

Porovnanie sekvencii ukazalo, ze nukleotidova zhoda slovenskych GLRaV-1 izolatov na amplifikovanom
useku gendomu dosahovala 83-99.6%.

Vysoka homoldgia medzi GLRaV-1 vklastri I bola zrejma na zéklade odvodenej aminokyselinovej
sekvencie, kde 10 z 13 GLRaV-1 izolatov vykazalo 100% identitu. Dva GLRaV-1 izolaty zklastra II sa
odlisovali od ostatnych slovenskych GLRaV-1 izolatov 2 $pecifickymi aminokyselinovymi zdamenami na pozicii
1 (Thr/Ser) a 44 (Val/lle) sekvenovaného useku.

Detailna genetickd charakterizacia GLRaV-1 izolatov cirkulujicich na Slovensku je nevyhnutnd na
pochopenie geografickej dynamiky a genetického vyvoja GLRaV-1 populacii, a poskytuje dolezité poznatky pre
vypracovanie efektivnej kontroly ochorenia a prijatie uc¢innych fytosanitarnych opatreni, vratane vyvoja a
optimalizacie Specifickych a citlivych diagnostickych procedur.

ZAVER

Na zéklade DAS-ELISA sme zistili Casty vyskyt virusu zvinutky vini¢a-1 (GLRaV-1) v sledovanych
vinohradoch na Slovensku. Analyza 15 ziskanych parcialnych CP sekvencii ukdzala, ze GLRaV-1 izolaty
cirkulujice na Slovensku mézeme zatriedit’ do dvoch geneticky odlisnych kmeiiov. Nase vysledky poskytuju
prvé poznatky o genetickej variabilite GLRaV-1 na izemi Slovenska.

Pod'akovanie: Tato praca bola podporena grantom VEGA 02/0030/10.
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Tabul’ka 1: Zoznam charakterizovanych izolatov GLRaV-1

Izolat Lokalita Odroda
SK02 Cachtice Tramin Cerveny
SK15 Pezinok Veltlinske
SK16 Pezinok Muller-Thurgau
SK18 Pezinok Muller-Thurgau
SK29 Pezinok Svitovavrinecké
SK30 Pezinok Veltlinske zelené
SK42 Pezinok Chrupka biela
SK45 Pezinok Chrupka biela
SK46 Pezinok neznama
SK47 Bratislava Veltlinske ¢ervené skoré
SK57 Oko¢ neznama
SK81 Topol&ianky Svitovavrinecké
SK85 Topol&ianky Pandnia Kincse
SK87 Topol&ianky Chrupka ruzova
SK103 Svity Jur neznama
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Obrazok 1: Fylogeneticka analyza slovenskych izolatov GLRaV-1 pomocou neighbour-joining metddy.
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KVALITATIVNI HODNOCENI CIROKU PRO BIOMASU
QUALITY ASSESSMENT OF SORGHUM FOR BIOMASS PRODUCTION

JIRf HERMUTH, DAGMAR JANOVSKA, ZDENEK STEHNO, ANNA PROHASKOVA

Oddé¢leni genové banky, Vyzkumny tstav rostlinné vyroby, v.v.i.

Sorghum genetic resources from the Gene bank in the Crop Research Institute in Prague were tested in replicated field trials
to evaluate production of biomass and its composition. Significant differences were detected among particular genotypes in
the periods till emergency and heading. However, such differences were not confirmed in the time till grain ripeness.
Similarly, no significant differences were found in plant high and dry matter production. High nitrogen content was identified
in the cultivar ,GK Zsofia® and genotype ,6 — bez taninu (cukrovy)‘. Check cultivar ,Latte’ had the highest content of
potassium but the lowest percentage of phosphorus.

The obtained results will be use for detail description of particular genetic resources and will serve for their possible practical
use.

Key words: sorghum, genetic resources, biomass production, biomass composition

UVOD

V pribéhu poslednich dvou dekad se zvysil zadjem o obnovitelné zdroje energie. Jednim z nejstarSich a
nejslibné€jsich zdroju energie je péstovani biomasy. Podle International Energy Agency (2011) se od roku 1980
zvySuje vyuziti biomasy jako zdroje energie kazdy rok o 1,4%, coz piedstavuje vyznamny podil na svétové
ekonomice.

Cirok je jednoleta C, rostlina s vysokou fotosyntetickou aktivitou. Jednd se o vysoce vynosnou plodinu
bohatou na sacharidy. Ve vynosu nadzemni biomasy piekonava napft. vice jak dvojnasobné séju (Creamer &
Baldwin, 1999). Jeho stébla obsahuji hlavné sachardézu (az do 55% v sus.) a glukozu (do 3,2% v su§.). Dale
obsahuje celulézu (12,4%) a hemicelulézu (10,2%) (Dalianis et al. 1996). Podle Mursec et al. (2009) ma bioplyn
velmi pozitivni efekt na prostfedi, protoze se pii jeho spalovani vytvaii méné CO, nez pii fotosyntéze rostlin, ze
kterych je vyroben.

Cilem této prace bylo zhodnotit vybrané perspektivni genetické zdroje Ciroku s dirazem na produkci a
slozeni biomasy.

MATERIAL A METODY

V roce 2010 byly vysety vybrané materialy ciroku vybrané z kolekce ¢iroku v Genové bance VURV, v.v.i.
Pokus byl vyset na parcelkach o celkové ploge 4,5m” ve tiech opakovanich. Seznam vysetych polozek je uveden
vtab. 1. Odriudy ciroku byly vybrany na zakladé pfedbézného polniho hodnoceni v minulych letech. Jako
kontrola byla pouzita komercni odrida ,Latte’ firmy Seed Service, coz je hybrid Sorghum saccharatum x
Sorghum sudanense, ktera se vyuziva pro biomasu. U jednotlivych polozek byla 20. fijna 2010 odebirana
nadzemni ¢ast a byla hodnocena hmotnost zelené biomasy. U odebraného materidlu byl hodnocen obsah
vybranych zékladnich zivin jako N, P, K, Ca, Mg a Na a stopovych prvkd jako Al, B, Fe, Mn a S v susin¢.
Vysledky byly statisticky zpracovany faktorovou analyzou (ANOVA, Statistica 10.0) a Tuckey testem na
hladin€ vyznamnosti 0,05.

Tabulka 1: Seznam hodnocenych odrid ¢iroku

DRUH ECN’ NAZEV STAT ZDROJ
Sorghum bicolor 01Z1500005 K- 81 DEU Genova banka Praha
Sorghum bicolor 0121500029 Kecskemeti HUN Genova banka Praha
Sorghum saccharatum | 0121600002 SO -29 CSK Genové banka Praha
Sorghum sp. 0121800011 GK 4 Zsofia HUN Genova banka Praha
Sorghum sp. 01721800012 | 6 - bez taninu (cukrovy) HUN Genova banka Praha
Sorghum sp. 01721800014 21/00 HUN Genova banka Praha
Sorghum sp. 01721800021 56/01 HUN Genova banka Praha
Sorghum sp. 01721800027 GK 5 Zsofia HUN Genové banka Praha
Sorghum saccharatum x Kontrola Latte USA Seed Service
Sorghum sudanense

"ECN narodni evidenéni &islo genové banky
VYSLEDKY A DISKUSE

V tab.2 jsou uvedené vysledky morfologicko-fenologického hodnoceni. Rychlost vzchazeni je ovlivnéna
vedle genotypu téZ vyrazné vnéj$imi podminkami a to teplotou a dostatkem vlahy. Rozdily v poctu dni do
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vzchazeni ukazuji na rychlejsi vzchazeni genotypu patficich druhu S. bicolor. To vsak jiz neplati pro délku
vegetacni doby do metani, kde odrida ,Kecskemeti® patfila spolu s kontrolni ,Latte‘ k prikazné nejpozdéjsim.
V poctu dni do plné zralosti se prukazné rozdily jiz neprojevily, pfesto vsak patfila odrida ,Kecskemeti‘ spolu s
,S0 - 29° (S. saccharatum) k velmi pozdnim. Kontrolni odrida ,Latte’ v pokusné lokalit¢ nedozrala. Délka

v

bylo zjisténo u ,SO - 29’a kontrolni ,Latte‘. Mezi jednotlivymi genotypy a odridami nebyl nalezen statisticky
prukazny rozdil ve vysce a ve vynosu susiny z ha. Ve vynosu suSiny z jednotky plochy piekonal kontrolni
,Latte‘ pouze genotyp ,21/00° a priblizn¢ stejnou produkci susiny mél ,56/01°.

Tabulka 2: Morfologicko-fenologické hodnoceni vybranych odrid &iroku

Vzchézeni (dny) Metani (dny) Plna zralost Zapojeni (%) Vyska (cm) Vynos
(dny) (t sus./ha)
K-8l 18,000,002 80,00£0,00c | 161,000,002 | 100,00£0,00a | 291,00+4,58a | 26,08+1,97a
Kecskemeti 19,00+0,00ab 93,00+0,00d 169,00+0,00a | 91,67+7,64a 314,67+4,51a 26,24+5,84a
SO -29 21,33+0,58¢ 74,67+1,53b 170,00+0,00a | 26,67+7,64b 302,33+7,02a 26,61+2,74a
GK 4 Zsofia 19,33+0,58ab 70,33£0,58a | 163,00£0,00a | 76,67+2,89a 308,67+7,57a | 24,07+4,41a
6 (Clszzr:)f;‘)“u 19,000,00ab 69,0040,00a | 160,00£0,00a | 86,67+18,93a | 304,00£19,70a | 20,04+3,39a
21/00 19,33+0,58ab 69,00+1,00a 161,00£0,00a | 91,67+7,64a 308,00+14,00a | 29,51+7,21a
56/01 19,67+0,58abc 69,33£0,58a | 159,000,002 | 78,33+7,64a 317,00£7,00a | 28,25+4,51a
GK 5 Zsofia 20,00+1,00bc 70,33£1,15a 159,00+0,00a | 76,67+7,64a 294,67+12,66a | 20,25+1,83a
Latte 20,00+1,00bc 95,00+0,00d - 31,67+5,77b 312,67+9,07a 28,51+3,51a
Hodnoty oznacené shodnym pismenem nebyly statisticky prikazné odlisné na P < 0,05
Tabulka 3: Obsah prvku v susing sklizené biomasy
N (%sus.) P (%sus.) K (%sus.) Ca (%sus.) Mg (%osus.) Na (%sus.)
K-8l 1,00+£0,04abc | 0,15+0,01ab | 1,03+0,06abc 0,47+0,01c 0,2120,01a | 0,0088+0,0002a
Kecskemeti 0,97+0,10bc 0,15+0,01ab 0,86+0,07b 0,45+0,02bc 0,22+0,02a 0,0089+0,0001a
SO -29 1,16+0,10abc | 0,19+0,02a 1,08+0,05a 0,36+0,02a 0,17+0,00a 0,0089+0,0007a
GK 4 Zsofia 1,22+0,09ab 0,18+0,02ab 0,89+0,03bc 0,43£0,02abc | 0,20+0,02a 0,0086+0,0001a
6 - bez taninu 1,26+0,12a 0,18+0,04ab 1,09+0,07a 0,40+0,03abc | 0,19+0,03a 0,0086+0,0002a
(cukrovy)
21/00 1,25+0,15ab 0,20+0,04a 0,89+0,12bc 0,39+0,04ab 0,19+0,03a 0,0085+0,0004a
56/01 1,17+0,08abc | 0,17+0,01ab 1,04+0,15ac 0,43£0,05abc | 0,18+0,03a 0,0086+0,0003a
GK 5 Zsofia 1,27+0,06a 0,18+0,01ab | 1,10+0,08a 0,39+0,04ab | 0,1940,01a | 0,0085+0,0003a
Latte 0,89+0,05¢ 0,12+0,00b 1,16+0,09a 0,37+0,02a 0,18+0,01a | 0,0091+0,0002a
Tabulka 4: Obsah mikroprvkt v susing sklizené biomasy
Al (mg/kg sus.) | B (mg/kg sus.) Fe (mg/kg sus.) | Mn (mg/kg sus.) S (mg/kg sus.)
K-81 138,224+40,48a 4,17+0,08ab 141,83+4,65a 41,824+2,21b 764,30+75,93ab
Kecskemeti 98,89+31,84a 3,30+0,48a 154,49+32,74a 29,56+2,64a 704,53+35,97bc
SO -29 88,04+42,83a 4,04+0,13ab 125,494+53,91a | 28,33+2,46a 783,96+40,91ab
GK 4 Zsofia 143,21446,67a | 3,75+0,38ab 193,13+£15,51a 33,63+3,72ab 846,98+72,64a
6 - bez taninu 147,62+54,60a 4,04+0,52ab 179,06+16,71a 29,93+6,42a 829,10+67,22a
(cukrovy)
21/00 97,07+26,58a 4,35+0,60b 128,93+34,68a 30,34+3,42a 831,56+56,66a
56/01 165,86+64,16a | 3,60+0,29ab 223,29499,61a | 29,84+3,98a 767,24+37,68ab
GK 5 Zsofia 129,21432,62a | 3,88+0,32ab 141,54+13,73a | 29,85+2,69a 833,67+53,47a
Latte 104,31+49,46a | 3,60+0,30ab 119,77+56,42a | 28,08+1,37a 615,08+22,68¢

Nejvyssi obsah dusiku v susiné sklizené biomasy (tab. 3) byl zjistén u odridy ,GK Zsofia® a genotypu ,6 —
bez taninu (cukrovy) 1,27 resp. 1,26 %. Pritkazné se od nich lisila ,Latte‘ a ,Kecskemeti‘ (0,89 resp. 0, 97 %).
Obsah N se vyznamné projevuje zvlaste¢ v poméru C:N, vyznamném pro mineralizaci biomasy v pud¢. Ten je u
¢iroku obvykle Siroky a presahuje hodnotu 50 (Creamer, Baldwin, 1999). Tento pomér lze vyuzivat i pro urceni
vhodné doby sklizn€ ¢iroku péstovaného jako meziplodina pro zelené hnojeni (Silvia, et al. 2009).

Vysoky obsah fosforu, prikazné odlisny od kontrolni ,Latte‘, byl zjistén u genotypi ,21/00° a ,SO — 29°.
Nejvyssi obsah drasliku méla kontrolni odriida ,Latte‘ a priikazné se liSila od odridy ,Kecskemeti‘. Vysoky
obsah vapniku a hot¢iku byl zaznamenan zvlasté u ,K — 81° a ,Kecskemeti® patficim druhu S. bicolor. V obsahu
sodiku nebyly zjistény prukazné rozdily mezi hodnocenymi genotypy.
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Mezi hodnocenymi genotypy byly zjiStény neprikazné rozdily v obsahu mikroprvkd (tab. 4) v piipadé
hliniku a Zeleza. Vysoky obsah boru mél genotyp ,21/00°. Ve srovnani s ostatnimi genotypy mél velmi vysoky

v

ZAVER

Mezi hodnocenymi 8 genetickymi zdroji &iroku z Genové banky ve VURV, v.v.i. Praha byly zjistény
prikazné rozdily v dobé do vzejiti a do meténi, které se vSak jiz neprojevily jako statisticky prukazné v dob¢€ do
zralosti. Mezi jednotlivymi genotypy a odriidami nebyl nalezen statisticky prikazny rozdil ve vySce a ve vynosu
susiny z ha. Nejvyssi obsah dusiku v susing€ sklizené biomasy, vyznamny pro pomér C:N, byl zjistén u odriady
,GK Zsofia‘ a genotypu ,6 — bez taninu (cukrovy)‘. Prikazné se od nich lisila ,Latte‘ a ,Kecskemeti‘. Vysoky
obsah fosforu byl zji§tén u genotypt ,21/00° a ,SO — 29°. Kontrolni odrida ,Latte méla nejvyssi obsah drasliku,
ale velmi nizky obsah fosforu. Nepriikazné rozdily byly zji§tén v obsahu sodiku, hliniku a Zeleza.
Genetické zdroje predstavuji uréity rezervoar kvality, kterd nemusi byt obsazena v soucasnych komerénich
odradach. Dulezité je zkouset a nachazet nové potencionalni materialy vhodné pro dané ucely. Ziskané poznatky
budou vyuzity k detailnimu popisu shromazdénych genetickych zdrojii ciroku a kjejich potencidlnimu
praktickému vyuziti v péstovani.

Podékovani: tato prdace vznikla za podpory projektii MZe CR Ndarodni program konzervace a vyuzivani
genetickych zdrojii rostlin a agro-biodiversity MZe ¢.j.: 20139/2006-13020 a MZE0002700604
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DIAGNOSTIKA TOBAMOVIRUSOV V PAPRIKE ROCNEJ A V RAJCIAKU
JEDLOM POMOCOU DAS-ELISA METODY

DIAGNOSTICS OF TOBAMOVIRUSES IN PEPPER AND TOMATO BY DAS-ELISA
METHOD

MARTINA HUDCOVICOVA, DANIEL MIHALIK, SVETLANA SLIKOVA, VALERIA SUDYOVA

Centrum vyskumu rastlinnej vyroby Piestany

Tobamoviruses cause heavy yield losses for tomato and pepper worldwide. The detection of these viruses is becoming an
important area in the plant pathology research. In our study we successfully used DAS-ELISA method for detection of TMV
and ToMV in leaves of pepper and tomato. TMV was detected in 3 pepper samples and in 3 tomato samples inoculated in
Zelseed and in all 4 pepper samples inoculated in CVRV. ToMV was detected in 14 tomato samples inoculated in Zelseed
and in 3 tomato samples inoculated in CVRV. TMV and ToMV were not detected in non-inoculated tomato and pepper
samples provided by Zelseed.

Key words: tobamoviruses, TMV, ToMV, pepper, tomato, ELISA

UvVOD

Podiel pestovanej plodovej zeleniny na Slovensku tvori 39% celkovej produkcie pestovanej zeleniny
(Statisticky urad SR, 2006). Paprika roéna (Capsicum annuum L.) a rajéiak jedly (Solanum lycopersicum L.)
patria z hl'adiska agrotechniky a hospodarskeho vyznamu ku strategickym zelenindim na Slovensku aj inde vo
svete. Prostredie, v ktorom rastliny Ziju je charakterizované urcitymi vonkaj$imi podmienkami, ktoré st pre ich
rast, vyvoj arozmnozovanie priaznivé, alebo nepriaznivé. Nepriaznivy vplyv vonkajSieho prostredia moze
spomal’ovat’ Zivotné funkcie rastlin, poskodzovat’ ich jednotlivé organy, ¢o v krajnom pripade vedie k odumretiu
rastliny. Jednym vel'mi délezitym faktorom ovplyvilujucim zivotné pochody papriky a rajéiaka je napadnutie
virusmi rodu Tobamovirus.

Tobamovirusy patria medzi najrozsirenejSie virusy na celom svete. Vyznafuju sa mimoriadne vysokou
infekénostou a odolnostou voci vonkajsim vplyvom. Napadaju vsetky druhy celade Solanaceae. Priznaky
ochorenia sa zaCinaju prejavovat’ zosvetlenim zil listov. Neskor sa vytvaraju zlté skvrny na listovej cepeli, takze
listy nadobudaju zlté zafarbenie. Intenzita Zltnutia listov variruje od bledej az po citronovu farbu. Typickymi
symptémami ochorenia su mozaiky, u ktorych sa striedaju zelené, zIté a chlorotické oblasti, ktoré sa zafarbuju
dohneda a nastdva nekréza. Napadnuté rastliny zaostdvaju v raste, si slabSie olistené, deformuju sa. Kvety
vytvorené pocas chlorotického Stadia z vacsej Casti opadavaju. Vytvorené plody sa vyvijaji pomalsie, deformuju
sa. Rastliny postupne odumieraju.

Ochorenia sposobené tobamovirusmi zapricinuji zavazné ekonomické straty v pestovani papriky rocnej a
raj¢iaka jedlého najmé znizovanim ich Grody a kvality. Preto je vel'mi ddlezita skora, rychla a presna diagnostika
tohto ochorenia pomocou spolahlivych metod. Ciel'om nasej prace je vyuzitie sérologickej metddy DAS-ELISA
(double antibody sandwich - enzyme-linked immunosorbent assay) a v d’alSej faze prace vyuzitie metody RT-
PCR (reverse transcription PCR) na spolahliva detekciu virusov TMV (z angl. tobacco mosaic virus) a ToMV (z
angl. tomato mosaic virus) v rastlinach papriky roc¢nej a rajciaka jedIého.

MATERIAL A METODY

Na DAS-ELISA analyzy sme pouzili sibor 40 genotypov papriky umelo infikovanych virusom TMV (P1-
P40) a stibor 40 genotypov rajciaka umelo infikovanych virusom ToMV (R1-R40). Oba stibory nam poskytla
firma Zelseed, s.r.o., pricom 4 tyzdne po umelej infekcii boli z rastlin odobrané erstvé listy. Listové vzorky boli
odobrané aj zo suboru neinfikovanych 20 genotypov papriky (P41-P60) a 20 genotypov rajciaka (R41-R60),
taktiez poskytnuté firmou Zelseed, s.r.o.. Analyzovali sme aj listy 4 rastlin papriky a 4 rastlin raj¢iaka z CVRV
Piestany (VURYV Piestany), a to 4 tyzdne po umelej infekcii virusmi TMV resp. ToMV. Zo vietkych rastlin bolo
odobrané po 0,1 g cerstvych listov a listy boli po odbere homogenizované pomocou tekutého dusika.
Homogenizovany rastlinny material bol inkubovany za obc¢asného vortexovania v 2 ml extrakéného pufru po
dobu 3 h na lade, nasledovala centrifugacia 5 minat pri 10000 rpm a 4°C. Supernatant bol pouzity na analyzy
podl’a pracovného postupu ELISA kitov firmy Bioreba na detekciu pritomnosti virusov TMV a ToMV.

Specifické rastlinné protilatky (IgG) sme 1000x zriedili v nanaSacom pufti a pridali 200 ul do kazdej bunky
ELISA platnicky. Platnicku sme tesne prekryli a vlozili ju do vlhkého boxu. Nasledovala ikubacia pri 4°C cez
noc, pocas ktorej doslo k adsorpcii Specifickych protilatok na povrch mikrotitracnych buniek. Po vyprazdneni
buniek sme bunky premyli 3-4 krat premyvacim pufrom, odstranili sme vSetku tekutinu vysuSenim platnicky na
obrusky. Do buniek sme pridali po 200 pl z extraktu z kazdej vzorky — vSetky vzorky boli nanaSané v dvoch
opakovaniach. Ako kontroly sme pouzili kontrolu pozitivhu a negativnu dodané vyrobcom. Pozitivnu kontrolu
sme pouzili neriedent a riedena 1:10, 1:100 a 1:1000. Platnicku sme tesne prekryli a vlozili ju do vlhkého boxu.
Nasledovala inkubécia pri 4°C cez noc, pocas ktorej doslo k naviazaniu antigénu virusu na rastlinné protilatky.
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Platni¢ku sme premyli postupom uvedenym vyssie. Enzymovy konjugat sme 1000x zriedili v kojuga¢nom pufri
a pridali po 200 pl do bunky. Platnicku sme tesne prekryli a vlozili ju do vlhkého boxu. Nasledovala inkubacia
pri 30°C 5 hodin, pocas ktorej doslo k spajaniu - naviazaniu enzymom oznacenych protilatok. Platni¢ku sme
premyli postupom uvedenym vyssie. Substrat p-nitrofenyl fosfat sme rozpustili v substratovom pufri (1 mg/ml) a
pridali po 200 pl do bunky. Nasledovala inkubacia pri izbovej teplote (18-25°C) v tme. Po 30-120 minutach sme
sledovali reakciu - farebnd reakcia indikuje infikované vzorky. Vznik Zzltého sfarbenia sme hodnotili
fotometricky pri 405 nm.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Sérologicka metdda ELISA bola do rastlinnej virologie uvedend uz v 70-tych rokoch (Clark a Adams, 1977)
a stala sa Siroko vyuzivanou metddou na detekciu a identifikaciu rastlinnych virusov vratane tobamovirusov
(Sevik a Kose-Tohumcu, 2011 a inf). Vyhodou tejto metddy je jej jednoduchost, nizke naklady, moznost
testovania velkého poctu vzoriek a Ciastocnd automatizdcia (Morrison, 1999). Nevyhodou metédy ELISA je
moznost’ krizovej reakcie medzi jednotlivymi tobamovirusmi a ich antisérami, ako aj nizSia citlivost’ a presnost’.
Preto sa nedavno na detekciu tobamovirusov zacali pouzivat aj moderné molekularne metédy ako st RT-PCR
(Da Silva akol., 2008), Multiplex RT-PCR (Kumar a kol., 2011), RT-LAMP (Yanhua a kol., 2010) a iné,
ktorych vyhodou je vysoka S$pecificita, presnost a citlivost, nevyhodou je casto financnd narocnost
a komplikovanejsi postup.

Tabulka 1: Priemerné hodnoty absorbancie pri vzorkach: nc negativna kontrola, s1 — s4 pozitivna kontrola
(riedenia 1:1000, 1:100, 1:10 a neriedend), R1-R40 a P1-P40 infikovany rajciak a paprika (Zelseed, s.ro.), R41-
R60 a P41-P60 neinfikovany rajéiak a paprika (Zelseed, s.r.0.), R61-R64 a P61-P64 infikovany rajciak a paprika
(CVRV).

™V ToMV TMV_ | ToMV TMV | ToMV TMV | ToMV
nc | 0,0010 | 0,0030 |R30]0,0010 |0,0010 | P24 | 0,0010 | 0,0015 | R58 | 0,0010 | 0,0018
sl | 0,0025 | 0,0095 |R31)0,0010|0,0024 | P25 | 0,0014 | 0,0010 | R59 | 0,0010 | 0,0010
s2 | 0,0670 | 0,2230 |R32)0,0010|0,0011 | P26 | 0,0010 | 0,0010 | R60 | 0,0018 | 0,0010
s3 | 0,3620 | 1,1865 | R33)0,0018 | 0,0027 | P27 | 0,0010 | 0,0014 | P41 | 0,0010 | 0,0010
s4 | 0,4610 | 1,4280 | R34 )0,0010|0,0000 | P28 | 0,0010 | 0,0010 | P42 | 0,0010 | 0,0027
R1 | 0,0012 | 0,2730 | R35]0,0010 | 0,0014 | P29 | 0,0010 | 0,0021 | P43 | 0,0010 | 0,0016
R2 | 0,0014 | 0,0470 | R36 |0,0010 | 0,0010 | P30 | 0,0010 | 0,0010 | P44 | 0,0012 | 0,0014
R3 | 0,0010 | 0,0010 |R37|0,0012|0,0170 | P31 | 0,0240 | 0,0010 | P45 | 0,0010 | 0,0010
R4 | 0,0010 | 0,0023 | R38 | 0,0010 | 0,0010 | P32 | 0,0010 | 0,0010 | P46 | 0,0010 | 0,0010
R5 | 0,0010 | 0,0010 |R39|0,0010 |0,0018 | P33 | 0,0010 | 0,0010 | P47 | 0,0013 | 0,0010
R6 | 0,0010 | 0,0010 | R40]|0,0010 |0,0021 | P34 | 0,0010 | 0,0027 | P48 | 0,0010 | 0,0043
R7 | 0,0010 | 0,0012 | P1 | 0,0010 |0,0021 | P35 | 0,0010 | 0,0016 | P49 | 0,0010 | 0,0010
R8 | 0,0013 | 0,0380 | P2 | 0,0010 | 0,0010 | P36 | 0,0010 | 0,0010 | P50 | 0,0010 | 0,0018
R9 | 0,0010 | 0,0010 | P3 | 0,0010 | 0,0015 | P37 | 0,0014 | 0,0010 | P51 | 0,0014 | 0,0023
R10 | 0,0012 | 0,0580 | P4 |0,0010 | 0,0020 | P38 | 0,0010 | 0,0018 | P52 | 0,0014 | 0,0010
R11 | 0,0510 | 0,3250 | P5 | 0,0640 | 0,0010 | P39 | 0,0190 | 0,0010 | P53 | 0,0010 | 0,0028
R12| 0,0320 | 0,2140 | P6 | 0,0010 | 0,0010 | P40 | 0,0010 | 0,0010 | P54 | 0,0015 | 0,0010
R13| 0,0019 | 0,1440 | P7 | 0,0010 | 0,0010 | R41 | 0,0010 | 0,0023 | P55 | 0,0012 | 0,0021
R14 | 0,0015 | 0,0800 | P8 | 0,0010 | 0,0010 | R42 | 0,0010 | 0,0010 | P56 | 0,0010 | 0,0021
R15| 0,0010 | 0,0010 | P9 | 0,0010 | 0,0010 | R43 | 0,0013 | 0,0010 | P57 | 0,0013 | 0,0010
R16 | 0,0010 | 0,0010 | P10 |0,0010 | 0,0014 | R44 | 0,0010 | 0,0010 | P58 | 0,0015 | 0,0010
R17| 0,0018 | 0,0043 | P11 | 0,0010 | 0,0010 | R45 | 0,0010 | 0,0010 | P59 | 0,0010 | 0,0010
R18 | 0,0011 | 0,0010 | P12 |0,0010 | 0,0020 | R46 | 0,0010 | 0,0014 | P60 | 0,0010 | 0,0010

R19 | 0,0014 | 0,0320 | P13 |0,0013 | 0,0011 | R47 | 0,0014 | 0,0010 | R61 0,002
R20 | 0,0010 | 0,0010 | P14 |0,0015 | 0,0010 | R48 | 0,0010 | 0,0021 | R62 0,117
R21 | 0,0015 | 0,0920 | P15 | 0,0010 | 0,0018 | R49 | 0,0010 | 0,0010 | R63 0,013
R22 | 0,0012 | 0,0010 | P16 | 0,0010 | 0,0023 | R50 | 0,0013 | 0,0010 | R64 0,237

R23 | 0,0010 | 0,0010 |P17|0,0011 |0,0010 | R51 | 0,0010 | 0,0021 | P61 | 0,058
R24 | 0,0010 | 0,0210 | P18 |0,0010 | 0,0028 | R52 | 0,0018 | 0,0010 | P62 | 0,014
R25 | 0,0010 | 0,0470 | P19 |0,0010 | 0,0010 | R53 | 0,0010 | 0,0010 | P63 | 0,045
R26 | 0,0010 | 0,0010 | P20 |0,0010 | 0,0010 | R54 | 0,0010 | 0,0010 | P64 | 0,006
R27 | 0,0230 | 0,0080 | P21 |0,0010 | 0,0010 | R55 | 0,0010 | 0,0014
R28 | 0,0010 | 0,0010 | P22 |0,0010 | 0,0010 | R56 | 0,0016 | 0,0010
R29 | 0,0010 | 0,0010 |P23]0,0011 |0,0010| R57 | 0,0011 | 0,0020
Vysledky naSich analyz pomocou metddy DAS-ELISA (Tab. 1 — pozitivne vzorky st zvyraznené) potvrdili
pritomnost’ virusu TMV v troch vzorkach listov infikovanej papriky rocnej a v troch vzorkach infikovaného
raj¢iaka jedlého z firmy Zelseed, s.r.o. a vo vSetkych Styroch vzorkach listov papriky roc¢nej infikovanej na
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VURV Pieitany. Pritomnost’ virusu ToMV bola zistena v §trnastich vzorkach listov infikovaného rajéiaka
z firmy Zelssed, s.r.0. a v troch vzorkach listov rajéiaka infikovaného na CVRV Piestany (VURV Piestany). Tri
vzorky infikovaného rajéiaka (R11,R12 a R27) boli pozitivne na oba virusy, bola teda zistenad krizova reakcia,
ktorej moznost’” uvadza aj vyrobca ELISA kitov. Krizovej reakcii mozno predist pouzitim monoklonalnej
protilatky proti virusu (Vinayarani akol., 2011). V subore 20 neinfikovanych paprik a 20 neinfikovanych
raj¢iakov nebola pritomnost’ virusov pomocou DAS-ELISA metody zistena.

Neriedené pozitivne kontroly vykazovali priemerni absorbanciu 0.461 pri TMV a 1,428 pri ToMV,
negativne kontroly mali priemernt absorbanciu 0,001 pri TMV a 0,003 pri ToMV. Ako pozitivne boli hodnotené
vzorky s priemernou absorbanciou vys$Sou ako 2-ndsobok priemernej absorbancie negativnej kontroly (podla
Svoboda a kol., 2006) — pri TMV vysSou ako 0,002 a pri ToMV vyssou ako 0,006. Priemernd absorbancia
vzoriek pozitivnych na TMV sa pohybovala vrozmedzi 0,006-0,064 apriemernd absorbancia vzoriek
pozitivnych na ToMV sa pohybovala v rozmedzi 0,008-0,325, ¢o je porovnatelné s vysledkami inych autorov
(napr. Vinayarani a kol., 2011; Sevik a Kose-Tohumcu, 2011). Bolo dokazané, ze hodnoty absorbancie ziskané
ELISou su ovplyviiované rastovou fazou rastlin, poc¢as ktorej st vzorky odoberané (Cordoba-Selles a kol., 2007)
a v dalSom pokuse by sme chceli otestovat’ pritomnost’ virusov v réznych ¢asovych intervaloch od umelej
infekcie. V d’alSej faze nasej prace sa budeme snazit' o Specifickejsiu a citlivejSiu detekciu virusov TMV
a ToMV prostrednictvom genomickej analyzy, ktora si vyzaduje identifikdciu virusov na urovni nukleovych
kyselin a to pomocou metédy RT-PCR.

ZAVER

V praci sme dokézali vhodnost’ DAS-ELISA metddy na diagnostiku virusov TMV a ToMV v listoch papriky
rocnej a rajciaka jedlého. Stanovovanie virusovych ochoreni pri zelenine je nevyhnutnostou na urcenie
bezvirdznych materidlov v §lachtitel'skom procese. Podla platnych smernic EU je nevyhnutna realizcia
takychto stanoveni, zavedenim tychto metodik sa zvySuje konkurencieschopnost’ slovenskych $lachtitel'ov aj
v medzinarodnom meradle.

Podakovanie: Tato studia vznikla vdaka podpore v ramci Operacného programu Vyskum a vyvoj pre projekt:
Prenos efektivnych postupov selekcie a identifikacie rastlin do Slachtenia (ITMS: 26220220142),
spolufinancovany zo zdrojov Eurdpskeho fondu regionalneho rozvoja.
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STANOVENiANTOKYANﬁ\HDVZQRCRHIBAREVNEP§ENHHEVPRﬁBEHU
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ISOLATION OF ANTHOCYANINS IN PIGMENTED WHEAT DURING GRAIN
DEVELOPMENT

JANA CHABINOVA, ONDREJ ZITKA, DALIBOR HUSKA, BORIVOJ KLEJDUS, RENE KIZEK

Ustav chemie a biochemie, Agronomicka fakulta, Mendelova univerzita v Brné

Extraction of anthocyanins from pigmented wheat grains and their analysis using HPLC/MS is described. Grain from six
wheat lines differing in pigmentation was used in this study. Wheat grains were harvested every five days beginning 15th day
post anthesis, ending once the grains reached physiologic maturity (40th day post anthesis), for a total six sampling dates.
Anthocyanins were extracted with 10 ml acidified methanol (methanol and 1, 0 N HCI, 85:15 v/v) and shaking on Ika Ultra-
Turrax® Tube Drive, for 2x29 min. The filtered extract were evaporated at 50 °C to dryness and redissolved in acidifield
methanol. Individual anthocyanins were separated and quantified by high-performance liquid chromatography (HPLC).
Anthocyanin concentration increased rapidly during grain development and then decreased before maturity. Cyanidin-3-
glucoside was the predominant anthocyanin in purple wheat. Delphinidin-3-glucoside is the principal one in blue wheat.
Anthocyanins are considered to be physiologically active substances, whose importance in promoting health and reducing the
risk of chronic disease has been documented. This means that the presence of wheat anthocyanins in pigmented wheat, can be
a source of bioactive compounds for use in the food industry.

Key words: anthocyanins, blue wheat, purple wheat, extraction, HPLC, mass spectrometry

UVOD

Anthokyany jsou ve vod¢ rozpustné prirodni pigmenty, zodpovédné za Cervené, fialové az modré zabarveni
kvéta, ploda a jinych ¢asti rostlin. Aglykonova (necukerna) ¢ast anthokyanl se oznacuje jako anthokyanidin.
Nejcastéji zastoupené sacharidy, které se vyskytuji v anthokyanech jsou xyléza, arabindéza, rhamnoza, glukdza,
galaktoza. Cukry mohou byt acylovany organickymi kyselinami. Nejbéznéjsi acylacni €inidla jsou kyselina
octova, malonova, p-kumarovd, kavova, hydroxybenzoova. Mezi nejbéznéjsi anthokyanidiny v rostlinnych
¢astech patii: pelergonidin, cyanidin, peonidin, delphinidin, petulidin a malvidin (Escribano-Bailon et al., 2004).
Isolace anthokyanii zrostlinnych matric je pomérné slozita diky jejich nestabilit¢ a zvySené nachylnosti
k degradaci (Giusti, Wrostad, 2003). Obecné plati, ze anthokyany jsou stabilni pii kyselém pH. Glykosilace a
acylace sacharidi také zvySuje stabilitu, proto jsou diglykosidy stabilngjsi nez jejich odpovidajici
monoglykosidy. Pii analyze je dulezité kontrolovat teplotu, jelikoz rychlost rozkladu anthokyani stoupa se
zvysujici se teplotou. Kromé toho také svételné zafeni urychluje odbouravani anthokyant (Escribano-Bailon et
al., 2004).

Funkce anthokyant v rostlinach jsou shodné s obecnymi vlastnostmi flavonoidi. Mezi jejich vyznamné
vlastnosti patii antioxidacni aktivita, kterd hraje dilezitou roli v prevenci kardiovaskularnich a nadorovych
onemocnéni (Castaneda-Ovando et al., 2008). Byla prokazana jejich schopnost vazat t€zké kovy, jako je zelezo,
zinek a méd’. Plsobi také jako induktory enzymi glutathion-S-transferasy (GST) a superoxid dismutasy (SOD)
(Hosseinian et al., 2008).

Hlavnimi pigmenty v ¢ervené a zlutomouké pSenici jsou xantophyly, karotenoidy a flavony. Anthokyany
jsou obsazeny v odriidach pSenic s modrym aleuronem a purpurovym perikarpem. Cyanidin-3-glukosid byl
nalezen jako hlavni anthokyan u pSenic s purpurovym perikarpem a jako druhy nejcastéjsi u pSenic s modrym
aleuronem. Delphinidin-3-glukosid je dominantni u pSenic s modrym aleuronem, kde zaujima zhruba 41%
z celkového obsahu anthokyant. (Abdel-Aal, Hucl, 2003; Abdel-Aal et al., 2006; Hosseinian et al., 2008).
Koncentrace anthokyanii prudce vzrista v pribéhu zrani zrna, zatimco v dob¢ zralosti zrna poklesne (Knievel et
al., 2009).

Anthokyany jsou polarni molekuly, proto se pro extrakci obvykle pouZzivaji vodné smési ethanolu, methanolu
a acetonu. Pro zvyseni jejich stability se do rozpoustédla piidava malé mnozstvi kyseliny (kys. trifluoroctva, kys.
chlorovodikova, kys. mravenci, kys. octova) (Castaneda-Ovando et al., 2008; Chun Hu et al., 2007). Pro izolaci
a identifikaci se v soucasné dob¢ nejcastéji pouzivaji metody vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC)
(Escribano-Bailoén et al., 2004). V kombinaci s HPLC Ize zvolit celou fadu detektorti. Giusti, Wrostad (2001,
2003) se ve svych publikacich zabyvali UV-Vis metodami pouzivanymi pro charakterizaci a kvantifikaci
anthokyanil. V soucasné dob¢ jsou vSak nejpouzivanéj$imi technikami pro jejich identifikaci tandemy HPLC-
MS, HPLC-NMR (Castaneda-Ovando et al., 2008).
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MATERIAL A METODIKA

Chemikalie, standardy. Jako standard byly pouzity standardni roztoky antokyand (cyanidin-3-glukosid,
delphinidin-3-glukosid) od firmy Extrasynthese (Francie). Methanol a ostatni chemikalie byly zakoupeny od
firmy Sigma-Aldrich (St. Louis, MI, USA). Standardy byly pfipraveny navazenim 1 mg slouc¢eniny do 100 ml
methanolu a 1,0 M HCI, 85:15 v/v.

Redlné vzorky. Pro analyzy byly pouzity obilky barevnych pSenic: UC66049 (modry aleuron), Abissinskaja
arrasajta (purpurovy perikarp), Tchermaks Blaukdrniger Sommerweizen /TBS/ (modry aleuron), ANK - 28B
(purpurovy perikarp), Novosibirskaya 67 /N 67/ (Cervend obilka), Heroldo (bila obilka). Vzorky byly ziskany
z firmy Agrotest fyto, s.r.o. Kroméfiz, které¢ byly nasledné péstovany v aredlu Mendelovy univerzity v Brné.
Byly odebirany vzorky obilek vzdy 10., 15., 20., 25., 30., 35. a 40. den po objeveni prasniki (anthers). Pro
analyzu anthokyant byly pouzity odbéry 15. —40. den. Obilky byly rozdrceny v tfeci misce.

Extrakce. Pro extrakci byly vybrany dva homogenizaéni postupy: extrakce v laboratorni ultrazvukové lazni

K-5LM (doba extrakce 60 min) a extrakce pomoci homogenizatoru Ika Ultra-Turrax® Tube Drive (2x29 min).
Pro obé extrakce byly, jako rozpoustédla, pouzity vodné smési methanolu (50: 50 v/v, 70:30 v/v, 90:10 v/v ,
methanol a 1,0 M HCI, 85:15 v/v). Objem solventu byl 10 ml. Pro optimalizaci metody byly pouzity vzorky
zralych obilek i1 nezralych obilek. U vSech vzorkli u obou typi extrakce se zkousely navazky 20 mg a 50 mg.
Pro analyzu realnych vzorkli byla vybrana extrakce pomoci homogenizatoru Ika Ultra-Turrax® Tube Drive
(2x29 min.). Jako rozpoustédlo byl pouzit roztok methanolu a 1,0 M HCI, 85:15 v/v. Objem solventu 10 ml.
Pouzité navazky obilek se pohybovaly v rozmezi od 0,05 - 0,14 g. Po extrakci byly vzorky pfefiltrovany a
odpateny v proudu ptedehiatého (50 °C) dusiku za pomoci bezkontaktniho systému. Odpatené vzorky byly az do
provedeni chromatografické analyzy skladovany ve tme pfi teploté 4 °C.

HPLC/MS. Pro isolaci a identifikaci anthokyant bylo vyuzito pfistroje Agilent 1200 Series Rapid
Resolution LC system (Agilent Technologies, Waldbronn, Germany). Pfistroj je vybaven on-line odplynovacem,
binarni pumpou, autosamplerem a kolonovym termostatem. Detekce separovanych latek probihala pomoci UV-
Vis detektoru s fotodiodovym polem a MS detektoru Agilent Technologies MSD 1100 Single quad LC/MS. Pro
separaci byla pouzita kolona Zorbax SB-C18 (30 x 2,0 mm; 1,8 pm velikost ¢astic, Algient Technologies, USA).
Rychlost priitoku byla 0,7 1. min™. Separace probihala pii teploté 40 °C. Gradientova eluce byla v ¢ase 0 min 98
% vodné faze, 0,5 min 95 % vodné faze, 0,8 min 50 % vodné faze, 1,8 min 98 % vodné faze. SloZeni mobilni
faze bylo acetonitril/0,3 % kyselina mraven¢i. Objem ndstfiku byl 1-5 ul (fedéni 1:100), 1 a 2pl (fedéni 1:10)
pro standardni roztok. Nastiik readlného vzorku byl v rozsahu 0,5-5ul. Pro identifikaci a kvantifikaci latek je MS
detektor vybaven elektosprejovou ionizaci a specifické fragmenty jsou nasledné analyzovany pomoci
kvadrupolového analyzatoru, pfistroj pracoval v negativnim modu. Parametry hmotnostniho spektrometru byly:
teplota plynu 350 °C, pritok plynu 13 1 min™, tlak nebulizéru 50 psi, napéti na kapildie 4000 V. Signal byl
sniman v SIM modu pii m/z — 463 pro delphinidin-3-glukosid a m/z — 447 pro cyanidin-3-glukosid.

VYSLEDKY A DISKUZE

Optimalizace metody zpracovani vzorku. Byla provedena optimalizace riiznych parametri ovliviiujicich
extrakéni proceduru, jako je slozeni rozpoustédla, extrakéni Cas, mnozstvi vzorku a metoda extrakce. Pro
optimalizaci byly pouzity vzorky zralych obilek genotypti Heroldo, ANK-28B, UC66049 a nezralych obilek
genotypu Abissinskaja arrasajta. Vysledné parametry optimalizace této metody jsou podrobné popsany v Casti
M&M.

Optimalizace metody HPLC/MS. Pro optimalizaci chromatografické separace byly testovany ruzné
koncentrace mravenci kyseliny v rozmezi 0,1-0,6 % (v/v). Jako organicka faze byl testovan metanol a acetonitril.
Nejlepsi separacni ucinnosti bylo dosazeno pii pouziti 0,3 % (v/v) mravenéi kyseliny (solvent A) a acetonitrilu
(solvent B). Pro hmotnostni detekci byly testovany rizné teploty plynu v rozmezi 150 - 350 °C, prutoky plynu 3
— 13 I/min, tlaky 20 - 60 psi a napéti na kapilafe 100 — 5000 V. Optimalizované parametry chromatografické
separace a hmotnostni detekce jsou uvedeny v kapitole M&M.

Zmény obsahu anthokyani v priibéhu zrani obilky. U vSech vzorkl byl sledovan obsah dvou anthokyanti
(cyanidin-3-glukosid, delphinidin-3-glukosid). Pfi prvnim odbéru (15. den post anthesis) byly zjistény nizké
koncentrace anthokyant u vsSech Sesti genotypl pSenic. Ke zménam koncentraci dochézelo v pribéhu zrani.
Odrudy Heroldo (bild obilka) a N 67 (Cervena obilka) obsahuji nizké koncentrace obou sledovanych latek
v prubéhu celého zrani. Cyanidin-3-glukosid byl identifikovan jako dominantni anthokyanin u pSenic
s purpurovym perikarpem (Abissinskaja arrasajta, ANK-28) a jako druhy nejéast&ji se vyskytujici anthokyanin u
pSenic s modrym aleuronem (UC66049, TBS), coz odpovida publikovanym vysledkim (Abdel-Aal, Hucl, 2003;
Abdel-Aal et al., 2006; Hosseinian et al., 2008). Nejvice zastoupenym antokyanem ve vzorcich modré pSenice je
delphinidin-3-glukosid. UC66049 (modry aleuron) dosahuje nejvyssich koncentraci obou sledovanych latek
béhem 35. dne post anthesis, v dobé zralosti (40. den) vSak obsah anthokyanii prudce klesa. Trend poklesu je
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podobny u genotypu TBS (modry aleuron) s rozdilem, Ze zde je nejvyssi obsah anthokyanii zaznamenan béhem
30. dne post anthesis. Genotypy Abissinskaja arrasajta a ANK-28B (purpurovy perikarp) obsahuji nizké
koncentrace delphinidin-3-glukosidu béhem celého zrani. Koncentrace cyanidin-3-glukosidu je u Abissinskaja
arrasajta nejvyssi béhem 30. dne post anthesis, u ANK-28 béhem 25. dne. U vzorkl pSenic s purpurovym
perikarpem je rovnéz patrny trend poklesu koncentrace cyanidin-3-glukosidu v dobé zralosti zrna.

Graf 1: Obsah cyanidinin-3-glukosidu a delphinidin-3-glukosidu v analyzovanych vzorcich psenice.

ZAVER

Analyze piirodnich biologicky aktivnich latek v rostlinném materidlu by vzdy méla pfedchazet komplexni
optimalizace pouzitych extrakcnich technik a separacnich metod. Slozitost pfirodnich matric a stopova mnozstvi
analyti v nich obsazenych vyzaduje aplikaci pfesnych a citlivych instrumentaci. V neposledni fad¢ je nutna
znalost maximalniho mnozstvi informaci o struktufe matrice a lokalizaci analyzovanych latek uvniti matrice.

Anthokyany jsou povazovany za fyziologicky aktivni latky, jejichz vyznam v podpote zdravi a snizeni rizika
chronickych onemocnéni je védecky dolozen. Vyskyt téchto latek v strategicky vyznamné plodiné pSenici by
mohl vyznamné piispét ke zlepSeni zdravi konzumentli pokud by byly masoveé vyuzivany v potravinaiské
vyrobg.

Podékovani: Tato prace byla podpotena grantem IGA AF MENDELU ¢&. TP 7/2011. Dékujeme firmé Agrotest
fyto, s.r.0. za poskytnuti vzork osiva.
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CHARAKTERIZACIA PROFILU MASTNYCH KYSELVI'N V ROZNYCH
ORGANOCH ZRELYCH A NEZRELYCH PSENIC

CHARACTERIZATION OF FATTY ACID PROFILE IN DIFFERENT PLANT
BODIES OF MATURE AND IMMATURE WHEAT

TATIANA KLEMPOVA', DANIEL MIHALIK?, KATARINA ONDREICKOVA?, MARCELA GUBISOVA?,
JAN KRAIC? MILAN CERTIK'

'Fakulta chemickej a potravinarskej technologie STU, Bratislava
*Centrum vyskumu rastlinnej vyroby, Piestany

Characterization of fatty acid profile in wheat during the growth and in separate plant bodies brings new information about
metabolism of fatty acid with respect to fyziological function of each plant body. Bodies sucha s leaf, footstalk and glume
contain at least 48% of alfa-linolenic acid during the growth. On the other hand, mature leaf, footstalk and glume contain
only 5-10% oh these acid. The main fatty acid of grains is linoleic acid — aproximatly 55% during whole growing time.
These information are very helpful in preparation of plants with modified lipid metabolism.

Key words: mastné kyseliny, lipidy, pSenica CY — 45, plynova chromatografia

UvVOD

Psenica je jednou ztroch celosvetovo najvyuzivanejSich plodin spolu s kukuricou aryZou
(FAOSTAT). Mastné kyseliny su majoritnou zlozkou lipidickych Struktar kazdej bunky. Tieto
Struktary rozdelujeme na dve zakladné skupiny — neutrdlne (z&sobné) a polarne (Strukturalne).
Zasobné lipidické Struktiry su triacylglyceroly, kde sa nachadzaju mastné kyseliny predovsetkym
nasytené¢ a mononenasytené. Hlavnou polarnou lipidickou Struktarou st fosfolipidy, ktoré sa
nachadzaju v bunkovych membranach. Fosfolipidy nachadzajice sa v cytoplazmatickej membrane
zlozenim mastnych kyselin, ktoré sa v nich nachadzaju st odpovedou voci externému prostrediu,
v ktorom sa bunka nachadza. Stadium mastnych kyselin nachadzajucich sa v pSenici nam prinasa
komplexny pohl'ad, ako prebieha metabolizmus mastnych kyselin v zavislosti od rastového $tadia ako
aj od polohy rastového organu. Okrem toho je vyznamnych krokom pri priprave geneticky
modifikovanych pSenic pripravenych za ticelom ziskavania polynenastyenych tzv. w-6 a ®-3 mastnych
kyselin.

MATERIALY A METODY

Vsetky rastlinné materialy pSenice CY-45 boli ziskané zo zbierky Centra vyskumu rastlinnej
vyroby Piestany.

Priprava metylesterov mastnych kyselin pre analyzu pomocou plynovej chromatografie

Do hrubostennej skimavky so zabrusom sme navazili 20-100 mg rastlinného materialu, ktory sme
v trecej miske zhomogenizovali s morskym pieskom. Pridali sme 2 c¢m® metanolickej HCl a 1 cm’
roztoku vnutorného Standardu kyseliny heptadekanovej v dichlérmetane. Skimavky sme vlozili do
termostatu vytemperovaného na 50°C na 3 hodiny. Po uplynuti ¢asu sme skumavky vybrali
z termostatu, ochladili a pridali 1 cm® destilovanej vody a 4 cm® hexanu. Skumavky sme pretrepali
a scentrifugovali (3000 ot., 5 minat). Horni hexanovu vrstvu sme preniesli do odparovacej slzy
a oddestilovali rozpastadlo na rotacnej vakuovej odparke. Ziskané metylestery mastnych kyselin sme
preniesli do 1 cm® hexanu a analyzovali plynovou chromatografiou.

Analyza mastnych kyselin pomocou plynovej chromatografie

Metylestery mastnych kyselin boli merané plynovou chromatografiou pristrojom GC-6890 N
(Agilent Technologies). Do kolény DB-23 (50%-kyanopropyl-metylpolysiloxan, dizka 60 m, priemer
0,25 mm, hrabka filmu 0,25 pm) sa automaticky nastrekovalo 1 pl vzorky metylesterov mastnych
kyselin, ktoré boli analyzované pri nasledovnych podmienkach: nosny plyn — vodik, nastrek (teplota
230°C; prietok vodika: 37 ml/min; split — 1:10), FID detektor (250 °C, prietok vodika: 40 ml/min,
prietok vzduchu: 450 ml/min), teplotny rezim (150°C - 3 min; 150-175°C — 7,0°C/min; 175°C - 5 min;
175-195°C - 5,0°C/min; 195-225°C - 4,5°C/min; 225°C - 0,5 min; 225-215°C — 10°C/min; 215°C — 7
min; 215-240°C - 10°C/min; 240°C — 7 min). Zaznamy boli vyhodnotené pomocou ChemStation
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B0103 (Agilent Technologies) a kvantifikované na zaklade retencnych ¢asov znamych Standardov
mastnych kyselin C4 — C24 (Sigma Aldrich, USA).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Jednotlivé rastliny boli rozdelené na Sest’ zakladnych Casti — koren, stonka, list, zrno, plevy a ostne.
Percentualne zastupenie najbeznejsich mastnych kyselin v tychto organoch je uvedené v tabulkach 1
a 2.V tabulke ¢. je uvedené porovnanie mastnych kyselin pritomnych v zrelych pSeni¢nych organoch.
V tabul’ke vidime, Ze najbeznejSou mastnou kyselinou vyskytujicou sa v zrne je kyselina linolova (C
18:2, n-6) — 58%. Jej obsah sa pocas dozrievania meni len vel'mi malo, stupa z hodnoty 54 na
konecnych 58%. Koreii je organ, kde zastupenie mastnych kyselin meni pocas Zivota rastliny najmene;j
vyrazne, ¢o moézeme pripisat’ ako nasledok jeho funkcie, ked’Ze slizi na dodavanie Zivin, pre rastlinu
a odumiera ako posledny. NajvyraznejSie zmeny badame v obsahu kyseliny alfa-linolénovej (C 18:3,
n-3) a to vSetkych nadzemnych Castiach rastliny, ktoré si v priamom styku s prostredim — stonka, list,
osten, pleva. Obsah tejto kyseliny az dramaticky klesa. Z priemernej hodnoty tychto organov 58% na
priemerni hodnotu 7%. Tento poznatok je vel'mi zaujimavy, z hladiska d’al§ieho fyziologického
vyskumu, aby sme mohli urcit’ aka funkciu zastava prave tato mastnd kyselina pri ochrane rastliny
pred vonkaj$im prostredim.

ZAVER

Charakterizacia profilu mastnych kyselin pocas rastu a v jednotlivych organoch pSenice moze
priniest mnozstvo novych poznatkov o fyziologii rastu a moznostiach rastliny ako sa branit’ voci
vplyvom zivotného prostredia. Je takisto prvym krokom pri priprave geneticky modifikovanych pSenic
s upravenym lipidickym profilom.

Podakovanie. Tato prdca 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 regiondlneho rozvoja.

Tabul’ka 1: Percentualne zastupenie najbeznejSich mastnych kyselin v zrelych organoch psenice

Orgény
Mastné kyseliny Zrno stonka list koren pleva osten
C16:0 21,37 31,34 45,98 26,97 30,25 27,94
C 18:0 1,73 11,26 7,71 10,49 11,66 12,03
C 18:1,n-9 11,66 21,09 10,54 16,64 14,47 11,87
C 18:1,n-7 2,19 0,97 0,87 3,48 1,26 1,31
C 18:2,n-6 57,99 25,22 16,37 30,62 31,71 34,88
C 18:3,n-3 3,84 5,64 10,14 3,42 5,13 6,28
Tabulka 2: Percentudlne zastipenie najbeznejSich mastnych kyselin v nezrelych orgdnoch pSenice
Orgény
Mastné kyseliny Zrno stonka list koren pleva osten
C16:0 20,15 18,28 15,84 28,89 16,80 13,88
C 18:0 1,24 2,44 1,42 14,89 2,15 2,37
C 18:1,n-9 15,11 1,52 1,64 17,46 4,63 4,67
C 18:1,n-7 0,81 0,38 0,26 3,57 0,67 0,31
C 18:2,n-6 54,45 17,75 10,35 22,23 2291 5,87
C 18:3,n-3 6,86 57,58 67,78 4,39 47,14 63,96
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INFLUENCE OF FLUORANTHENE AND FLUROCHLORIDONE ON GROWTH
AND PRODUCTION PROCESSES OF PEA

VLIV FLUORANTENU A FLUROCHLORIDONU NA RUST
A PRODUKCNI PROCESY HRACHU

MAREK KLEMS', JIRI DOKOUPIL', KAMILA LONOVA', HELENA FISEROVA', MARIE
KUMMEROVA? | ZDENEK STEPAN', ALES MACHALEK' a LADISLAV HAVEL'

'Department of Plant Biology, Faculty of Agronomy, Mendel University, Zemédélska 1, 613 00 Brno
* Institute of Experimental Biology, Faculty of Science, Masaryk University, Kotlatska 2, 611 37 Brno

The effects of fluoranthene (polycyclic aromatic hydrocarbon) and/or flurochloridone (inhibitor of carotenoid biosynthesis)
in 0.5, 5 and 20 pM concentrations in the nutrient solution on the growth of pea plants (Pisum sativum L.), chlorophyll
content and quantum yield of electron transport of PSII were studied. Both these xenobiotics decreased growth parameters at
first in the roots and later in above ground parts of plants. Flurochloridone significantly decreased chlorophyll content and
quantum yield of electron transport of PSII. In case of combined action of fluoranthene and flurochloridone in 5 pM
concentrations were influenced the growth parameters, but were not significantly reduced parameters of photosynthesis of
plants. Screening effects of fluoranthene and flurochloridone on pea plant growth and changes in the factors photoautotrophic
disposition showed that xenobiotics affect plants in time sequence.

Key words: fluoranthene, flurochloridone, chlorophyll, pea

UvVOD

Cizorodé latky v prostfedi ovliviiuji rist a produkéni schopnosti rostlin. Vyvolavaji stres a s tim sekundarné
spojené procesy inhibice ristu a pfi vysoké zatézi i nevratnd poskozeni. Mezi xenobiotika interagujici v
energetickych a rlstovych odezvach rostlin nalezi fluoranthen (FLT, polycyklicky aromaticky uhlovodik,
ovliviiuje fotosyntézu, KUMMEROVA et al. 2001) a flurochloridon (Flu, G¢inna latka nékterych herbicida,
inhibitor biosyntézy karotenoidéi a ABA, KOWALCZYK-SHRODER a SANDMANN 1992). Tyto latky ptisobi
na rostliny i v relativné nizkych koncentracich poskozenim jejich fyziologickych funkci. Cilem nasi prace bylo
studium ovlivnéni ristu rostlin a procest fotosyntézy pod vlivem ptisobeni herbicidi a organickych polutanti na
pocatku vegetativniho ristu. Experimenty byly zaméfeny na screening vlivu koncentraci xenobiotik nebo
kombinace xenobiotik v zZivném roztoku na ristové parametry rostlin, obsah fotosynteticky aktivnich pigmentt a
kvantovy vytézek elektronového transportu PSII (®y)).

MATERIAL A METODY

Rostliny hrachu odridy Oskar byly kultivovany v Richterové zivném roztoku (RICHTER 1926) s
fluorantenem (0,5, 5 a 20 uM) nebo flurochloridonem (0,5, 5 a 20 uM) v fizenych kultivacnich podminkéach ve
fytotronu (fotoperioda 16/8, teploty 24°C/16°C, relativni vzdusna vlhkost 65%). V terminech 2, 5, 8, 14 a 19 dni
byly na rostlindich hodnoceny parametry — délka kofene, stonku, Cerstvd hmotnost a suSina nadzemni ¢asti
rostlin. Ve stejnych terminech byly stanoveny obsahy obsahy chlorofylu ,,a* a ,,b“(na g Cerstvé hmotnosti listu
spektrofotometricky) a kvantovy vytézek elektronového transportu PSII  (spektrofluorimetricky,
LICHTENTHALER et al. 2005). Ctrnacty a devatenicty den kultivace byla provedena izolace intaktnich
chloroplastii (BRISKIN et al. 1987) pro stanoveni obsahu chlorofylu a @y;.

VYSLEDKY A DISKUZE

Z obsahlého screeningu reakci rostlin na vySe uvedena xenobiotika bylo patrné, ze ovliviiuji rust jak kofent
tak nadzemni ¢asti rostlin. Inhibice rstu kofenli byla charakteristicka pro vSechny pouzité koncentrace i pro
kombinaci v ptsobeni FLT a Flu na rostliny (graf ¢. 1). Statisticky prikazny rozdil oproti kontrole byl potvrzen
od patého dne kultivace. Na nadzemni Casti rostlin byla tato statistickd prikaznost potvrzena pozd¢ji od
¢trnactého dne kultivace a to jak pro délku stonku, suSinu nadzemni ¢asti nebo jeji Cerstvou hmotnost (graf €. 2).
S délkou kultivace se také vyznamné snizoval obsah chlorofylu, charakteristické rozdily od kontroly byly
typické od osmého dne kultivace rostlin (graf €. 3) a s tim pozitivn€ korelovalo i snizeni hodnoty @y (graf ¢. 4).
To bylo jesté vyraznéjsi po plsobeni Flu. Obdobné analyzy fotoautortrofni dispozice na subcelularni urovni tuto
tendenci potvrdily. Kombinované ptsobeni FLT a Flu vSak sniZeni obsahu chlorofylu a kvantovy vytézek
elektronového transportu PSII nezpiusobilo.
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Graf 4:  Kvantovy vytézek @y rostlin po kultivaci v pfitomnosti FLT, Flu

ZAVER
Z vysledku je ziejmé, ze xenobiotika pfijata rostlinami z zivného roztoku ovlivnila nejprve rist kofend a
pozdé&ji rist nadzemni ¢asti rostlin a jeji bioenergetickou funkci. To je disledkem translokace xenobiotik
xylémem a tudiz opozdéné distribuce téchto latek do listd. Charakteristické inhibice rtustu prosttednictvim FLT
byly jiz publikovany (KUMMEROVA and KMENTOVA 2004) a podporuji nase vysledky. Rovn&z ovlivnéni
obsahu pigmenti a sniZeni fotosyntetickych aktivit odpovida jiz diive publikovanym pracim (KUMMEROVA et
al. 20006).

Podékovani: Experimenty byly realizovany za finanéni podpory grantu GACR 522/09/0239.
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SKRINING GENOTYPOV CiCERA BARANIEHO (CICER ARIETINUM L.) POCAS
VODNEHO STRESU

SCREENING CHICKPEA (CICER ARIETINUM L.) GENOTYPES IN THE WATER
STRESS

ELEONORA KRIVOSUDSKA', JANA FERENCOVA', MICHAELA BENKOVA?

! Slovenska polnohospodarska univerzita v Nitre, Katedra fyziologie rastlin, Tr. A. Hlinku 2, 949 01 Nitra
2CVRV - VURV Piestany, Génova banka SR, Bratislavska 122, 921 68 Piestany

In year 2011 were performed vegetation pot trials experiments with four genotypes of chickpea (Cicer arietinum L.). The
origin of cultivars was of Slovakia: genotyp ,,Alfa”, ,,Beta* and ,,Slovak®. The cultivar ,, Irenka“ originated in the Czech
Republic. The influence of water stress was tested on some physiological parameters (stomatal closure, relative water content
in leaf, osmotic potential, free proline content and osmotic adjustment). Among tested genotypes, cultivars,,Alfa“ (0,20 MPa)
and ,,Irenka* (0,19 MPa) showed the higher capacity for osmotic adjustment in the water stress.

Key words: water stress, free proline, osmotic adjustment, chickpea

Najdolezitejsim abiotickym faktorom, ovplyviiujucim rast a produkciu rastlin je voda. Jej zasoby v rastline
kolidu a st dopiiané nepravidelnymi zrdzkami, pricom sa &asto prejavuje ich nedostatok. V obdobi sucha sa
s nim rastliny musia vyrovnavat’. Nedostatok vody sa preto moze prejavit’ ako vazna pri¢ina porach v zlozitych
fyziologickych a biochemickych procesoch, prebiehajucich vo vnutri rastlinného organizmu [8].

Jednou z najvyznamnejSich a najvhodnejSich strukovin a mozno aj pol'nych plodin vobec, pre teplé a suché
az polosuché oblasti je cicer barani. V takychto oblastiach ostatné strukoviny trpia nedostatkom vody a st viac
napadané Skodcami, ich Grodnost’ a stabilita tirod silno klesa [3]. Ked’Ze adaptacie rastlin na sucho predstavuju
komplexnt vlastnost’ celého organizmu, charakterizovani suborom mensieho alebo vécSieho poctu znakov,
podmienenych viacerymi génmi, ich realizacia bude zavisiet’ aj od ontogenetického stavu rastlin, preto méze byt’
vyznamné hl'adat’ také interakcie stresového faktora a reakcii rastlin, ktoré umoznia expeditivne testovat’ odrody
uz v skorych rastovych fazach [7].

MATERIAL A METODY

Pri rieSeni stanovenych uloh boli zalozené v roku 2011 vegetacné nadobové pokusy. Do nadob s objemom 10
Itr boli vysiate Styri genetické zdroje intermedialneho typu : Alfa, Beta, Slovak (SR), Irenka (CR). Odroda
,»Alfa® (1998) je skora odroda, nizka so slabou intenzitou vetvenia. Listok na liste je maly az stredny, listy st
bledo - zelenej farby. V struku st prevazne dve semena gulatého tvaru, po dozreti svetlo bézovej farby. Dalou
odrodou je ,,Beta” (1998) - stredne skora odroda, nizka az stredne vysoka, so strednou intenzitou vetvenia.
Listok je velky, listy st zelenej farby. V struku s prevazne dve semend, gul'até¢ho tvaru, po dozreti svetlo
bézovej farby. Odroda ,,Slovak® (1998) patri k stredne skorym, stredne vysokym az vysokym odrodam so silnou
intenzitou vetvenia. Listok je maly, listy st zelenej farby. V struku st prevazne dve semend gulatého tvaru, po
dozreti svetlo bézovej farby. ,Irenka“(1998) bola vySlachtend zplaného druhu, struk s 1-2 semenami,
sfarbenymi dohneda, farba kvetu ¢erveno-ruzova.

Pri nastupe kvitnutia bol u polovice rastlin z kazdého genotypu simulovany vodny stres pozastavenim
zalievky a zamedzenim pristupu zrazok. Zvysok rastlin sluzil ako kontrolné varianty, ktoré boli zalievané pocas
celého obdobia trvania vodného stresu.

Pomocou porometra Delta-T-Devices (Cambridge, England) sa realizovali v dopoludnajsich hodinach
merania difuznej vodivosti (g.) listov.

Na dehydratovanych aj kontrolnych rastlinach boli tiez sledované parametre ako je relativny obsah vody
v listoch (RWC), obsah voI'ného prolinu v listoch a osmoticky potencial (‘\P's). Relativny obsah vody v % bol
stanoveny gravimetricky na zaklade Cerstvej hmotnosti susiny listu, hmotnosti listu po Stvorhodinovej saturacii
a naslednej hmotnosti susiny listu [4].

Obsah vol'ného prolinu v listoch bol stanoveny refraktometricky [2] a spektrofotometricky ninhydrinovou
metodou. Osmoticky potencial (‘¥s) vzorky listov bol stanoveny psychrometrickym meranim pouzitim PsyPro
analyzéra (Wescor, USA).

Na zéklade osmotického potencidlu listov kontrolnych i dehydratovanych rastlin, prepocitaného na plne
hydratovany stav sme urCili hodnotu osmotickej adjustacie [10]. Pre vypocet boli tiez potrebné udaje pre
relativny obsah vody v listoch (RWC) a korekciu (B=18%) pre apoplasticka vodu [1].

VYSLEDKY A DISKUSIA

Okrem dvoch hlavnych typov cicera baranicho ,.desi a ,kabuli, mozno vyclenit’ treti typ cicera tzv.
intermedialny s gulatymi semenami podobnymi hrachu, ktory je menej rozsireny a vyskytuje sa hlavne
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v strednej Eurdpe. Sem patria aj vSetky slovenské genotypy cicera [5], ktorym sme pri naSich meraniach
venovali pozornost’.

V ramci sledovania vodného rezimu rastlin je jednym z najvhodnejSich ukazovatel'ov relativny obsah vody
v rastline (RWC) a obsah vodného, ¢i osmotického potencialu. Pri hodnoteni testovanych genotypov sme mohli
v prvych diioch dehydratacie sledovat nezmenenu reakciu na obsah vody. Po prvych piatich dioch zacal obsah
RWC klesat’ a vyraznejsi pokles ( pod 50% ) bol zaznamenany na 16. den dehydratacie. Najvyssi obsah vody
v listoch si zachoval genotyp Irenka (52,87%). Naopak najvyraznejSie za dané obdobie pokleslo RWC pri
genotype Beta (45,35%). V stvislosti s poklesom RWC sa menili hodnoty osmotického potencidlu v rozpiti od -
2,03 do -2,19 MPa (Obr.1).

-0,5

M 6. den stresu

) -1,5
M koniec stresu '

-2,5

kontrolal stres kontrolal stres kontrolal stres kontrolal stres

ALFA BETA SLOVAK IREN KA

Obrazok 1: Zmeny osmotického potencialu v listoch cicera (MPa)

Aj reakcie prieduchov na vodny stres predstavuju jeden z dblezitych mechanizmov na ochranu rastlin.
V zavislosti od zmien vlhkosti vzduchu priebeh difiznej vodivosti listov kolisal. Uplné zatvorenie prieduchov
nastalo na 10. den vodného stresu.

Takmer univerzalnou reakciou rastlin na vodny deficit je akumulacia vol'ného prolinu [6]. Pri sledovani
metabolickych zmien indukovanych vodnym stresom sme jednoznacne zaznamenali ndrast obsahu volného
prolinu (Obr. 2) v pletivach listov cicera. Vyssiu akumuldciu uvedeného ukazovatela sme mohli sledovat’ pri
genotype Irenka (28,25 umol.g'CH v prepoéte na 100 % RWC) a Slovak (27,49 umol.g”' CH). O nieo nizsi

prolinu sme zaznamenali pri odrode Beta, t. j. 18,47 umol.g” CH v prepoéte na 100 % RWC.
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Obrazok 2: Obsah vol'ného prolinu v listoch cicera (umol.g” CH v prepoéte na 100 % RWC)

Jednym z vyznamnych mechanizmov tolerancie plodin na sucho je osmotické prispdsobenie. Nase tudaje
mozno porovnat’ so zisteniami Leporta [9], ktory testoval rézne genotypy cicera. Pri hodnoteni osmotickej
adjustacie dosiahol hodnoty od 0 do 1,30 MPa. V ramci naSich merani bola schopnost osmotickej adjustacie
v rozpdti 0,02 — 0,20 MPa. Najnizsia schopnost’ prispdsobenia sa prejavila pri odrode Beta (0,02 MPa). Pri
genotype Alfa (0,20 MPa) a Irenka (0,19) sme zistili takmer zhodni schopnost’ osmotického prispdsobenia.
Vyuzitie vhodnych genotypov, so schopnostou tolerovat’ sucho, patri nielen k rieSeniam, ktoré mozu priniest’
vyznamny ekonomicky efekt, a tym i stabilitu urod, ale aj ekologicku stabilitu prostredia.
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ZAVER

V pokusnom obdobi roku 2011 boli uskutocnené nadobové vegetacné experimenty so Styrmi genotypmi
cicera baraniecho (Cicer arietinum L.). Povod testovanych genotypov bol zo Slovenska ,Alfa“, ,Beta“
a ,.Slovak®. Stvrty genotyp ,.Irenka“ méa povod z CR. V ramci uvedenych genotypov bol sledovany uéinok
vodného stresu na vybrané fyziologické parametre (zatvaranie prieduchov, relativny obsah vody v listoch,
osmoticky potencial, obsah voIného prolinu anasledne aj osmotické prisposobenie). Vys$siu schopnost
osmotickej adjustacie mali genotypy ,,Alfa” a ,Irenka“. V ramci sledovanych fyziologickych merani najlepsie
parametre v tolerancii na sucho dosiahol genotyp ,.Irenka“ (CR), ktory mdze poslazit pri vybere genotypov
vhodnych pre podmienky sucha.
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SROVNANI VYSLEDKU TESTOVANI IN VITRO ROSTLIN CESNEKU
KUCHYNSKEHO NA PRITOMNOST VIRU ODLISNYMI METODAMI

COMPARING THE RESULTS OF IN VITRO TESTING PLANTS OF GARLIC FOR
PRESENCE VIRUSES BY DIFFERENT METHODS

MARTINA KUDELKOVA, JANA CECHOVA, HANA SASKOVA
Mendelova univerzita v Brn¢, Zahradnicka fakulta v Lednici, Mendeleum — ustav genetiky

The experiment was focused on present Potyvirus by garlic (Allium sativum L.). 100 plants of garlic were tested of present
Onion yellow dwarf virus (OYDV) and Leek yellow stripe virus (LYSV). DAS-ELISA and RT-PCR were used for detection.
The young leaves of garlic cultivated in vitro were used for testing. The results have proved a higher sensitivity of RT-PCR
method. OYDV was present in 20% by ELISA and 36% by RT-PCR. LYSV was present in 39% by ELISA and 66% by RT-
PCR.

Key words: garlic, Leek yellow stripe virus (LYSV), Onion yellow dwarf virus (OYDV), ELISA, RT-PCR

uUvoD
Virové choroby Cesneku jsou rozsifené po celém svété, zplisobuji vazné ztraty na vynosu plodin a zhorSeni
jejich kvality (Bai a kol., 2010; Klukackova a kol., 2004). Cesnek byva infikovan komplexem dvou a vice vird,
¢asto se jedna o zastupce rodl Potyvirus a Carlavirus (Barg a kol., 1994). K zjisténi ptitomnosti virti v ¢esneku
mize byt pouzita sérologickd metoda DAS-ELISA (Double antipody sandwich - Enzyme - linked
immunosorbent assai) (Leisova-Svobodova a Karlova-Smekalova,2011) ¢i molekularné genetickd metoda RT-
PCR (reverse tarnscription—polymerase chain reaction) (Dovas a kol., 2001; Klukackova a kol., 2004).

MATERIAL A METODIKA

Pokus byl realizovan na Zahradnické fakulté v Lednici, na Mendeleu — tstavu genetiky. Bylo testovano 100
rostlin éesneku kultivovanych in vitro. Vychozi material pro zalozeni in vitro pochazel z oddéleni Genové Banky
VURYV v Olomouci a slouzil pro praci na projektu NAZV QH71228: Ozdraveni domécich genotypt ¢esneku za
ucelem jejich uchovani metodou kryokonzervace. Prace sledovala ptitomnost vird Leek yellow stripe virus
(LYSV) a Onion yellow dwarf virus (OYDV). Rostliny byly kultivovany na médiu Murashige, Skoog
s piidavkem rostlinnych regulatorti (benzyladenin - 0,5 mg.I"; a-naftyloctova kyselina - 0,1 mg.1"; kyselina
giberelova - 0,5 mg.I"). Jako metody testovani byly zvoleny DAS-ELISA a RT-PCR. Testovaci material byly
v obou ptipadech mladé listy rostlin kultivovanych in vitro.

Testovani ELISA

Testovani bylo provedeno podle metodiky firmy Bioreba. Vzorky listovych ¢epeli byly homogenizovany
poloautomatickym homogenizérem a k testovani byly pouzity sady testovacich sér (IgG + konjugat) pro
jednotlivé viry a lyofilizované pozitivni a negativni kontrolni vzorky od firmy Bioreba. Absorbance vzorku byla
méfena pii 405 nm. Podrobny popis testovani metodou ELISA 1ze najit v publikaci Smékalova a kol., 2010.
Testovani RT-PCR

Pro izolaci rostlinné RNA byl pouzit izola¢ni kit - Spectrum™ Plant Total RNA Kit (Sigma) dle p¥ilozeného
protokolu od vyrobce. Koncentrace vyizolované RNA byla méfena piistrojem Modulus™ Single Tube
Fluorometer 9200-000 (TURNER BIOSYSTEMS), pro méfeni bylo pouzito barvivo RiboGreen (Invitrogen). Po
izolaci RNA nésledovala reverzni transkripce (RT). Pii RT byly vzorky piepsany na cDNA (complementary
DNA) za uZiti enzymu reverzni transkriptizy M-MLV RT (RevertAid™ Reverse Transcriptase, Fermentas).
Prvnim krokem RT byla denaturace (5 min 95 °C), vzorek byl tvofen 12 pl HPLC vody, 2 pl celkova RNA a 0,5
pl random primer p(dN)s (Roche). Nasledovala syntéza cDNA (10 min 25 °C a 1 hod. 42 °C) pied kterou bylo
do vzorkt ptidano 10 pl reakéni smési obsahujici 5 pl RT pufru (5x, dodavany s reverzni transkriptazou,
Fermentas); 1,25 pl (10mM) dNTPs (deoxynucleotide triphosphates) (Invitek); 0,5 pl reverzni transkriptazy (200
U/ul, Fermentas), zbytek do 10 pl tvorila HPLC voda. 2 pl ziskané cDNA byly pouzity do polymerazové
fetézové reakce (PCR). Celkovy objem reakéni smési €inil 25 ul a obsahoval: HPLC vodu, 0,5 pl (10mM)
dNTPs (Invitek); 0,75 pl (10 uM) kazdého primeru; 2,5 pl pufru (10x; dodavany s polymerazou); 0,25 ul
polymerdzy (2 U/ pl; DyNAzyme™ II DNA Polymerase - Finnzymes). Sekvence primerti dle Leisova-
Svobodova a Karlova-Smekalova (2011) jsou uvedeny v tabulce 1. Teplotni rezim PCR reakce byl naledujici:
94 °C 5 min.; nasledovalo 40 cykli 94 °C 30 sek., 47 °C 30 sek., 72°C 45 sek.; po cyklovani nasledovalo 72°C 7
minut. Po PCR byly vzorky elektroforeticky separovany na 2% agar6zovém gelu. Pro obarveni vzorkl bylo
pouzito barvivo GelRed (Biotium), které bylo pfidano pfimo do gelu pii rozvafovani v davce 5 pl na 100 ml
gelu.
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Tabulka :1 Sekvence primert

Onion yellow dwarf virus OYDVSIF: 5'-TTTAGCACGTTACGCATTCGA-3’

Onion yellow dwarf virus OYDVSIR: 5'-TTACCATCCAGGCCAAACAA-3’

Leek yellow stripe virus LYSV81-410F: 5'-AAGAACACCAGTTAGAGCGCG-3’

Leek yellow stripe virus LYSV81-535R: 5-TGCCTCTCCGTGTCCTCATC-3’
VYSLEDKY A DISKUSE

Bylo testovano 100 rostlin ¢esneku kuchytiského kultivovaného in vitro na ptitomnost dvou potyvirai OYDV
a LYSV. K detekci virti byla zvolena sérologicka metoda DAS-ELISA a molekularné-geneticka metoda RT-
PCR. Pro zpracovani vysledkti byl pouzit statisticky program Statistica 9 (StatSoft), LSD test (p=0,05).
Vysledky testovani metodou ELISA ukazuji, ze vir OYDV byl pfitomen téméf ve 20% testovanych vzorkd,
kdezto vysledky metody RT-PCR detekovaly az 36% pozitivnich rostlin (graf ¢. 1). Vir LYSV byl pfitomen dle
metody ELISA ve 39% vzorkd, metodou RT-PCR bylo vsak zjisténo 66% pozitivnich rostlin (graf ¢. 1). U obou
téchto virti byl mezi metodami statisticky prikkazny rozdil. Z vysledkt tedy vyplyva, ze metoda RT-PCR byla
schopna odhalit vyssi procento infekei v testovaném souboru. Molekularné-geneticka metoda je dle experimentu
citlivéjsi, nez sérologicka. Vysledky podporuji i dalsi prace na danou problematiku. Leisova-Svobodova a
Karlova-Smekalova (2011) testovaly 50 genotypt Cesneku, pficemz vzorky byly odebirany z rostlin brzy na jafe.
Jejich vysledky ukazuji ptitomnost OYDV v 54% testovanych rostlin detekéni metodou ELISA, metodou SYBR
Green real-time RT-PCR bylo pozitivnich 100%. U viru LYSV bylo ELISA metodou zjisténo 42% pozitivnich
rostlin, metodou real-time RT-PCR 62% pozitivnich rostlin. Dovas a kol. (2001) testovali mladé listy ¢esneku na
ptitomnost OYDV a LYSV. Metodou ELISA byly tyto viry detekovany v koncentraci 10" a 10, metodou RT-
PCR byly zjistény jiz v koncentraci 10, Prace od Klukackova a kol. (2004) prokazuje i rozdilnost vysledkd pfi
uziti riznych primert. V préci testovali rostliny ¢esneku na pritomnost OYDV. Material pochazel z Genové
banky, supermarketu a od ¢eskych péstitelti. Dle ELISA testu byl vir pfitomen v 92%, 100% a 53%. Pro RT-
PCR byly pouzity rtzné primery - OYD-UP/OYD-DW- zde byl vir detekovan v 88%, 100% a 53% a
primeryOL2/OR1 — zde byla ptitomnost viru 0,2%, 0% a 0%. V tomto ptipad¢ byla metodou ELISA detekovana
vyssi pfitomnost OYDV. Muze to byt zptsobeno tim, ze RT-PCR je sice citlivéj§i metoda, ale nemusi byt
schopna rozeznat rizné kmeny jednoho viru. Dal$im divodem mohou byt $patné navrzené primery.
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Graf 1: Vysledky testovani ¢esneku na piitomnost OYDV a LYSV metodami ELISA a RT-PCR

ZAVER

V experimentu bylo testovano 100 rostlin ¢esneku kuchyniského (Allium sativum L.) kultivovaného in vitro.
Byla testovana ptitomnost vir Onion yellow dwarf virus a Leek yellow stripe virus. Jako detekéni metoda byla
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zvolena DAS-ELISA, jako zastupce sérologickych metod, a RT-PCR, jakozto molekuldrné-geneticka metoda.
Dle vysledkt se RT-PCR projevila jako citlivéjsi metoda, jelikoz odhalila vice virovych infekci. U viru OYDV
detekovala 36% pozitivnich jedinct, u viru LYSV se jednalo o 66% pozitivnich jedinci. Metoda ELISA odhalila
pfitomnost OYDV pouze u 20% jedinct a pfitomnost LYSV u 39% jedincti. Metodu RT-PCR Ize doporucit pro
dalsi testovani vira OYDV a LYSV v ¢esneku.

Podékovani: Prace byla uskute¢néna za finan¢ni podpory interniho grantového projektu ¢. 14/2011/591 Interni
grantové agentury ZF MENDELU v Brné a projektu NAZV QH71228: Ozdraveni domacich genotypti ¢esneku
za ucelem jejich uchovani metodou kryokonzervace.
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GENETICKA TRANSFORMACIA RUBUS FRUTICOSUS L. A VACCINIUM
CORYMBOSUM L. POMOCOU AGROBACTERIUM TUMEFACIENS

AGROBACTERIUM TUMEFACIENS-MEDIATED GENETIC TRANSFORMATION
OF RUBUS FRUTICOSUS L. AND VACCINIUM CORYMBOSUM L.

MIROSLAVA LATECKOVA, GABRIELA LIBIAKOVA, JANA MORAVCIKOVA, ALENA GAJDOSOVA
Ustav genetiky a biotechnologii rastlin SAV, Nitra

Increasing demand for berry fruits on the world market evocates necessity to create new genotypes with improved attributes
which are determinated by their use as fruit crops, medicinal or landscape ornamental ground cover plants. Classical breeding
is in fruit trees limited by their long reproductive cycle. Genetic engineering could ensure relatively quick acquiring of
desired traits together with keeping of positive attributes of cultivar, what is in classical breeding of highly, heterozygous
trees very time-consuming. Incorporation of exogenous DNA into crops by use of Agrobacterium tumefaciens is promising
transformation technique which is, however, dependent on successful plant regeneration from transformed cell. In Vaccinium
and Rubus spp. is genetic transformation and regeneration of transgenic plants considerably limited till now what is mostly
caused by high sensitivity of their cells and tissues to selection antibiotics commonly used in genetic transformation.

Key words: in vitro, berry fruits, plant transformation

UvoD

Za posledné desatroCie boli dosiahnuté zasadné pokroky pri in vitro regeneracii mnohych ekonomicky
vyznamnych rastlin. Vytvorili sa tym predpoklady na zaclenenie explantatovych kultar do slachtitel'skej a
pol'nohospodarskej praxe. Rastlinné pletivové kultary v kombindcii s metddami genetického inZinierstva st
schopné prekonat’ niektoré nedostatky klasického slachtenia rastlin. Mo6zu tak poskytnit’ nové moznosti pre
Specifické vylepsenie a produkciu novych kombindcii ziadanych genetickych vlastnosti. Zakladnou podmienkou
pre uspesnu aplikaciu genetického inzinierstva pri drobnom ovoci je i€inné adventivna regeneracia in vitro.
Vypracovanie systému c¢innej genetickej transformacie pre genetické zlepSenie drobného ovocia by mohlo v
buducnosti umoznit’ prenos génov pre zvySenie rastlinnej rezistencie k hubovym ochoreniam, chladovej
tolerancie, vyvin partenokarpickych plodov, atd’. Predmetom zaujmu je najmé prenos a expresia antifungalnych
génov vzhl'adom na ich potencial nahradit’ aplikaciu fungicidov v produkénom systéme bobul'ového ovocia.
Ziskané transgénne rastliny mozu byt’ d’alej rozmnozované konvenénymi propagaénymi metédami, ¢o umozni
ziskat’ vel'ké mnozstvo transgénnych rastlin v relativne kratkom case.

Pri ovocnych drevindch je genetické transformacia a nasledna regeneracia transgénnych rastlin zatial’ limitovana
len na niekol’ko druhov alebo genotypov. Napriek znacnému pokroku v rastlinnom genetickom inZinierstve pri
inych plodinach, s informéacie o genetickej transformacii drobného ovocia zriedkavé a dostupné transformacné
postupy pri druhoch rodu Rubus a Vaccinium neti¢inné a nespolahlivé. Dostupnych je len niekolko prac
tykajucich sa genetickych transformacii Rubus sp. a Vaccinium sp. (Kokko a Karenlampi, 1998; Zeldin., 2002;
Mezzetti a i., 2004; Song a Sink, 2004, Hancock a i., 2008).

Ciel'om prace je vypracovanie uc¢inného systému pre transformaciu a regeneraciu Rubus sp. a Vaccinium sp.
pomocou Agrobacterium tumefaciens.

MATERIAL A METODY

Rastliny Rubus fruticosus L. a Vaccinium corymbosum L. dopestované v in vitro podmienkach boli pouzité
ako zdroj explantatov (Gajdosova a i., 2007) pre transformacné experimenty. Na transforméaciu listovych diskov
a listovych stopiek z in vitro rastlin boli pouzité kmene Agrobacterium tumefaciens LBA 4404, C58 a AGLO
obsahujtice binarny vektor pTS2 a pCAMBIA 1304. Bakterialne kmene boli kultivované v tekutom LB médiu s
antibiotikami (25 pg.ml™” rifampicin, 50 pg.ml” kanamycin, 25 pg.ml™ streptomycin) cez noc pri teplote 27 °C.
Do pripravenej bakterialnej suspenzie, ktora bola riedena v pomere 1:20 (LBA4404), 1:40 (C58) bolo pridanych
100 mg.I" acetosyringonu pre lepsiu prilnavost baktérii k rastlinnym pletivam. Listy a listové stopky boli
inkubované v bakteridlnej suspenzii 10 mintt (listy) a 60 minut (listové stopky). Nasledne boli explantaty 2 dni
ko-kultivované v tme. Potom boli explantaty Styrikrat premyté, osusené na sterilnom filtranom papieri a
prenesené na regeneracné médium. Pre regeneraciu Rubus fruticosus L. bolo pouzité kultivaéné médium MS s
obsahom 1 mg" TDZ a 0,05 mg1" IBA. Ako selekéné antibiotika boli pouzité kanamycin v koncentracii 5
mg-1”, geneticin (G-418) v koncentracii 2-5 mg-1" alebo hygromycin v koncentracii 2 mg-1". Pre eliminaciu A.
tumefaciens z kultary bol pouzity cefotaxim a karbenicilin obe v koncentracii 250 mg-1"'. Po dvoch tyzdiioch
kultivacie bola koncentracia selekénych antibiotik zvySena na dvojnasobné mnozstvo. Pri transformacii
Vaccinium corymbosum L. boli transformované pletiva kultivované na kultivatnom médiu WPM s obsahom 2
mg1' TDZ a 0,2 mg1' IAA s pridanim antibiotik 2 mg1" geneticinu (G-418) a 300 mg-1"cefotaximu. Na
podporu regenercie vyhonkov bolo do média pridanych 250 mg1" spermidinu. Ku kazdému pokusu bola
zalozena pozitivna (kultivacné médium bez pridania antibiotik) a negativna kontrola (rovnaké kultivacné
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médium ako pre transformované pletiva). Histochemicka detekcia GUS aktivity bola u oboch odrdod uskutocnena
podla Jeffersona a kol. (1987).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Geneticka transformacia Rubus fruticosus bola dosiahnutd pouzitim vsSetkych testovanych kmenov A.
tumefaciens. Na regenera¢nom médiu s 2 mg.1" hygromycinu (pCambial304), resp. 3 mg.I" G 418 (pTS2) sme
dosiahli tvorbu kalusu, priom 51.5% kalusov bolo GUS-pozitivnych. Regeneracia vyhonkov nebola
dosiahnuta. Pocas regenericie potencialne transgénnych vyhonkov Rubus fiuticosus L. odroda ‘Ca¢anska
bestrna’ boli pri kultivacii explantatov viaceré problémy. Prvym problémom bola vysoka produkcia fenolickych
latok explantatmi, ich difizia do kultivaéného média a nekroza pletiv. Podobny jav popisali Rout a i. (1999),
ktori predokladali, Ze m6ze byt spésobeny oxidaciou polyfenolov z povrchu explantatov. Odportcali pridat’ do
kultivacného média PVP (polyvinyl pyrolidon) alebo kyselinu citronovu, pripadne castejSiu subkultivaciu na
erstvé médium. V nagich experimentoch pridanie kyseliny citrénovej (50 mg-1") a kultivacia explantitov vo
véacsich nadobach eliminovali produkciu fenolov. Transformované pletiva ale Casto nekrotizovali, alebo na
rozdiel od pozitivnej kontroly, indukovali vel'keé kalusy, bez naslednej regeneracie vyhonkov. Pridanie dusi¢nanu
strieborného a sodium tiosulfatu (v pomere 1:4) znizilo nekrézu pletiv, ale nemalo pozitivny vplyv na
regeneraciu vyhonkov z kalusov. Testovanim vplyvu cytokininov (TDZ a BAP) na regeneracny potencial
transformovanych pletiv bolo konstatované, ze typ a koncentracia cytokininu pravdepodobne nie su pric¢inou
obmedzenej regeneracie vyhonkov. Lopez-Noguera a i. (2009) dosiahli pridanim spermidinu (250 mg1") v
kombinacii so sodium tiosulfatom (60pmol.I") vyznamné zlepSenie regeneracie vyhonkov po transformacii
listov marhule.

Na genetickt transformaciu Vaccinium corymbosum L., odroda "Berkeley" boli pouzité tri rozne kmene A.
tumefaciens — LBA 4404, C58, AGLO, v kombinacii s plazmidom pTS2. Z dosiahnutych vysledkov vyplynulo,
ze explantaty st schopné rege