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Morfometricka a DNA analyza semien genofondu lipnice lu¢nej

Morphology and DNA analysis of gene resources of Kentucky bluegrass
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Abstract: Genetic resources of Kentucky bluegrass including, 30 genotypes, was evaluated on a base
morphology characteristics of grains. In the laboratory conditions, five morphology characteristics
(lenght, width, thickness of grains, lenght of brushes and width of creases) were evaluated using
binocular magnifying glass with micrometer. Correlation analysis between lenght and width, lenght and
thickness, width and thickness, lenght of grains and lenght of brushes, width of grains and width of
creases, was used. Two diferent genotypes were distinguished using correlation analysis and average
values of morphology characteristics (5/102, 1/22). Genotype 5/102 had the smallest average values of
morphology characteristics and highest values of correlation coeficients. On the base of results
the positive addiction between lenght, width, thickness of grains, width of creases and negative
addiction between lenght of grains and lenght of brush was evident. The second genotype 1/22, had
bigger average values and smaller correlation coeficients. The positive and highest addiction between
width of grains and width of creases was confirmed.

Random amplified polymorphic DNA (RAPD) will be use for characterization of Kentucky bluegras
genetic resources. The DNA isolation was optimized for Kentucky bluegrass according Rogers, Bendich
(1994). DNA quality and quantity of isolated DNA was chcecked on 0,8 % agarose gel in comparison to
arange of Human genomic DNA with known concentration. The amount of isolated DNA from
Kentucky bluegrass was 12 ng DNA in 1ul™.
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4. Ciele vecnej etapy

4.1 Analyza morfologickych charakteristik zrna genofondu lipnice lu¢nej (Poa pratensis L).

4.2 Analyza genetickej rozmanitosti a pribuznosti jednotlivych genotypov rodu lipnica (Poa L.) na
zaklade hodnotenia polymorfizmu DNA metédou RAPD.

4.3 Spracovanie obrazovej dokumentacie morfologickych charakteristik zra genofondu lipnice licne;.

4.4 Spoznanie variability a biologickych zakonitosti medzi morfologickymi znakmi na Grovni zrna
hodnoteného genofondu s vyuzitim Statistickych metdd.

5. Dosiahnuté vysledky

V prvom roku rieSenia vecnej etapy vysledky sa ziskali z nasledovnych pokusov:

5.1 zalozenia polnych pokusov z genofondu lipnice lu¢nej, kostravy cCervenej, kostravy luc¢nej
a hybrydov metonohu a kostravy,
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5.2 morfometrické merania zrna osiva lipnice lucne;j,

5.3 analyzy DNA.
PoP’né pokusy

Na hodnotenie genofondu trav bol zalozeny polny pokus s 90 genotypmi lipnice 1G¢nej. V lokalite
arealu Botanickej zdhrady SPU v Nitre boli v termine 23. 4. 2002 vysiate v jednom opakovani,
v metrovych pasoch, s ndhodnym usporiadanim ¢lenov vzorky 90 genotypov lipnice l1i¢nej. Vysevu
predchadzala Standardna priprava a spracovanie pddy, po zbere predplodiny (hluboviny) nasledovala
hlboka orba, kyprenie, branenie, prihnojenie a chemické oSetrenie proti pyru plazivému. Po ru¢nom
vyseve do riadkov bola poda upravena valcovanim. Pokus bol podla potreby zavlazovany postrekom.
Napriek dodrzania vSetkych agronomickych postupov osivo ani jedného z genotypov za 5 tyzdiov
nevykli¢ilo. Na zaklade uvedeného sa pokus zopakoval s novym osivom v zmenenej Struktire pokusu,
kde boli sucastne vysiate aj vzorky osiva kostravy cervenej (Festuca rubra L.), kostravy li¢nej (Festuca
pratensis L.) ahybridov metonohu a kostravy v termine 31. 5. 2002. Ani pri opakovanom vyseve
v pol'nych podmienkach osivo genotypov lipnice 1a¢nej nevykli¢ilo. Osivo inych druhov trav (kostravy
a hybridov) vyklicilo. V laboratérnych podmienkach potvrdena dobra 70-80 % klicivost’ vacSiny
genotypov lipnice lu¢nej (niektoré genotypy mali vel'mi nizku klic¢ivost’ pod 10 %), nas opraviiuje
k domnienke, Ze na vybranom pozemku mohli byt negativne ucinky reziduii predchadzajucich osetreni
chemickymi pripravkami, na ktoré velmi citlivo reagovali prave genotypy lipnice Iucnej.
V laboratornych podmienkach Katedry ochrany rastlin FAPZ SPU v Nitre bola dokézand na povrchu
osiva pritomnost’ fytopatogénnych hub rodu Fusarium, ¢o mohla byt tiez priCina nekli¢enia osiva
v pol'nych podmienkach.

Morfometrické meranie zrna lipnice lic¢nej

V laboratérnych podmienkach sa hodnotilo 5 morfologickych charakteristik zrna: dizka, $irka, hrubka
zrna, dizka Stetinky a $irka brazdy pomocou binokularnej lupy s okularovym mikrometrom. Na meranie
sa pouzilo zrno 30 genotypov lipnice lucnej a z kazdého genotypu bolo nahodne vybranych 30 zfn.
Biologicky material pochadza zo Slachtitel'skej stanice Levoéské luky a.s. Levo¢a. Podkladové tdaje sa
spracovali v programe MS Excel.

V sledovanom subore genotypov lipnice 1G¢nej boli zistené nasledovné priemerné hodnoty
morfologickych charakteristik zrna: dizka v rozpiti od 2,16 do 3,55 mm, Sirka od 0,50 do 0,73 mm,
hrabka od 0,52 do 0,77 mm, dizka Stetinky od 0,66 do 1,10 mm a Sirka brazdy od 0,26 do 0,42 mm (obr.
1-5). Pri charakteristikach zrna ako je diZka, §irka a hrabka, bol zisteny nizky variacny koeficient do
15 % s vynimkou pri §irke zrna genotypu 11/108, kde bol variaény koeficient s hodnotou 22,8%. Sirka
brazdy a dizka Stetinky boli charakteristiky s vyrazne vyssim variaénym koeficientom az do 41% a to
pri genotype 19/(99/1) znaku dizka $tetinky.

Korelacna analyza sa robila medzi charakteristikami dizka a $irka zra, dizka a hribka zrna, Sirka
a hrabka zrna, dizka zrna a dizka Stetinky, $irka zrna a §irka brazdy (tab. 1). V zavislosti od genotypov
boli hodnoty korelaénych koeficientov pre charakteristiku dizka a $irka zrna vePmi rozdielne. Pri 93 %
genotypov boli korela¢né koeficienty nizke a kladné aZ na ojedinelé vynimky, kde boli korela¢né
koeficienty zaporné a nizke. Vyskytovali sa od nizkych zapornych hodnot -0,01 az po 0,63 (5/102) a
0,74 (11/83). Pri tychto dvoch genotypoch s absoliitnymi malymi priemernymi hodnotami diZky a $irky
zrna bola relativne vysoka zavislost medzi sledovanymi dvoma charakteristikami, malym hodnotam
dizky zodpovedali malé hodnoty §irky zrna. Korelacia medzi dizkou a $irkou mala hodnoty korelaénych
koeficientov nizke a stredné pri 86% genotypov. Vyskytovali sa od -0,25 az po 0,67 (11/108), 0,76
(5/102), 0,77 (22/(30/5)). Pri genotypoch 11/108 a 5/102 boli hodnoty dizky a hrabky zrna malé, zatial
o pri genotype 22/(30/5) dizka aj hrabka patrili medzi najvacsie pri sledovanych genotypoch. Pri
charakteristikach Sirky a hrabky zrna boli korela¢né koeficienty kladné s 30% podielom vysokych
korela¢nych koeficientov. Z toho sa d4 usudit’, Ze zrno jednej tretiny genotypov malo pri vicsej Sirke aj
vagsiu hrabku. Korelacia medzi dizkou zrna a dizkou §tetinky bola ziporna s 82% podielom malych
hodnét korelacnych koeficientov. Pri tomto jedinom porovnavani sledovanych charakteristik bola
vyrazna zaporna korelacia, co znamena, ze vel'ké zrna mali relativne malé Stetinky. Najvacsie hodnoty
kladnych korelaénych koeficientov boli medzi Sirkou zrna a Sirkou brazdy. 73 % genotypov malo

130



vysoké hodnoty korelaénych koeficientov. Siroké zrnd mali §iroké brazdy. Na zaklade korelacii
a nameranych morfologickych charakteristik boli v sledovanom genofonde lipnice 1i¢nej dva zaujimavé
genotypy. Pri genotype 5/102 boli namerané najmensie priemerné morfologické charakteristiky, jedno
znajmensSich zin zo sledovanych genotypov malo vysoké hodnoty korelacnych koeficientov. Bola
potvrdena kladna zavislost medzi dizkou, Sirkou, hrabkou zrna, Sirkou brazdy a zaporna zavislost
medzi dizkou zrna a diZkou $tetinky. Genotyp 1/22 jeden s najva¢sim zrnom v sledovanom stibore mal
nizke korela¢né koeficienty a jedine pri tomto genotype bola potvrdena kladna a vysoka zavislost’ medzi
Sirkou zrna a Sirkou brazdy.

DNA markéry

Na charakteristiku genofondu lipnice li¢nej sa pouZije technika polymorfizmu nédhodne zmnozenej
DNA (RAPD). Tato technika zalozena na baze polymerazovej retazovej reakcie (PCR), vyzaduje
optimalizaciu izolacie DNA a PCR. V prvej etape rieSenia vecnej etapy sa nasa pozornost sustredila na
vyber vhodnej metody izolacie DNA trav. Izolacia DNA podla Rogers, Bendich (1994), bola tspe$na
s vytaznostou 12ng DNA v lul'. Na izolaciu DNA z&erstvych listov trav sa osvedgil postup:
rozdrvenie materialu v tekutom dusiku, pridanie 2x CTAB extrak¢ného roztoku a nésledna inkubacia pri
65 °C, pridanie chloroformu, centrifugacia, prenos supernatantu do novej skumavky, pridanie
zrazacieho roztoku, zrazanie pri —20 °C, centrifugacia, odstranenie supernatantu, pridanie
koncentrovaného TE roztoku a zahriatiec na 65 °C, pridanie etanolu, centrifugacia, odstranenie
supernatantu, pridanie 80 % etanolu, centrifugacia, odstranenie supernatantu, vysusenie, pridanie TE
roztoku a rehydratacia DNA v TE roztoku.

Tabul’ka 1: Korela¢né koeficienty medzi sledovanymi charakteristikami zrna lipnice lic¢nej
dizka/sirka  diZka/hrabka  $irka/hrabka dikazma  S$irka zrna /Sirka

Genotyp

zrna zrna zrna /dizka §tetinky brazdy

4/57 -0,19 -0,25 0,42 0,10 0,39
5/102 0,63 0,76 0,79 -0,56 0,70
21/16 0,37 0,00 -0,14 -0,13 0,43
9/176 -0,02 0,15 0,46 -0,02 0,75
1/22 0,35 0,30 0,40 -0,19 0,81
5/069 0,27 0,46 0,26 -0,14 0,86
8/87 0,38 0,41 0,83 -0,32 0,77
1/82 0,41 0,60 0,56 -0,25 0,72
1/254 0,39 0,44 0,66 -0,50 0,65
17/(00/01) 0,08 0,36 0,39 -0,17 0,70
3/756 -0,01 0,26 0,76 -0,26 0,72
20/(4/14) 0,16 0,37 0,44 -0,25 0,58
18/(31/4) 0,13 0,56 0,60 -0,61 0,73
19/(99/1) 0,01 0,28 0,44 -0,03 0,62
8/36 0,35 0,50 0,58 -0,41 0,74
7/15 0,08 0,12 0,47 -0,17 0,50
10/285 0,38 0,46 0,76 -0,14 0,44
10/14 0,10 0,51 0,30 -0,22 0,81
10/64 0,45 0,45 0,58 -0,50 0,63
11/83 0,74 0,34 0,38 -0,13 0,74
16/9 0,36 0,39 0,42 -0,52 0,78
10/38 0,21 0,52 0,36 -0,50 0,82
11/108 0,26 0,67 0,34 -0,16 0,40
15/3 -0,03 0,27 0,56 -0,53 0,71
27/6 0,00 0,24 0,64 -0,22 0,66
22/(30/5) 0,24 0,77 0,36 -0,70 0,74
2/12 0,28 0,50 0,34 -0,21 0,50
29/4 0,44 0,57 0,62 -0,55 0,72
2/51 0,43 0,46 0,65 -0,78 0,53
28/5 0,12 0,51 0,33 -0,66 0,73
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Obrazok 1: Priemerné hodnoty diiky zrna 30 genotypov lipnice luénej
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Obrazok 3: Priemerné hodnoty hrubky zrna 30 genotypov lipnice li¢nej
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Obrazok 4: Priemerné hodnoty diZKy $tetinky zrna 30 genotypov lipnice li¢nej
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Obrazok 5: Priemerné hodnoty Sirky brazdy zrna lipnice lti¢nej

Poradie genotypov

1-4/57,  2-5/102,  3-21/16,  4-9/176, 5-1/22,  6-5/069,  7-8/87,  8-1/82,  9-1/254,
10-17/(00/01), 11-3/756, 12-20/(4/14), 13-18/(31/4), 14-19/(99/1), 15-8/36,
16-7/15, 17-10/285, 18-10/14, 19-10/64, 20-11/83, 21-16/9, 22-10/38, 23-11/108,
24-15/3, 25-27/6, 26-22/(30/5), 27-2/12, 28-29/4, 29-2/51, 30-28/5.

6. Realiza¢né vystupy: -
7. Prezentacia vysledkov na vedeckych podujatiach, vo vedeckej a odbornej tlaci

7.1 Bezo, M. — KutiSova, J. 2002: Rastlinné biotechnologie, In: Zbornik referatov z medzinarodne;j
konferencie Biologické dni 2002. Nitra: Univerzita Konstantina Filozofa, 146 s., ISBN 80-8050-520-9

8. Zapojenie doktorandov na rieSeni problematiky

8.1 Téma: Morfometrickd analyza a polymorfizmus DNA genofondu a osiva lipnice lu¢nej (Poa
pratensis L.), Ing. Martin Bezo, Katedra genetiky a sl'achtenia rastlin, doc. Ing. Jan Brindza, CSc.

9. Zapojenie Studentov na rieSeni problematiky formou diplomovych prac: -

10. Zahrani¢na a domaca spolupraca
10.1 STachtitel'ské stanica Levoéské luky a.s., 054 01 Levoca

Vyskumny ustav rastlinnej vyroby Piestany, Bratislavska cesta 122, 921 68 Piestany
11. Navrh na vyuZitie dosiahnutych vysledkov a realizacné vystupy z rieSenia problematiky

Vystupom prace bude obrazova dokumentacia, ktorej sucastou budu udaje o morfologickych
vlastnostiach semena rastlin lipnice lucnej (Poa pratensis L.). Realizaénym vystupom RAPD analyzy
budi DNA odtlacky jednotlivych genotypov z kolekcie genofondu lipnice luc¢nej (Poa pratensis L.).

12. Suhrn

Genofond lipnice lucnej (Poa pratensis L.) tvoreny 30 genotypmi bol hodnoteny na zaklade
morfologickych charakteristik zrna. V laboratérnych podmienkach sa hodnotilo 5 morfologickych
charakteristik zrna: diZka, §irka, hribka zrna, dizka §tetinky a §irka brazdy pomocou binokularnej lupy
s okularovym mikrometrom. Korelaéna analyza sa robila medzi charakteristikami dizka a $irka zrna,
dizka a hrabka zrna, §irka a hrubka zrna, dizka zrna a dizka Stetinky, Sirka zrna a Sirka brazdy. Na
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zéklade korelacii a nameranych morfologickych charakteristik boli v sledovanom genofonde lipnice
lucnej dva zaujimavé genotypy (5/102, 1/22). Pri genotype 5/102 boli namerané najmensie priemerné
morfologické charakteristiky, jedno z najmensich zin zo sledovanych genotypov malo vysoké hodnoty
korelacnych koeficientov. Bola potvrdena kladna zavislost medzi dizkou, sirkou, hriibkou zrna, $irkou
brazdy a zaporna zavislost medzi dizkou zrna a dizkou Stetinky. Genotyp 1/22 je jeden s najvacsim
zrnom Vv sledovanom stibore mal nizke korelaéné koeficienty a jedine bola potvrdena kladna a vysoka
zavislost’ medzi Sirkou zrna a Sirkou brazdy.

Na charakteristiku genofondu lipnice Iu¢nej sa pouzije technika polymorfizmu nahodne zmnozenej
DNA (RAPD). Optimalizovala sa izolacia DNA pre travy. Uspesna bola izolacia DNA podl'a Rogers,
Bendich (1994) s vytaznostou 12ng DNA v 1ul™.

13. Kla¢ové slova: lipnica lu¢na (Poa pratensis), genofond, morfometricka analyza, DNA izolacia
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