@3 VUPT | s i sty (% VT 52

Vyzkumny Ustav picninarsky, spol. s r.o. Troubsko
Zemédélsky vyzkum, spol. s r.o. Troubsko
Odbor rostlinolékarstvi CAZV
Picninarska komise ORV CAZV
Agrarni komora CR

AKVTUALNI'VPQZNATKY VVPESTOVANI',
SLECHTENI, OCHRANE ROSTLIN
A ZPRACOVANI PRODUKTU

Uroda 12/2020, védecka priloha ¢asopisu

CrerB

~ i ~ ‘.
C . Z\' CESKA AKADEMIE RO /\
~ ZEMEDELSKYCH VED ~ N \

Hlavni medialni partneri konference

uroda V 2/ 24

.idéls‘xr\';wzl(um,
s ro. Troubsko



Vyzkumny ustav picninarsky, spol. s r.o. Troubsko

Zemédélsky vyzkum, spol. s r.o. Troubsko
Odbor rostlinolékaistvi CAZV
Picninaiska komise Odboru rostlinné vyroby CAZV
Agrarni komora CR

Aktualni poznatky v péstovani, Slechténi,
ochrané rostlin a zpracovani produkti

Uroda 12/2020, védecka priloha ¢asopisu

Editor:
Ing. Barbora Badalikova
Ing. Ivana Sindelkova

Organizacni vybor: Védecky vybor:

Ing. Barbora Badalikova - ptedseda RNDr. Jan Nedélnik, Ph.D. - pfedseda
Ing. Pavel Kolafik Ing. Barbora Badalikova

Ing. Jaroslav Lang, Ph.D. doc. Ing. Bohumir Cagas, CSc.

Ing. Ivana Sindelkova. Ing. Jaroslav Cepl, CSc.

Mgr. Martin Vasinka RNDr. Jan Hofbauer, CSc

Ing. Karel Vejrazka, Ph.D. Ing. Prokop Smirous, Ph.D.

Mgr. Tomas Vymyslicky, Ph.D. Ing. Pavel Kolafik

Ing. Petr Misa, Ph.D.

Ing. Jan Pelikan, CSc.

Ing. Karel Vejrazka, Ph.D.
Mgr. Toma$ Vymyslicky, Ph.D.

Ptispévky byly recenzovany ¢leny védeckého vyboru

Doporucena citace prispévkii:
Autofi pfispévki: Nazev piispévku. Uroda 12, ro¢. LXVIII, 2020, védecka pfiloha, s. od — do

ISSN 0139-6013



OBSAH
Uroda 12/2020, védeckd pfiloha ¢asopisu

OBSAH

NEAEINTK TAN: TUVOANT SIOVO 11vttverveeeeteeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeseseeseesseseeseeseesreesseeeesseeesrssreeresrsaseeeeaneens 9

Sekce ,,Slechténi*

Alba-Mejia J. E., Jovanovi¢ ., KlimeSova J., Stfeda T.: Tvorba kofenové biomasy v riiznych
VIAhOVYCh POAMINKACK ...t 11

Bilav¢ik A., Faltus M., Zamecnik J.: Studium odolnosti rostlin k nizkym teplotam s vyuzitim
tEIMICKYCH METOA 1.t e e e e e e nr e e e e e nnnee s 19

Dostélova R., Hybl M., Tmény O., Riha L., Griga M.: Asociaéni analyza (GWAS) hrachu setého
(Pisum sativum L.) a identifikace SNP markert pro genomickou selekci hospodaisky vyznamnych

Dostalikova L., Hlasna Cepkova P., Dvoia¢ek V., Viehmannova I.: Polymorfismus aveninti u odriid
ovsa rizného geografick€ho PUVOAU ......ccuvviiiiiiiii e 35

Faltus M., Svoboda P., Domkaiova J., Bilavéik A., Zameénik J.: Vliv dehydratace na obsah vody a
termické vlastnosti pylu chmele a bramborl...........ccooviiiiiiiiiii e 41

Horacek J., Ludvikova M., Rychla A.: OdliSovani odrad maku setého (Papaver somniferum L.) s
VyUZitim MeEtOdY TRAP ..o et 49

Jozova E., Curn V.: Hodnoceni genetické diverzity genetickych zdroji hoi¢ice pomoci
MikrosatelitoVyCh MArKeTrll.........c.oiiiiiiiiii e 55

Kaffkova K., Navratilova B., Cavar Zeljkovi¢ S., Smékalova K., Pavela R.: Vliv polyploidizace na
obsah silice u tymianu (Thymus vulgaris "'Varico 3" .......cccoveiiiiiiic e 63
Knotova D., Pelikan J.: Porovnani vykonnosti ¢eské odriidy vojtésky seté niva s nékterymi
francouZSKYMI OAITIAAMIL......cciiiiiiir it e e et e e st e e e s e e e aaeesteeesnree e e 71
Knotova D., Pelikan J.: Porovnani vykonnosti nékterych evropskych odrid vojtésky seté s ¢eskou
OQITIAOU TET@ZA ...ttt ettt ettt ettt ekttt e skt e ekttt e e et bttt e e bbbt e e e s sbe e e e e anbn e e e e anbn e e e e annees 75
Nedé¢lnik J., Kubankova. M, Hyrslova J., JakeSova H., Repkové J., Trnény O., Novotny P.: Pfipadova
studie ekonomicko — environmentalniho hodnoceni novych technik Slechténi...........cccocovvrviiiiiinnnnne 79
Nekvindova, V., Zd’4rska, I., Cmejlova, J.: Vyuziti genetickych markerd pro ovéfeni odriidové identity
LTS (101 T TP TPRPPPPPPRPRI 85

Kopecky P., Hybl M., Petrzelova 1., Duchoslav M.: Odolnost vybranych genotypt fedkvicky vici
nadorovitosti korentl BrukvOVItyCh ... 93

Kopecky P., Renzi J. P., Brus J., Duchoslav M., Smykal P.: Je ukoceni fyzikalni dormance semen
medicago truncatula a pisum sativum subsp. elatius testovanych v padnich podminkach adaptivni
plasticitou NebO Det-hedging Strate@ii?........c.civviiriiiiieiiiiie et sree s 99

Kosova K., Vitamvas P., Ovesnd J., Nesvadba Z., Prasil 1. T.: Hodnoceni odolnosti souboru jarnich
je¢ment (Hordeum vulgare L.) VAT SUCHU ......oviiiiiiiiiiiciie e 107

Ludvikovéa M., Griga M., Vrbova M., Smykalova I.: PouZziti metody floral dip pro transformaci Inu



OBSAH
Uroda 12/2020, védeckd pfiloha ¢asopisu

Prokopova M., Ondrackova E.: Zmény ve vyskytu fusariéz v genovych zdrojich Inu.............ccc... 133
Rychla A., Vrbovsky V., GaliSova V.: Vliv genomu na energii kliceni maku setého

(PapaVEr SOMNITEIUM) ...cveiiiieii ittt et b et e bt e et e b e nr e e e e ne e 139
LeiSova-Svobodova L., Dvoracek V.: Vybér mikrosatelitnich markerti pro identifikaci odrid ovsa
....................................................................................................................................................... 143
Sochor, M., Dolezalova I.: Hodnoceni vybranych duplicitnich polozek v kolekci genetickych zdroju
lociky SalAtove (L. SAtIVA L. ) .eciviiiiiiiiiiie s 149

Stara M., Jozova E., Curn V.: Molekularni charakterizace a hodnoceni genetické diverzity genetickcyh
01 (0 1118 10T ) B OO PP PPRP 157

Trnény O., Cegan R., Simkova H., Safaf J., Vlk D.: Hybridni sestaveni referenéniho genomu jetele
Tuéniho (TrifOlIUM PratenSe L.) ...ooieiiiiiieiie et 163

Zameénik J., Domkatova J., Lukas J., Faltus M., Svecova R., Ptacek J.: Hodnoceni §lechtitelského
materialu brambor za pouziti fyziologickych charakteristik ziskanych ze spektralni analyzy dat z
bezpilotniho SNIMANT POTOSTU .....vvviiiiieiiiies ittt e e 167

Sekce ,,Rostlinolékaistvi“

Drapalova 1., Losak M.: Porovnani vyskytu endofytnich hub rodu neotyphodium spp. v semenech a

¢erstvém pletivu u vybranych genotypd kostfavy rakosovité a jilku vytrvalého............cccceeviivenenne, 173
Kadl¢ek L., Stehlikova J., Zdrazilkova M., Winkler J.: Analyza druhového sloZzeni vybranych travnich
JoT0 (01 1 T T T O TP TP OP R PPRTR PPN 181
Kmoch M., Petrzik K., Brazdova S., Kopacka V., Vacek J., Sevéik R.: Vyuziti bakteriofagh pii
ochran¢ bramboru proti bakteriim rodu DICKEYa.........uueiiiiiiieiiiiiiieiiiiiie e 187
Kolafik, P.: Moznosti ochrany Ini¢ky seté (Camelia sativa L.) proti diep&ikiim rodu phyllotreta......193
Kracikova M., Jaklova P.: Ovéfeni u¢innosti pfipravki proti marssonina coronaria v polnich
J0016 180 Y D0 1] | R PRSP 199
Plachka E., Safét J.: Vyznam fomového Gernani stonku fepky v CR ......c.ovvecervevivceierieeceeiesennee 207
Kubikova Z., Smejkalova H., Kolafikova K.: Vysledky desikacnich pokust u jetele lu¢niho:
hodnoceni t¢innosti zkousenych ti¢innych latek a jejich kombinaci...........cccoeveiiiiiiiiiiiiiiiieee, 213
Kubikova Z., Smejkalova H., Kolafikova K.: Vysledky desikac¢nich pokust u jetele nachového:
hodnoceni t¢innosti zkousenych ti¢innych latek a jejich kombinaci...........cccoeeviiiiiniiiiiiciieee, 221
Safét ., Seidenglanz M.: Moznosti ochrany hrachu proti zrnokazu hrachovému..................cceue..... 229
Winkler J., Cemy M., Hurajova E., Vaverkovd M. D., Adamcova D., Koda E.: Analyza druhového
slozeni vegetace rekultivované skladky komundlniho odpadu............cccceeiiiiiiiiiiiii e, 237
Zabka M., Pavela R.: Synergismus vybranych latek zvysujici i¢innost méd’natych fungicidi.......... 247

Zabka M., Pavela R.: Antifungalni u¢innost nového preparatu z oleje pongamia glabra na vybrané
houboVE PAtOZENY ODIININ ...eiiiiiiiiiiiiiiie e e e 253

Sekce ,,Technologie péstovini plodin a ekologie“

Badalikova B., Vasinka M., Jelinek A., Roy A., Burg P., Zemanek P.: Vyznam organické hmoty v

PUAC. .ottt e et 257
Bilosova H., Mikiskova J., Latal O., Novak V., Mrazkova M.: Pomocné ptidni latky jako prostfedek ke
zlepSeni PUANT UrOANOSTE ...vivvviiiriie it 263



OBSAH
Uroda 12/2020, védeckd pfiloha ¢asopisu

Bjelkova M.: Péstovani olejného Inu v ekologickém zemed@IStVi ..........eeviiiuviiiiiiiiiiiiiiiiee e 271
Boturova K., Zahora J., Pospisilova L., VI¢ek V.: Projevy zhutnéni pidy a moznosti napravy......... 277

Brtnicky M., Hammerschmiedt T., Skarpa P., Brtnicka H., Holatko J.: Ovlivnéni piidni respirace

pridavkem digestatu s rznym ObSANEII SITY......cuvviiiiiiiiieiiee e 283
Cizek M., Komérkova Z., Krpalkové A.: Uplatnéni technologie aeroponie u brambor, zeleniny a
JANOD bbbttt 289
Cizkova A., Zatloukal P., Masan V., Burg P.: Hodnoceni vlivu ptidozpracujicich technologii ve
VINICICh N@ PUANT SINYV ..eiiiiiiiii ittt e e e e e e nnnes 297
Dryslova T., Smutny V.: Dlouhodoby stacionarni polni pokus v zabCicich ..........ccccoovveriiiiiinennnnnn. 303
Frydrych J., Bradacova L., Volkova P.: Zakladani porostt trav péstovanych na semeno do krycich

[0 0oL I TP PP ST PR UP PR PRTPP 307
Frydrych J., Losak M., Hermuth J. , Bradacova L.: Vyzkum a vyuziti trav jako meziplodin............. 313

Haberle J., Ktizova K., Svoboda P., Lukas J., Raimanova 1., Stehlik M.: Vyuziti projevt sucha u
plodin pro monitoring prostoroveé variability pld...........ccccoiviiiiieiiiiiiiee e 321

Hammerschmiedt T., Brtnicky M., Holatko J., Hammerschmiedt M., Latal O.: Vliv obohaceného
digeStAtU NA PUANT TESPITACT ...eevvrriitiieetie st e ekttt sb ettt e e be e e st b et e nbb e e abreesnbeeennnee s 329

Holatko J., Hammerschmiedt T., Kintl A., Latal O., Brtnicky M.: Vliv pomocnych piidnich latek na
mnozstvi a slozeni padni MIKFOTIONY ........ooiuiiiiiiiiiii e 335

Horniacek I., Lukas V., Neudert L., Duffkova R., Smutny V.: Hodnotenie stavu vyZzivy plodin
pomocou bezpilotného prieskumu pre lokalne cielené hospodarenie na pode.........cccvvvevviiveveeiinnnnnn. 341

Hostickova 1., Kobes M., Tonka T.: Obhospodafovani na fytocenologickou dynamiku a
fytopatologické aspekty horskych travnich POrOStl.........ccvvieiiiiiiieiiiiiiie e 347

Hutyrova H., Pelikan J., Kubikova Z.: Vynos zelené hmoty svazenky shlou¢ené v zavislosti na
NMOTNOSTE VYSEVKU ...eivviieiiii ittt e e e st e e et e e et e e e snbeeesaaeeateeesnreeenns 355

Hutyrova H., Kubikova Z., Pelikan J.: Vliv terminu a $itky fadki na vynos semen u svazenky
SHIOUEENE. ... ..ttt ettt et bt ek b e ettt e e a bt e e eb bt ekt ean b e e e et e e br e e tneas 361

Hutyrova H., Pelikan J., Knotova D., Frei I.: Hodnoceni sortimentu odrid svazenky vratic¢olisté

(Phacelia tanacetifolia DENTN.) ....oveii i 367
Jakubova J., Kova¢ L., Hecl J., Misl'an L.: Vyuzitie suchych oblasti slovenska na efektivne pestovanie
amarantu (AMAaranthius SP. L.) coueee ettt e et a et a e aae s 371
Kasal P., Svobodové A.: Optimalizace hnojeni topinamburu dusikem s ohledem na uplatnéni produkce
....................................................................................................................................................... 377
Kovéac¢ L., Jakubova J., Hecl J., Misl'an L.: Interakcia suchych podmienok, vyzivy a obrabania pody na
urody viky siatej jarnej (VICIa SAIVA L.) ......oiuiiiiiiieiiiiiie e 383

Kuresova G., Raimanova 1., Svoboda P., Lukas J., Haberle J.: Odridové rozdily v reakci na dostupnost
VOMY U PSEIIICE ... teeeiitiite ekttt ettt ekttt e ettt e e s sh bt e s okt e e e ek bb et e e aa kbt e e e aab b et e e e bbb e e e e annbe e e e s asbreeesannnneeens 389

Lang, J.: Potencial vynosu jestiabiny vychodni (Galega orientalis lam.) v rozdilnych agrotechnickych
opatfenich Na OINE PUAES ........ocuuiiiiiiii et e st e e e abr e e e 393
Losak M., Vymyslicky T., Frydrych J., Raab S., Chovancikova E.: Po€atecni vyvoj vybranych druhi
trav v oblasti hodoninska v zavislosti na terminu vysevu a Uprave 0SiVa........cceevuveeeeriiieeeniiineeennns 397

Losak M., Raab S.: Hodnoceni rychlosti riistu intenzivné oSetfovaného travniku v kolekcei genetickych
zdroji kostfavy Cervené (FEStUCA FUDIA @00.) «.vvoveerreriieiiieiieiieaiee e sreeeieesiee e eeesiee e aeeesnee e 405



OBSAH
Uroda 12/2020, védeckd pfiloha ¢asopisu

Lukas V., Sirii¢ek P., Mezera J. EIbl J., Vigek V.: Vyhodnoceni heterogenity pozemkii z vynosovych
map a dalkoveho PrizKUMU .........oooiiiiiiei e 411

Madaras M., Czako A., Mayerova M., Stehlik M., Prochazka J.: Stanoveni stability ptidnich agregati

pomoci optické detekce jejich rozpadu Ve VOAE .........coviiviiiiiiiiie e 419
Matouskova M., Malec J., Trnény O., Hofbauer J., Vejrazka K.: Biologicka fixace dusiku
symbiotickymi kmeny bakterii u jestfabiny vychodni (Galega orientalis lamb.) ...........c.c.ccoevvenen. 427
Mezera J., Lukas V., Elbl J., Smutny V.: Mapovacich systém isaria a sentinel-2 pro variabilni
aplikaci dusikatych hnojiv v pSENici 0ZIME. ........coiuueiiiuiiiiiiiiiie st 437
Miihlbachova G., Ka§ M., Vavera R., Kusa H.: Pouziti digestatt s inhibitory nitrifikace ke hnojeni
....................................................................................................................................................... 443
Ned¢lnik, J., Kubankova, M., Hyrslova, J.: Hodnoceni aplikovaného vyzkumu v podminkach malych a
StFEANICH POANTKIL ...ttt ettt e et e s e e nnnee s 451
Pospisilova L., Horakova E., Drys§lova T., Smutny V.: Hodnoceni kvality humusovych latek pomoci
INracervene SPEKITOSKOPIE. ... .. uiiiiiiie ittt 461
Sedlak, L., Pospisilova, L., VI¢ek, V.: Vliv vodni eroze na vybrané pidni vIastnosti....................... 467
Svobodova A., Kasal P.: Zavlahy s fertigaci na vynos a kvalitu brambor............cccccoeevveiiiiineennnnne, 471
Sindelkova I., Lang J., Loucka R., Ned&lnik J., Jambor V.: Sledovani kvalitativnich parametrt
VOJEESKY SETE .. teteiitie sttt itttk etttk sh et h e ekt e e h bt e e ekt e ek et e eh bt e e b bt e et e e e en e e e br e e ante s 479
Sindelkova I.: Biostimulace ptidy ve vztahu k managementu zasoby ptdni v1ahy ..............ccce........ 483
Sindelkova L., Kintl A.: Zlepseni funkce rhizosféry psenice ozimé prostiednictvim kofenového
DIOSTIMUIANTU ... bbbttt 491
Vacek J., Sevéik R.: Vyuziti a vliv etylénu na doasnou inhibici kli¢eni sadby bramboru ............... 499
Vasinka M., Badalikova B.: Zmény fyzikalnich vlastnosti pii aplikaci digestatu..........cccccceeeerinnnnee. 503
Zemanek P., Magan V., Zatloukal P., Cizkova A., Bukovska P.: Hodnoceni kompostii z hlediska
energetického potencialu a vlastnosti tvarovanych paliv........cccccvevviiiieiiiiiie e 509

Sekce ,,Kvalita a zpracovani produktit*

Barta ., Bartova V., Jaro$ova M., Jarosova E., Svajner J.: Semena olejnin jako vyznamny zdroj

bilkovin pro potravinaiské apliKaCE...........iiiuiiiiiiiiiiiiiiiiii e 515
Dvoracek V., Maternova A.: Vyuziti mikrovinného rozkladu pfi stanoveni obsahu bilkovin obilného
zrna na principu Kjeldahlovy MELOAY ........cueiiiiiiiiiciie et 523
Hunady I., PozdiSek J.: Nutri¢ni hodnota luskovino-obilnich smések z maloparcelovych pokust za
TOKY 2015 Z 2019 1ot 529
Jarosova M., Barta J., Bartova V., Bjelkova M.: Funk¢ni vlastnosti slizotvorné frakce z Inéného
SBIMIBINE. 1.ttt 537
Jarosova E., Barta J., Bartova V.: Porovnani antioxida¢ni aktivity u vyliskii vybranych olejnin....... 543
Jurkaninova L., Svec L., Lamacova L.: Reformulace receptury pSeniénych méslovych susenek a vliv na
Kvalitu bEREM SKIAAOVANT.......eeitiiiiiiiieiie sttt e e e nee e 547
Koviétikova E., Novotna P., Rysova J., Pokorna Bartoskova M.: Setrné uchovavéni zeleniny vyhody
A NEVYHOAY TEIMEBNTACE ......oiiiiiiiie ettt et e e e st e e e s annr e e e eanes 553
Laknerova I., Novotna P.: Antioxidanty v rajéatech dostupnych na ¢eském trhu............ccoevvriinnnenn 559



OBSAH
Uroda 12/2020, védeckd pfiloha ¢asopisu

Pokorna Bartoskova M.: Stanoveni lykopenu v rajéatech metodou Ic-mS/MS ...........cccoevviiiininennn. 567

Rysova J., Houska, M., Novotna, P., Laknerova, 1., Strohalm J.: Vyuziti bazalky posvatné do potravin



OBSAH
Uroda 12/2020, védeckd pfiloha ¢asopisu



OBSAH
Uroda 12/2020, védeckd pfiloha ¢asopisu

Vazeni ¢tenafi ¢asopisu Uroda,

jiz se stalo témér tradici, ze vzdy v prosincovém c¢isle najdete CD, jehoz obsah tvofi desitky
odbornych ptispévkll z riznych oblasti zemédélského vyzkumu. Letos$ni piispévky mély byt
presentovany na 24. ro¢niku mezinarodni konference Aktudlni poznatky v péstovani, Slechténi,
ochran€ rostlin a zpracovani produktd, kterd se méla konat ve dnech 19.-20.11.2020 v Brné.
Potadatelem konference jsou jako vzdy Vyzkumny tstav picninafsky, spol. s r.0. Troubsko a
jeho dcefind spoleCnost Zemédé€lsky vyzkum, spol sr.0. Troubsko. Vyznamnymi
spolupotadateli a partnery této akce jsou Ceska akademie zemédélskych véd, Agrarni komora
CR, Ceské technologicka platforma rostlinnych biotechnologii — Rostliny pro budoucnost a
medidlnim partnerem je vydavatelstvi ProfiPress. Na konferenci také vzdy vystupuje zastupce
Ministerstva zemé&délstvi CR.  Leto$ni konference musela byt vzhledem Kk aktualni
epidemiologické situaci zrusena. Ale bylo by Skoda nevyuZit autorsky potencial, proto sbornik
S ptispévky vychazi v nezménéné podobé. Pocet odbornych piispévki je vice nez 90. VSechny
prispé€vky uvedené na tomto CD byly recenzovany ¢leny védeckého vyboru konference, za coz
Jim patii moje velké podékovani.

Jiz pfed mnoha lety byla ve spolupraci s redakci ¢asopisu Uroda zvolena tato forma prezentace
elektronickou cestou. Vytisténi vSech prispévki by znamenalo nékolika set strankovy sbornik.
Kromé formy zpracovani je dle naSeho ndzoru dilezité 1 to, Ze pfispévky jsou psany
V matefském jazyce a jsou tak vice dostupné Sirokému spektru uzivatelii. Vétim, ze kazdy z Vas
si v této odborné piiloze najde téma, které ho zajima. Pfiloha je rozd€lena na 4 zakladni obory.
Prvni ¢ast je vénovana oblasti Slechténi a tvorbé novych genetickych materiala. Dozvite se nové
informace o vyuziti molekuldrnich markert ve Slechténi rostlin, zajimavé jsou poznatky o
celogenomovych analyzach 1 genomické selekci. Druhy oddil je vénovany rostlinolékaiské
problematice. Zvlasté v letoSnim roce, ktery je mezinarodnim rokem zdravi rostlin, aktualni
téma. V piispévcich jsou uvedeny nové poznatky o Skodlivych organismech, nové
technologické postupy v ochrané rostlin i vyznam endofytt pro praktické vyuziti. Aktualni bylo
a je téma desikaci napf. jetelovin. Ani téma klimatické zmény v ptispévcich nechybi. Objevuje
se ve tieti Casti vénované technologiim péstovani a ekologii. Téma organické hmoty v puad¢ ¢i
vyuziti meziplodin jsou jen namatkou vybrané oblasti. V posledni sekci vénované kvalité
produkce jsou napft. vysledky studia antioxida¢nich aktivit u nékterych plodin ¢i téma semena
olejnin jako vyznamny zdroj bilkovin. Ve sborniku jsou ale také témata prufezova vénovana
bioekonomice ¢i hodnoceni vyzkumnych aktivit na arovni podniku.

Znovu si dovolim na tomto misté zopakovat svlij nazor, ze vétim, Ze si kazdy najde v Sirokém
spektru témat to, které ho nejvice zajima. Autory jednotlivych piispevkll jsou piedni Cesti
odbornici, coz je jiz samo o sob¢ garanci kvality.

Neustale hledame a diskutujeme, jaké formy vysledkt vyzkumu jsou zajimavé pro uzivatele,
hleddme a diskutujeme, jakou maji vahu, jak jsou transferovany, co pfinaSeji praxi. VSichni
autofi budou uréité radi, pokud Vas, étenate asopisu Uroda, jejich vysledky zaujmou a budou
urcité radi za zpétnou vazbu. Inovace a jejich aplikace v zeméd¢lské praxi budou i v budoucnu
nezbytnym ptedpokladem pro rozvoj trvale udrzitelného zeméd¢lstvi.

Jan Nedélnik
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TVORBA KORENOVE BIOMASY V RUZNYCH VLAHOVYCH
PODMINKACH

Root biomass formation under different moisture conditions
Alba-Mejia J. E., Jovanovi¢ |., KlimeSova J., Stireda T.
Mendelova univerzita v Brné

Abstrakt

Vlastnosti kofenového systému, vynos zrna a nadzemni biomasy pSenice ozimé (Triticum
aestivum L.) v zavislosti na vlahovych podminkach byly hodnoceny v kontejnerovém pokusu.
V jednoletém pozorovani, ve cCtyfech variantich zavlahy (nestresovana varianta, mirné
stresovana varianta, siln€ stresovana varianta, varianta s pfirozenym uhrnem srazek) byly u Sesti
genotypt hodnoceny znaky kotfenového systému hustota prokofenéni (RLD — root lenght
density) a hmotnost susiny kofent (RWD — root weight density). Velikost kofenového systému
(VKS) byla v prubéhu vegetace také hodnocena metodou méteni jeho elektrické kapacity.
Tvorba kotenového systému byla vyznamné ovlivnénad odridou, mén¢ variantou. U varianty
bez stresu (optimalni vlahové podminky) a u suchem silné stresované varianty byl zjistén
vysoce prukazny vztah mezi velikosti kofenového systému a vynosem zrna a biomasy.

Klic¢ova slova: velikost kofenového systému, elektricka kapacita, soil core, vynos, WinRHIZO

Abstract

The root system traits and yield of grain and aboveground biomass of winter wheat (Triticum
aestivum L.) depending on soil moisture conditions were evaluated in a pot experiment. The
root traits (root length density RLD, root weight density RWD) of six wheat genotypes in a
one-year observation in four different irrigation treatments (non-stress treatment, mild drought
stress, severe drought stress and treatment with natural precipitation) were evaluated. The root
system size (RSS) was also evaluated by measuring its electrical capacity during vegetation.
Development of the root system traits was significantly affected by variety, less by treatment.
A highly significant relationship was found between the root system size and the yield of grain
and aboveground biomass under non-stress and severe drought stress treatment.

Keywords: root system size, electrical capacity, soil core, yield, WinRHIZO

Uvod

Vlastnosti kofenového systému siln€ interaguji se ziskavanim vody a Zivin rostlinou a mohou
mit pfimou vazbu k rlstu, tvorb& vynosu biomasy a pieziti v prostfedich s omezenymi zdroji
(Lopez-Iglesias et al., 2014). Béhem obdobi nedostatku vody prochazi architektura kofenového
systému morfologickymi zménami, s cilem zvysit jeho schopnost absorbovat vodu a Ziviny
(Dinneny, 2019). Celkova velikost kofenového systému a jeho morfologické znaky jsou fizeny
polygennimi systémy. Souvisi také s dalSimi vlastnostmi rostlin, jako je rychlost rlstu, riistova
faze a pomérem nadzemni a podzemni biomasy (Lynch, 2007). Vertikdlni i horizontalni
distribuce kofenového systému je tak dynamickd a modifikuji ji mnohé faktory prostredi —
vlhkost plidy, teplota, dostupnost a lokalizace Zivin, pH, toxické prvky, zasoleni, mikrobialni
aktivita, atd. (Robbins a Dinneny, 2015). Zejména s ohledem na vlahové podminky prostiedi
se vytvari rozdilné typy kotenového systému (Gupta et al., 2020). Delsi a hlubsi kofeny se
zmensenymi thly vétveni mohou uc¢inné absorbovat vodu z pidy, ktera je na povrchu sucha,
ale vlhkost se udrzuje v hlubsich vrstvach (napf. po zimnim syceni pudy srazkemi). Naproti
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tomu mél¢i kofenovy systém je vyhodnéjsi pro maximalizaci zachyceni vody z povrchovych
vrstev pady v oblastech s nizkymi srazkovymi uhrny v prubéhu vegetace (Dinneny, 2019).
Kofeny, které se setkdvaji s pudnim prostfedim s nehomogenni distribuci vody, vykazuji
“hydropatterning” tim, ze upiednostiiuji vznik postrannich kotenti smérem k zoéndm s vyssim
obsahem vody (typicky u lokalni zavlahy), coZz je proces zprostiecdkovany auxinovou
signalizaci (Robbins a Dinneny, 2018).

Kofeny jsou prvnim organem rostlin, ktery registruje rizné edafické stresy, jako je nedostatek
vody v pidé, zasoleni, podmaceni a nedostatek zivin (Chen et al., 2020) a jsou prvni linii obrany
beéhem stresu ze sucha (Lalitha et al., 2015). Potencidlem pro péstitelskou praxi a Slechténi je
fakt, ze rtizné plodiny a jejich genotypy disponuji variabilnim charakterem vlastnosti
kofenového systému, které prizptisobuji interakci rostliny s padou (de Vries a Wallenstein,
2017).

Kwviili metodologickym obtizim spojenym se sledovanim riistu kofent v pide¢ in situ (v misté
rustu) nejsou dostupné jednoduché, levné a rychlé metody poskytujici informace o stavu kofenti
bez poskozeni rostliny. Jednou z mala technik pro hodnoceni velikosti kofenového systému in
situ je méfeni elektrickych vlastnosti kofenového systému. Metodu méfeni elektrické kapacity
kotenového systému (CR) poprvé pouzil Chloupek (1972). Metoda je zalozena na detekci
elektrického naboje akumulovaného na membranach zivych struktur v kofenovém systému
rostliny, ktery vznika v uzavieném elektrickém obvodu. S pouzitim této metody napi. Chloupek
et al. (2010) a mnozi dalsi prokazali, Ze hodnota CR vyznamné korelovala s hmotnosti suSiny
kofenti, délkou kofent a plochou povrchu kofenti. Technika in situ poskytuje spolehlivé odhady
velikosti kofenového systému nebo absorpéni povrchové plochy kotfent jak u rostlin
péstovanych v nadobach, tak i v polnich podminkach (Cseresnyés et al., 2018).

Cilem studie bylo vyhodnotit vliv vlhkosti pidy a genotypu na formovani kofenového systému
a urcit vztah mezi velikosti a morfologii kofenového systému a vynosem zrna a nadzemni
biomasy u Sesti genotypu pSenice, péstované ve ¢tyfech vlahovych rezimech.

Material a metodika

Kontejnerovy pokus se Sesti vybranymi genotypy pSenice ozimé (Triticum aestivum
L.) provenience RAGT Czech byl veden v obdobi 2015 — 2016 v arealu Mendelovy univerzity
v Brné. Rostliny byly péstovany v nadobach o objemu 0,2 m® s rozméry 72 x 54 x 51 cm.
V nadobach byly v ptidé¢ udrzovany ctyii odlisné vlahové podminky: varianta s pfirozenym
uhrnem srazek (1), nestresovand varianta na Grovni piesahujici 65 % vyuZitelné vodni kapacity
pudy — VVK (2), mirné stresovana varianta na urovni 65 % VVK (3) a stresovand varianta na
urovni bodu vadnuti (4). Objemova vlhkost pudy v nadobach byla kontinualné zaznamenavana
elektromagnetickymi ¢idly VIRRIB (AMET Velké Bilovice) s ptesnosti + 1 %.

V pribéhu vegetace byla zjiStovana velikost kofenového systému (VKS) pomoci metody
méteni jeho elektrické kapacity (Chloupek, 1977). Elektricka kapacita (nF) byla méfena LCR
metrem (Extech Instruments) pfi frekvenci 1 kHz v pribéhu faze sloupkovani, metani, kveteni
a plnéni zrna.

Vzorky kotenového systému S pudou pro morfologické analyzy byly na konci vegetace
odebirany soil core metodou (Némec et al., 2019) do hloubky 30 cm. Izolované (na sitech
vyplavené) vzorky kotfenového systému byly nasledné vyhodnoceny metodou digitalni analyzy
obrazu — naskenovany a analyzovany programem WinRHIZO (Régent Instruments Inc.,
Quebec, Kanada). Byla zjisténa délka (cm) kotenti pro vypocet indexu — hustoty prokotfenéni v
ptdnim profilu (RLD root length density, délka kofenti na jednotku objemu pidy, cm.cm™).
Dal8im hodnocenym parametrem byla RWD (root weight density, hmotnost suSiny kotfend na
jednotku objemu piidy, g.cm™). Hmotnost kofenového systému byla stanovena po vysuseni do
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konstantni hmotnosti pfi teplot¢ 103 °C. Uvedené parametry kofenového systému byly
vypocteny pro vrstvy pudniho profilu 0—-10 cm, 10-20 cm a 20-30 cm.

V zavéru vegetacni doby byl stanoven vynos zrna a suSiny nadzemni biomasy (g). Data byla
zpracovana v programu STATISTICA 12. Nasledné testovani analyzy variance bylo provedeno
Tukeyovym HSD testem na hladiné vyznamnosti p < 0,05.

Vysledky a diskuse

S ohledem na princip metody méfeni elektrické kapacity kofenti nelze porovnavat hodnoty VKS
z raznych prostedi, nybrz vzdy jen z jednoho prostiedi v tom samém ¢ase (odlisné vlhkostni
podminky substratu, rizné fyzikalni vlastnosti pidy, rizny obsah iontl v pid¢ atd. ovliviiuji
hodnoty elektrické kapacity). Z toho davodu byla VKS hodnocena pro kazdy rezim
individualng. Tab. 1 demonstruje, Ze rust kofenového systému kulminuje ve fazi sloupkovani.
V prubéhu generativnich fazi ristu prestava rostlina investovat asimilaty do rastu kofenového
systému a ten postupné odumira. Analyza variance potvrdila statisticky vyznamny vliv (p <
0,05) odrudy na variabilitu hodnot VKS. Napiiklad v pfirodnich podminkach (Tab. 1) genotyp
501 ve fazi metani vykazoval nejvétsi hodnoty VKS, statisticky prukazné odlisné od genotypt
509, 531 a 533. Nicméng, ve vlahovych podminkach stfedniho stresu suchem (Tab. 2) nebyly
zjistény statistické rozdily mezi odriidami v jednotlivych fazich méfeni. Prikazny rozdil byl
zjistén jen pii hodnoceni primérné VKS za celou vegetaci, a to opét mezi genotypy 501 a 509.
To naznacuje interakci genotypu a prostiedi v oblasti tvorby kofenového systému, kdy genotyp
miuize do jisté miry modifikovat VKS v zavislosti na vlahovych podminkach.

Tab. 1. VKS genotypi pSenice méiena ve varianté s piirodnimi podminkami (bez
dopliikové zavlahy, bez indukovaného stresu suchem)

VKS VKS VKS VKS VKS
sloupkovani  metani kveteni plnénizrn  priamér
Odruda

501 1,73 1,242 0,4 0,212 0,77
509 1,23° 0,73° 0,30° 0,15 0,53°
517 1,28° 1,01% 0,40° 0,21° 0,63%°
527 1,72° 1,02% 0,45° 0,20° 0,74%
531 1,66° 0,89 0,36° 0,20° 0,69%°
533 1,16° 0,83 0,33° 0,20° 0,55%

p 0,2982 0,0033  0,2842 0,1334 0,0282

ab¢ Odligna pismena vV hornim indexu oznacuji statisticky vyznamné rozdily mezi hodnotami ve
stejném sloupci (p < 0,05), VKS: velikost kofenového systému
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Tab. 2. VKS genotypt pSenice méfena ve varianté se stiedni irovni stresu suchem

VKS VKS VKS VKS VKS
sloupkovani metani  kveteni  plnéni zrn pramér
Odruda
501 2,00 1,65 1,10° 0,88 1,31°
509 1,292 0,98 0,63 0,45 0,77
517 1,56 1,01 0,89 0,66° 0,99%°
527 1,807 1,40 1,00 0,75° 1,16%°
531 1,33 1,24 0,87 0,64 0,95%
533 1,72° 1,38 0,97 0,76 1,13%
p 0,4225 0,8608  0,0772 0,6879 0,0325

b Odlign4 pismena v hornim indexu ozna¢uji statisticky vyznamné rozdily mezi hodnotami ve
stejném sloupci (p < 0,05), VKS: velikost kofenového systému

Hodnocenim morfologickych znakii kofenového systému prostfednictvim digitalni analyzy
obrazu vyplavenych a naskenovanych kotent (Tab. 3) bylo zjisténo, Ze vyssi hodnoty RLD (t].
prokofenéni pudy) se vyskytovaly ve variantach s pfirozenymi vlahovymi podminkami a
Vv rezimu silného stresu suchem, ve srovnani s variantou s optimalnim vlahovym rezimem a
sttedné intenzivnim stresem suchem. Srazkové byl rok 2016 (hlavni ¢ast vegetacniho obdobi
pSenice) hodnocen jako normalni. Je tak ziejmé, Ze nepravidelnd distribuce srazek v ptirozeném
vlahovém rezimu podnécovala rostliny k tvorbé bohatSiho kofenového systému (vyssi RLD,
respektive prokofenéni), podobné jako podminky sucha ve varianté se silnym stresem suchem.
To naznacuje slozitosti v predikci a modelovani kotfenového systému rostlin v riznych
podminkach. Jiz dfive bylo zjisténo, ze formovani kofenového systému je modifikovano
prostiedim, veetné abiotickych stresortu (Ghosh a Xu, 2014), ¢imz je ovliviiovana absorpce
vody a zivin (Luo et al., 2016).

Mezi hodnocenymi genotypy nebyly pro RLD zjistény prikazné diference a tim genotypova
variabilita. Nicménég, hodnoceno bylo RLD v celém profilu (0 — 30 cm), kdyz piijem vody se
mohl lisit v zavislosti na distribuci kofent v riznych hloubkach.

V parametru kotenového systému RWD, nebyly pozorovany statisticky prikazné rozdily mezi

vlahovymi rezimy. Zjistény byly statisticky vyznamné rozdily mezi genotypy, kdy genotyp 531
vykazoval statisticky prikazné vyssi hodnotu RWD ve srovnani s genotypy 527 a 533.
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Tab. 3. Znaky kofenového systému v hloubce 0 — 30 cm

RLD RWD
Rezim
Prirodni podminky 4232 0,00025%
Optimdini podminky 2,06" 0,00024°
Stiedni stress 2,34° 0,00024°
Silny stres 4,442 0,000242
p 0,0000 0,9782
Odrida
501 3,00° 0,00026*°
509 3,76 0,00024%°
517 2,812 0,00024%°
527 3,46° 0,00021°
531 3,22° 0,00029°
533 3,35° 0,00021°
p 0,9170 0,0170

3 Odligna pismena v hornim indexu oznacuiji statisticky vyznamné rozdily mezi hodnotami ve
stejném sloupci (p < 0,05), RWD: hustota hmotnosti kofenu

Tab. 4. Korelace mezi velikosti korenového systému (VKS) ve vybranych fenologickych
fazich a vynosem zrna a biomasy v ruznych vlahovych rezimech (nap¥i¢ genotypy, tj.
priamér vSech genotypii)

Vlahovy [Zrno x VKS| Biomasa x |Zrno x|Biomasa|Zrno x |Biomasa| Zrno |Biomasa|Zrno x [Biomasa
rezim [Sloupkovani| VKS VKS | x VKS | VKS | x VKS [x VKS§| x VKS | VKS X
sloupkovanimetani| metani |kveteni| kveteni [plnéni| plnéni |pramér| VKS
zrna | zrna pramér
Prirodni| 0,465 0,567 |-0,180| -0,041 | 0,168 | 0,240 [0,201| 0,150 | 0,388 | 0,508
\podminky
Op,timalm 0,203 0,291 0,744 | 0,785 | 0,870 | 0,899 |0,887| 0,886 | 0,723 | 0,771
zavlaha
Stredni 0,378 0,428 0,517 | 0,563 | 0,531 | 0,561 |-0,079| -0,098 | 0,422 | 0,459
stress
Silny 0,787 0,780 | 0,754 | 0,801 | 0,357 | 0,309 |-0,200| -0,236 | 0,793 | 0,774
stres

Mezi velikosti kofenového systému, vynosem zrna a nadzemni biomasy byl zjistén prikazny
vztah v podminkach optimalni zavlahy prakticky v prubéhu celé vegetace (Tab. 4). Na urovni
silného stresu (vlhkost pudy blizka bodu vadnuti) byl vynos zrna, obdobné jako vynos nadzemni
biomasy, pozitivné ovlivnén velikosti kotenového systému v ranych fazich ristu. Kofenovy
systém tak mél za urcitych podminek statisticky vyznamny vliv na produkei zrna i nadzemni
biomasy.
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Graf 1. Podrobné znazornéni znaki Kkorenového systému genotypii v optimalnich
vlahovych podminkach (A) a (C) a v silném stresu suchem (B) a (D) v hloubce 0 — 30 cm.
RLD: prokorenéni, RWD: denzita biomasy (hmotnosti) kofent
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Cilem analyzy prezentované v Grafu 1 bylo vyhodnotit rozdily ve znacich kofenové biomasy v
rtuznych vrstvach ptidniho profilu za riznych vladhovych podminek u riznych genotypt. Na
Obr. 1A je zfejmé, ze optimalni podminky stimulovaly k vyssimu RLD genotypy 501 a 509 v
hloubce pudy 10 — 20 cm. Genotypovou variabilitu v utvafeni znaki kofenového systému
Vv raznych prosttedich Ize vyuzit ve Slechtitelskych programech pro riizna prostfedi. Nicméné
na Obr. 1B, tj. v podminkach silného stresu, neni tento fenomén u genotypt 501 a 509 jiz
zaznamenan.

Rozdily hodnot RWD za optimalnich a silnych stresovych podminek nebyly vyrazné. Mirna
genotypova diference je ziejma pouze u nékterych genotypii v hloubce pidy 0 — 10 cm.

Zavér

Rozdilné vladhové podminky ovlivnily tvorbu nadzemni hmoty a c¢éasteéné 1 kotfenového
systému. Rostliny z varianty s pfirozenym uhrnem srazek a silnymi stresem suchem mély ve
srovnani se zavlazovanymi variantami vyssi hustotu prokofenéni (RLD), ale mezi genotypy
nebyly zjistény prikazné rozdily. Tyto vysledky naznacuji vyznamny vliv vldhového rezimu
pudy béhem vegetacni doby na tvorbu biomasy kofenového systému a nadzemni ¢asti rostlin.
VKS byla vyznamné ovlivnéna genotypem ve variant s pfirozenymi srdzkami a ve stfednim
stresu suchem. Vyznamné genotypové diference ve VKS byly zjistény ve fazi metani.
Korela¢ni analyzou vazby mezi VKS a vynosem zrna byly zjistény statisticky prikazné vztahy.
Pokud genotypy pSenice vytvorily vétsi kofenovy systém, projevilo se to pozitivné zvySenim
vynosu zrna.

Porozuméni souvislostem mezi formovani kofenového systému v riznych podminkach nabizi
ptileZitosti ke zvySeni produktivity polnich plodin v Sirokém spektru prostfedi a v ramci
adaptacnich opatieni na zménu klimatu.
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STUDIUM ODOLNOSTI ROSTLIN K NIZKYM TEPLOTAM S
VYUZITIM TERMICKYCH METOD

Study of plant resistance to low temperatures using thermal methods

Bilavéik A., Faltus M., Zamecnik J.
Vyzkumny ustav rostlinné vyroby, v.v.i. Praha

Abstrakt

Vlivem nizkych teplot dochazi v rostlinnych pletivech k ledové krystalizaci. K ledoveé
krystalizaci dochézi jak na povrchu rostlinnych pletivech a organii, tak ve vnitinich ¢astech
rostliny. U rostlin v pozdéjsich vyvojovych stadiich v prubéhu vegetace, napiiklad u
generativnich pupent ovocnych dievin, koreluje ledova krystalizace s nizkoteplotnim
poSkozenim. Pomoci infraCervené termografie byla sledovana ledova krystalizace u
generativnich pupenil meruniky a pacibulkovych rostlin ¢esneku.

Vyuzitim infracervené termografie bylo mozné vizualizovat prubéh krystalizace a detekovat
mrznuti jednotlivych generativnich pupentt meruiky a pacibulek, kofent a listd cesneku.
InfraCervenou termografii je mozné vyuzit jako novou perspektivni metodu pro vizualizaci,
detekci a kvantifikaci ledové krystalizace jak u celych rostlin, tak 1 jejich organti pro
charakterizaci mrazového poskozeni rostlin.

Klic¢ova slova: infracervena termografie, ledova krystalizace, mrazové poSkozeni, dormantni
pupeny, pacibulkové rostliny ¢esneku

Abstract

Due to low-temperature conditions, ice crystallization takes place in plant tissues. Ice
crystallization occurs both on the surface of plant tissues and organs, as well as in the inner
parts of the plant. In plants at later phenological stages during vegetation, such as sprouting
generative buds of fruit trees, ice crystallization correlates with low-temperature damage. Ice
crystallization of generative apricot buds and garlic plants was monitored by infrared
thermography. Using infrared thermography, it was possible to visualize the course of
crystallization and detect freezing of individual generative buds of apricot and bulbils, roots
and leaves of garlic plants. Infrared thermography can be used as a new promising method for
visualization, detection and quantification of ice crystallization both in whole plants and their
organs for the characterization of frost damage to plants.

Key words: infrared thermography, ice crystallisation, frost damage, dormant buds, garlic
bullbil plants

Uvod

U rostlin vystavenych ptisobeni nizkych teplot dochazi k ledové krystalizaci v jejich pletivech
a organech. Pro rostlinna pletiva a organy ve vegetacnim stavu muZe byt jejich vystaveni
podnulovym teplotdm letalni. Ledovou krystalizaci v dané struktufe muize dojit k jejimu
letalnimu poSkozeni. Ledovou krystalizaci, jako pfi¢inu mrazového poskozeni, je v rostlinnych
pletivech a organech mozné pozorovat piimo, pomoci napf. magnetické rezonance (Ishikawa a
kol., 1997, Price a kol., 1997), ¢i neptimo, pomoci nizkoteplotni elektronové mikroskopie
(Ashworth 1990, Endoh a kol., 2014). V souvislosti s dynamicky rozvijejicim se oborem
infracervené termografie se v posledni dob¢ objevuje tato technika i pii sledovani mrazového
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poskozeni u rostlin (Wisniewski a kol., 1997, Fuller a Wisniewski, 1997, Hacker a Neuner,
2007, Wisniewski a kol., 2008, Livingston a kol., 2018). Infrac¢ervena termografie je védni obor
zabyvajici se bezkontaktnim sledovanim teploty na povrchu téles. Nabizi moznosti vizualizace
teplotnich zmén u téles Vv teplotach od -40 °C vySe v redlném case. Pomoci softwarového
vybaveni je mozné ziskané termogramy vyhodnotit v ¢asové ose. Pokud je sledovany material
vystaven zméné teploty, tak je mozné u néj v Case vizualizovat teplotni odezvu v ramci
snizovani, ¢i zvySovani teploty prostfedi, ve kterém se nachédzi. Diky tomu je mozné
vizualizovat ledovou krystalizaci a tdni nebot’ v téchto ptipadech dochézi k vytvoreni teplotniho
rozdilu mezi sledovanym objektem a okolnim prostfedim, které termokamera vizualizuje a
vhodny SW zachyti. Cilem této prace je pomoci infra¢ervené termografie detekce a vizualizace
ledové krystalizace v rostlinnych orgénech a pletivech, na ptikladu generativnich pupenti
meruiiky a pacibulkovych rostlinach ¢esneku, ke které dochazi jejich vystavenim podnulovym
teplotam.

Material a metody

V pokusech byly pouzity jednoleté dormantni pryty odridy meruiiky ‘Velkopavlovickd’, a
kliéni rostliny z pacibulek cesneku ‘Djambul’. Pro termografické sledovani byly dormantni
pryty merunky odebrany z venkovnich podminek zac¢atkem biezna 2020 ve stadiu viditelné
koruny a ten samy den bylo provedeno méfeni. Rostliny cesneku byly predpéstované
z pacibulek v minipafnickach v zahradnickém substratu za laboratorni teploty a 16/8
fotoperiody. Pro méteni byly celé rostliny véetn€ kofenli vyjmuty z minipainic¢kii a vystaveny
termografickému méfeni. Méfeny rostlinny material byl umistén na kancelafsky papir, ktery
byl poloZen na médénou podlozku umisténou v mrazicim boxu nastaveném na teplotu -16 °C.
Pfesna teplota na médéné podlozce byla kontroln€ sledovana pomoci digitalniho teplomeéru.
Bezprostiedné po umisténi rostlinného materidlu do mraziciho boxu bylo spusténo infracervené
snimani pomoci stacionarni LWIR termovizni kamery Workswell WIC 640 s rozliSenim
640x512px o0 vzorkovaci frekvenci 15 fps. Zaznam termokamery a nasledné vyhodnoceni bylo
provedeno pomoci SW Workswell CorePlayer Beta.

Vysledky

V pribéhu chlazeni byl u vétvicky s klastrem Ctyf generativnich pupenid meruiiky na ¢asti
jednoletého prytu vizualizovan pribeh ledové krystalizace, viz obr. 1. K ledové krystalizaci
prytu doslo jako prvni a poté doslo k postupnému mrznuti pupent, viz obr 1. a az 1. d. Na
obrazku 2 je zaznam detekovanych exoterm odpovidajicich ledové krystalizaci ctyfem
jednotlivym pupenti, P7 az P10. Nejdiive doslo k ledové krystalizaci u prvniho pupene, P7 (obr.
2. a) anasledné¢ P8 (obr. 2. b), P9 (obr. 2. ¢) a jako posledni krystalizoval pupen P10 (obr. 2. d).
Zacatky jednotlivych exoterm jsou zndzornény Sipkou.
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Obr. 1. Termografické snimky vétvicky merunky ‘Velkopavlovickd’” s klastrem cCtyt
generativnich pupenti v pribéhu vlozeni do -16 °C. Ledova krystalizace generativniho pupene
je znazornéna Sipkou. K ledové krystalizaci jednotlivych pupenti dochézi v potadi 1. a az 1.
d. Délka usecky je 10 mm.
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Obr. 2. Casové termografické zdznamy ledové krystalizace jednotlivych pupentl vétvicky
merunky ‘Velkopavlovickd’ s klastrem Ctyf generativnich pupenti po vloZeni do -16 °C.
Ledova krystalizace generativniho pupene je znazornéna Sipkou. K ledové krystalizaci
jednotlivych pupenti dochéazi v potadi 2. a az 2. d.
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V prubéchu chlazeni byl u rostliny ¢esneku ‘Djambul’ vizualizovan pribeh ledové krystalizace,
viz obr. 3. K ledové krystalizaci doslo jako prvni u pacibulky a kotfene (obr. 3. a), poté doslo
k ledové krystalizaci ve stiedni ¢asti listu (obr 3. b) a nasledné krystalizoval led ve $picce listu
(3. ¢). Na obrazku 4 je zaznam detekovanych exoterm odpovidajicich ledové krystalizaci
jednotlivym ¢astem rostliny ¢esneku. Nejdiive doslo k ledové krystalizaci u pacibulky a kofene

(obr. 4. a), nasledné stfedni ¢asti listu (obr. 4 b.) a jako posledni krystalizoval listova Spicka
(obr. 4 c.).

Obr. 3. Termografické snimky rostliny ¢esneku ‘Djambul’ v prabéhu vlozeni do -16 °C.
Ledova krystalizace pacibulky a kofene (3. a), stiedni ¢asti listu (3. b) a $picky listu (3. ¢) je
znazornéna Sipkou. K ledové krystalizaci jednotlivych ¢asti rostliny dochazi v poradi 3. a az
3. c. Délka tisecky je 10 mm.
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Obr. 4. Casové termografické zaznamy ledové krystalizace rostliny esneku ‘Djambul’ po
vlozeni do -16 °C. Ledova krystalizace pacibulky (4. a), stfedni ¢asti listu (4. b) a Spicky listu
(4. ¢) je znazornéna Sipkou. K ledové krystalizaci jednotlivych Casti rostliny ¢esneku dochazi
Vv poradi 4. aaz 4 c.

Diskuze

V prubéhu termografického méteni byla u klastru generativnich pupentt merunék pii chlazeni
detekovana ledova krystalizace odpovidajici vzdy konkrétnimu pupenu, neboli bylo mozné
odlisit mrznuti kazdého pupenu zvlast'. Jednotlivé generativni pupeny meruriky byly v dané
fenologické fazi, viditelné koruny, podle vysledkli dostatecné oddéleny proti Siteni ledu
vodivymi pletivy, protoze ke krystalizaci pupenti dochdzelo relativné po delSim casovém
intervalu od krystalizace prytu. Tyto vysledky jsou v souladu naptiklad s praci Chalker-Scott,
1992. Z teplotniho pritbéhu na obr. 2 je vidét, ze ledovou krystalizaci pupene znacen¢ho P8
(obr. 2. b) doslo k ovlivnéni teploty pupene znaceného P10, tedy k jeho zvySeni, které¢ vSak
nemélo vliv na jeho ledovou krystalizaci, ke které doslo nezavisle na tomto jevu. Z nab&ht hran
exoterm na obr. 2., které jsou krom¢ druhého pupene vSechny pfiblizné kolmé k baseline, 1ze
usoudit o ¢asové rychlé krystalizaci podchlazené ¢asti rostliny, v tomto ptipadé generativniho
pupene. K obdobnému jevu dochazelo predevs§im u podchlazenych listd a kofend rostlinky
cesneku. K obdobnym charakteristikdm ledové krystalizace doSlo i1 u dalSich testovanych
rostlinnych vzorkl - ke stejnému postupu ledové krystalizace, kdy nejdiive krystalizovala
pacibulka, s kofinky a nasledné list od stonku ke $pi¢ce. Casova prodleva u krystalizace listu
od baze ke Spicce byla oproti krystalizaci pacibulky minimalni, coZ svéd¢i o tom, Ze mezi
pacibulkou a listem je v dané fazi vyvoje rostliny pravdépodobné anatomicka bariéra proti
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Siteni ledu. Tuto domnénku potvrzuje zjisténi vyskytu bariér u rostliny pSenice (Zamecnik a
kol., 1994). Vizualizace ledové krystalizace pomoci infradervené termografie pomaha
charakterizovat pribéh mrznuti u mrazové citlivych ¢asti rostlin a tim prispiva k studiu
protimrazové ochrany u sledovanych rostlin.

Zavér

Vlivem podnulovych teplot dochazi Casto v jarnim obdobi u rostlin v pozdéjsich fenofazich
k ledové krystalizaci. Pfedevsim u takovych struktur jako jsou generativni organy ovocnych
dfevin nebo mladé rostliny zelenin mize byt ledova krystalizace letalni. S pomoci infracervené
termografie je mozné vizualizovat prub¢h ledové krystalizace a detekovat mrznuti jednotlivych
generativnich pupentt merunky a pacibulek, kofent a listd ¢esneku. Infracervenou termografii
je mozné vyuzit jako novou perspektivni metodu pro vizualizaci, detekci a kvantifikaci ledové
krystalizace jak u celych rostlin, tak i jejich organti pro charakterizaci jejich mrazového
poskozeni. Uvedend metoda bude na pracovisti VURV, v.v.i. v Praze Ruzyni vyuzita pii
stanoveni prubéhu mrazového poskozeni u generativnich organti merun¢k a dalsich zemédélsky
vyznamnych plodin.
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ASOCIACNI ANALYZA (GWAS) HRACHU SETEHO
(PISUM SATIVUMYL.) A IDENTIFIKACE SNP MARKERU PRO
GENOMICKOU SELEKCI HOSPODARSKY VYZNAMNYCH ZNAKU

Association Analysis (GWAS) of Pea (Pisum sativum L.) and Identification
of SNP Markers for Genomic Selection of Economically Important Traits

Dostalova R.%, Hybl M.2, Trnény O.%, Riha L.%, Griga M.}

LAgritec Plant Research, s. r. 0.
2Vyzkumny vistav rostlinné vyroby, v. v. i.

3Zemédeélsky vyzkum, s.r.o.
*SEMO a.s.

Abstrakt

Za ucelem identifikace DNA markerti spojenych s agronomickymi znaky (délka rostliny, pocet
vetvi, typ olisténi, tvar a barva semene, po€et a hmotnost semen, HTS, odolnost vii¢i padli a
PEMV) a kvalitativnimi znaky semen (obsah N-latek a Skrobu) byla provedena asociacni
analyza (GWAS) u hrachu setého (Pisum sativum L.). Soubor 564 genotypi polniho a
diefiového hrachu byl hodnocen v letech 2019 a 2020 na téech lokalitach (Sumperk, Olomouc,
Smrzice). Pro zjisténi SNP variant byla pouZita metoda DArTseq analyzy sekvenovani
knihoven DNA s redukovanou komplexitou. Asociacni analyzou byla ziskana sada 376 SNP
markert, jejichz pozice na jednotlivych chromozomech byla uréena na zaklad¢ referencni
sekvence hrachu. Pro detekci SNP je uvedena 69 bp dlouha sekvence pfiléhajici k
asociovanym SNP, kterou lze vyuzit pro vSechny znamé postupy detekce markera typu SNP
(hybridiza¢né, enzymaticky, sekvenacné 1 fyzikaln¢ zalozené metody detekce SNP).
Klic¢ova slova: hrach, Pisum sativum, agronomické znaky, kvalitativni znaky semen, asocia¢ni
analyza (GWAS), SNP markery, genomicka selekce

Abstract

Genome-Wide-Association Study (GWAS) was performed to identify DNA markers associated
with agronomic (plant height, number of branches, leaf type, seed shape and colour, seed yield
and seed weight, TSW, resistance to powdery mildew and PEMV) and seed quality (protein
and starch content) traits in pea (Pisum sativum L.). A set of 564 accessions of field and garden
pea was evaluated in 2019 and 2020 on three locations (Sumperk, Olomouc, Smrzice). DArTseq
sequencing of DNA libraries with reduced complexity was used for identification of SNP
variants. 376 SNP markers were obtained, whose position on individual chromosomes was
determined based on pea reference sequence. For SNP detection, a 69 bp sequence attached to
associated SNPs was provided, which can be used for any available approaches of SNP markers
detection (hybridization, enzymatic, sequenation and physical SNP detection methods).
Identified markers may be used for more efficient pea breeding.

Keywords: pea, Pisum sativum, agronomic traits, seed quality traits, Genome-Wide

Association Study (GWAS), SNP markers, genomic selection
Uvod
Prakticky veSkeré odridy polniho a dfeflového hrachu v dosavadni historii Slechténi této

plodiny byly vytvofeny dvéma klasickymi postupy, (1) diivéjsi hybridizaci rodicovskych
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genotyptl a (2) pozd¢jsi mutagenezi (chemomutageneze a radiomutageneze; cca od 50. let
minulého stoleti; Blixt 1972, Jaranowski 1976) vétSinou nasledovanou pozitivnim vybérem
v ramci riiznych Slechtitelskych schémat. Pozadovany genotyp mohl byt selektovan na zakladé
svého projevu (exprese fenotypu) v pritbéhu vegetace (morfologie rostliny, barva kvétu, semen,
ranost/pozdnost, citlivost ¢i odolnost k negativnim abiotickym a biotickym faktorim) nebo az
po sklizni semen (obsahové latky jak Zzadouci, tak nezadouci). Heritabilita a stabilita
pozadovaného znaku pak musela byt potvrzena opakovanym samosprasenim a hodnocenim.
K tomu ¢asto pristupovalo zpétné kiizeni za icelem eliminace nezadoucich vlastnosti nékterého
z rodicu. Cely proces byl tak zna¢né zdlouhavy (standardni doba na vyslechténi/registraci nové
odridy cca 10-15 let), naro¢ny na péstebni plochy, praci a finance. Zhruba od 70. let minulého
stoleti se Slechtitelé pokouseli formulovat a posléze realizovat tzv. ideotyp, ktery by v sobé
sdruzoval maximum pozadovanych vlastnosti jak z hlediska agronomického, tak uzivatelského.

Od 80. let minulého stoleti 1ze datovat nastup biotechnologii a jejich postupné zaclenovani do
Slechténi vCetné luskovin — hlavnim motivem bylo pieneseni ¢asti procesu do laboratoie s cilem
jeho urychleni, respektive zkraceni (techniky mikropropagace/ mikroklonovani, selekce in vitro
s vyuzitim filtratd/toxin fytopatogennich hub na urovni kalusovych a suspenznich kultur,
mezidruhovéd/mezirodova hybridizace fuzi protoplastd, rychld homozygotizace formou
dihaploidizace — prasnikové a pylové kultury, fenomén ,,somaklonalni variability* generované
in vitro). Pifelomovym momentem se pak staly techniky transgenoze (agrobakterialni
transformace, ,,particle bombardment*; novéji téz NBT — New Breeding Techniques), Gspésné
realizované i u hrachu (Schroeder et al. 1995, Jones et al. 1998). V této fazi vSak do hry
vstoupila politika a populistickd/negativni role masmédii se zvlast¢ trodnou piadou v EU.
Slechtitelé v EU tak ztraceji oproti kolegim v technologicky vyspélych zemich mimo EU
jedineCnou moznost transferu genti mezi biologickymi fiSemi ¢i inkorporaci synteticky
piipravenych gent; péstitelé pak moznost péstovani plodin s agronomicky i spotiebitelsky zcela
novymi unikatnimi vlastnostmi. Rezignace na metody genového inzenyrstvi vede k hledani
alternativnich pfistupt, z nichz nejucinnéjsi je selekce s vyuzitim markeri (MAS = Marker-
Assisted Selection).

Prudky rozvoj molekularni genetiky, funkéni genomiky a vysoce vykonného celogenomového
sekvenovani (DArtSeq) umoziuje v idealnim ptipad¢ piimo identifikaci a lokalizaci genti na
jednotlivych chromozomech v ramci vazebnych skupin, respektive molekularnich DNA
markerti s predmétnymi geny tésné svazanych. Tomu musi piedchédzet detailni fenotypovani,
tedy popis vybranych kvalitativnich ¢i kvantitativnich znaka dle klasifikatoru dané plodiny a
jejich prifazeni k datim genotypovym nastroji bioinformatiky (GWAS analyza).

Cilem prace byla identifikaci molekularnich DNA markert (zde SNP = Single-Nucleotide
Polymorfism; jednonukleotidovy polymorfismus) spojenych s hospodarsky vyznamnymi
znaky hrachu. Tésna vazba markeru s genem pro pfedmétny znak a jeho rychla, spolehliva a
financné piizniva identifikace posune klasickou selekci fenotypu béhem vegetace v polnich
podminkach na kvalitativné vyssi uroven genomické preselekce a vybéru rodi¢u pro hybridizaci
jiz v laboratornich podminkach. Kombinaci metod molekularni genetiky a bioinformatiky tak
bude dan Slechtiteliim hrachu k dispozici U€inny nastroj pro zpfesnéni, zrychleni a finan¢ni
zefektivnéni procesu selekce a tvorbu kvalitativné novych a konkurenceschopnych odrad
hrachu.

Material a Metody

Rostlinny material: 564 genotypt hrachu (Pisum) pochazi z registrovanych komer¢nich odrid
druhu Pisum sativum, zdroju rezistence k houbovym a virovym patogentim vyuzivanych ve
Slechténi, odrtd/linii z kolekce VIR St. Petersburg (RUS), planych a piibuznych druhi/forem
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rodu Pisum, vlastniho novoslechténi polniho a dienového hrachu (Agritec, SEMO) a
mutantnich linii s nizkym obsahem kyseliny fytové. Vybér byl proveden tak, aby pokryval
genetickou diverzitu druhu a zaroven obsahoval S$lechtitelsky material selektovany ve
vybranych znacich.

Hodnoceni genotypu rostlin: Pro vytvoieni celogenomového SNP profilu polozek byla pouzita
metoda DArTseq analyzy, ktera vyuziva sekvenovani knihoven DNA s redukovanou
komplexitou. Rostliny pro analyzu DNA byly napéstovany ve skleniku do faze ¢tvrtého
pravého listu. DNA byla extrahovana z 564 genotypt hrachu, kdy byl ¢erstvy material nejprve
lyofilizovéan a poté homogenizovan pomoci sklenénych kulicek. Pro vlastni izolaci byl pouzit
NucleoSpin Plant Il kit (Macherey-Nagel). Byla zkontrolovana kvalita DNA a poté vzorky
nafedény na pozadovanou koncentraci. Izolovanda DNA byla zaslana do Diversity Arrays
Technology Pty Ltd, Canberra, Australie k vlastni analyze genotypu pomoci DArTSeq analyzy.
Vysledkem DArTseq analyzy jsou celogenomova genotypova data SNP polymorfismd.
Genotypova data byla déle filtrovana na podil chybéjicich genotypt a frekvenci minoritni alely
(MAF>0.05). Sekvence priléhajici k SNP byly mapovany k aktualni verzi genomu hrachu
pomoci algoritmu blastn programem Blast+ v2.2.18 s parametrem mapovani e-value < 0,00001
. K mapovani SNP byla vyuzita referen¢ni sekvence P. sativum vla, ktera je dostupna online:
(https://urgi.versailles.inra.fr/Species/Pisum/Pea-Genome-project). Referenéni sekvence je
dostupna ve formé chromozomd, na kterych jsou lokalizovany asociované SNP (Kreplak et al.
2019).

Hodnoceni fenotypu u vybranych znakt: (1) barva osemeni, (2) semeno — povrch, (3) typ listu
(afila), (4) délka rostliny, (5) pocet vétvi, (7) pocet semen na rostlinu, (8) hmotnost semen na
rostlinu (9), HTS, (10) obsah N-latek v susing, (11) obsah Skrobu v susing, (12) odolnost k padli
(Erysiphe pisi f.sp. pisi), (13) odolnost k viru PEMV (Pea Enation Mosaic Virus) bylo
provadéno béhem vegetace na zakladé Klasifikatoru rodu Pisum (Pavelkova et al. 1986) v
letech 2019 a 2020 na lokalitach Sumperk, Olomouc a Smrzice a po sklizni méfenim ¢&i vaZenim
(morfologie rostlin, vynos luski/semen, barva a tvar semen, HTS, analyzy obsahovych latek —
obsah N-latek a $krobu v susing). Chemické analyzy byly provadény dle CSN ¢&i internich
metodik spolecnosti Agritec.

GWAS analyza: Vysledky genotypového a fenotypového hodnoceni byly pouzity pro
celogenomovou asocia¢ni analyzu. GWAS analyza SNP genotypovych a fenotypovych dat byla
provedena dvéma statistickymi modely MLM (Mixed Linear Model) (Yu et al. 2006) a BLINK
(Bayesian-information and Linkage-disequilibrium Iteratively Nested Keyway) zabudovaného
v softwaru GAPIT v3 (Tang et al. 2016). Vybér statisticky vyznamnych SNP markerii pro
vybrané znaky byl ur¢en dle asociace vyjadiené¢ P hodnotou mensi nez <0,05 korigovanou na
mnohonasobné testovani FDR (false-discovery rate) metodou Benjamini-Hochberg.

Vysledky a diskuze

Ve dvouletém pokusu na tfech lokalitach v CR bylo fenotypové hodnoceno 564 genotypii rodu
Pisum na vybrané agronomicky vyznamné znaky. Pro v§echny genotypy byla ziskana DArTseq
analyzou celogenomova genotypova data SNP polymorfismi. Néslednou asocia¢ni analyzou
(GWAS) byly nalezené SNP markery pfifazeny ke konkrétnim znakiim a lokalizovany na
jednotlivych chromozomech hrachu, v€etné pozice na chromozomu. Celkem bylo ziskdno 376
SNP markert pro 13 znakd, jejichZ stru¢ny piehled je uveden v Tab.1. Vzhledem k omezenému
rozsahu ptispévku se dale zaméfime na znak rezistence k viru PEMV, u néhoz byla zjisténa
vyznamna asociace s jednim lokusem na prvnim chromozomu.
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Virus vyrustkové mozaiky hrachu (PEMV - Pea enation mosaic virus) je celosvétoveé
dochazi jiz po kratké dobé¢ sani. Mezi typické a nezaménitelné projevy na rostlinach hrachu,
kromé vyrustkll, patfi i mozaika pfechéazejici v typické ,,dvirky*. Pozdéji vznikaji deformace
luskli, snizuje se HTS (Hull 1981). Dé&dic¢nost rezistence proti viroze PEMV zajistuje
dominantni gen En (Schroeder a Barton 1959), dle literatury lokalizovany ve treti vazebné
skupin¢ LGIII (Marx et al. 1985, Yu et al. 1995, Randhawa a Weeden 2009). Virus mutze
zpusobovat vyznamné vynosové ztraty od 10 az do 100 % (Hull 1981, Jain et al. 2013).

Tabulka 1. Pocet identifikovanych SNP marker asociovanych s vybranymi znaky a jejich
lokalizace na chromozomech hrachu. Cervené vyznaceny vyznamné asociace.

Znak Pocet identifikovanych Chromozom
SNP markeru
Barva osemeni: hnéda-¢erna 31 1,2,3,45,6,7
Barva osementi: zluta-zelena 11 1,2,4,5 7
Barva osemeni: Zluta-voskova 7 1,2,3,4,5,6
Semeno-povrch 1 3
Typ listu - afila 3 2,6,7
Délka rostliny 15 1,2,4,5,6
Pocet vétvi 2 4,5
N-latky v susiné 2 57
Skrob v susing 2 1,3
Odolnost k padli 8 1,2,4,5
Odolnost k PEMV 6 1,7
Pocet semen na rostlinu 77 1,2,3,45,6,7
Hmotnost semen na rostlinu 131 1,2,3,4,56,7
HTS 80 1,2,3,4,5,6,7

V polnich podminkach na lokalitich Sumperk, Olomouc a SmrZice byl hodnocen soubor
polniho a dfeniového hrachu na odolnost k vyristkové mozaice hrachu (PEMV). U polniho
hrachu na lokalité v Sumperku byla zjisténa odolnost u 74 genotypt. Slechtitelské linie polniho
hrachu oznacené AGT 218 16, AGT 218 23, AGT 218 35, AGT 218 37 a AGT 218 40 se
vyznacovaly rezistenci k PEMV (gen En-1) a také rezistenci k padli (gen er-1). Tyto linie mély
dobrou odolnost k poléhani a vysoky vynos. Podobné u diefiového hrachu na lokalitach
Olomouc a Smrzice byla zjiSténa odolnost u 15 genotypt. Rezistenci k PEMV 1 padli se
vyznacovaly linie SM 684/09, SMnl, SMn2, SMn9 a SMn24. Uvedené linie budou zafazeny
do kolekce genovych zdrojl a vyuzity pro vyzkumné ucely a tvorbu novych odrid. Soubor linii
bude uplatnén jako funkéni vzorek (Tab. 2).

Vysledky asociacni analyzy dosahuji vysoké statistické priikaznosti (Obr.1). Vysoké
pozorované hodnoty Grovné asociace vyrazné prevysSuji vysledky ocekdvané v odpovidajici
distribuci dat. Obé metody MLM (Obr.2A) 1 BLINK (Obr. 2B) mapuji shodné hlavni oblast
asociace na okraj 1. chromozomu Vv pozici piiblizné¢ 348 Mbp od pocatku. Tato oblast je
Vv piipadé¢ MLM modelu vyrazn& podpofena vSemi blizkymi SNP, které jsou ve ziejmé vazbé
na znak rezistence k PEMV. V piipadé¢ modelu BLINK je z téchto SNP v silné genetické vazbé
vybrano SNP, které nejlépe reprezentuje tento asociovany lokus, tudiZz je nejvice vhodné
k vytvoteni markeru rezistence k PEMV pro markery asistovanou selekci. I kdyz je nejvétsi
Cast variability rezistence polozek vysvétlena skrze tento lokus, z vysledkil lze vycist i
nezanedbatelny vliv nékterych dalSich lokust, zejména dalSich ¢tyt lokusli na chromozomu 1
(Obr. 2B).
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Tabulka 2. Slechtitelské linie polniho (AGT) a diefiového hrachu (SM) s odolnosti (R)
k PEMV a padli, vykazujici vyznamnou asociaci s SNP lokusy identifikovanymi na prvnim
chromozomu. Linie budou uplatnény jako funkéni vzorek.

Oznaceni Pivod Ristovy Barva Povrch a tvar Padli | PEMV
linie typ semene semene
AGT2018_37 | Tudor x B99-118 semi- svétlezluta hladky, semeno R R
leafless (SF) kulovité
AGT2018_35 | Salamanca x (LU 1977 | semi- tmavozelena | hladky, semeno R R
X Franklin) leafless (SF) kulovité
AGT2018_23 | Starter x AGT210.8 semi- svétlezluta hladky, semeno R R
leafless (SF) kulovité
AGT2018_16 | LU 1977 x Franklin semi- svétlezluta hladky, semeno R R
leafless (SF) kulovité
AGT2018 40 | Eso x (LU 1977 x | semi- svétlezluta hladky, semeno R R
Franklin) leafless (SF) kulovité
SM 684/09 (SM 509/03 x Oskar) leafless (L) | stfednézelend | svraskly R R
SM 457/02 x SM semi-
SMnl 224/00 leafless (SF) | stiednézelena | svraskly R R
SM 462/02 x SM semi-
SMn2 777114 leafless (SF) | stiednézelena | svraskly R R
SM 764/14 x SM semi-
SMn9 749/12 leafless (SF) | stfednézelena | svraskly R R
SM 767/14 x SM semi-
SMn24 749/12 leafless (SF) | stiednézelena | svraskly R R

Spole¢né s markerem v hlavnim lokusu rezistence by se i tyto lokusy mély sledovat pfi snaze o
exaktni Slechténi. Zakomponovani benefitnich alel vSech asociovanych lokusi pii Slechténi
podpofi u Slechténych jedincii nejvyssi moznou Uroven rezistence. Navic pyramidovani
benefitnich alel gent rezistence k PEMV miuize zvysit odolnost ke vzniku novych kment viru
PEMV, které ptekonavaji rezistenci hrachu ziskanou diky hlavnimu lokusu.

V diivéjsich studiich byl lokus rezistence En kK PEMV mapovan na vazebnou skupinu LGIII,
jez v referenéni sekvenci odpovida chromozomu 5 (Marx et al. 1985, Randhawa a Weeden
2009, Jain et al. 2013). Mapovani vyuzivajici porovnani genu rezistence En dvou rodicu
rezistentni odrudy Lifter a ndchylné odriidy Radley (Jain et al. 2013) pomoci genotypovani SSR
markertt u RILs mapovaci populace poskytuje markery pro Slechténi za predpokladu, ze
Slechtitel uzije tento konkrétni gen rezistence En. Avsak s vyuzitim GWAS mapovaci populace
u souboru jedinct s Sirokou genetickou zakladnou je zfejmé, ze hlavni variabilita rezistence
k PEMV v nami analyzované populaci hrachu je zprostfedkovana skrze geny na chromozomu
1. Vyhodou dosaZenych vysledkt GWAS studie je, Ze 1ze jako donora genil rezistence vyuzit
vyssi pocet plvodit hrachu a ptipadné lze do Slechtitelského zdméru zahrnout a vzajemné
kombinovat i vyssi poCet lokust s niz§im efektem na znak rezistence k PEMV. V porovnani
s dostupnymi studiemi (Marx et al. 1985, Jain et al. 2013) naSe vysledky hlavni lokus rezistence
mapuji na chromozom 1 (vazebna skupina LGVI), rozdilné vysledky mapovani mohou byt dany
odlisnym genetickym mechanismem rezistence k PEMV v mapovacich populacich obou studii
nebo i odlisnymi kmeny viru PEMV vyuzitymi k infekci v provedenych testech.
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Obrazek 1. Quantile-Quantile graf ziskanych a o¢ekavanych hodnot vysledku log10 P
hodnoty v modelu MLM.
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Obrazek 2. Manhattan graf asociace PEMV rezistence s vyuzitim MLM modelu. Plna zelena
¢ara znaci uroveil FDR upravené P hodnoty asociace 0,01, pferuSovana zelend cara znaci
urovent FDR upravené P hodnoty asociace 0,05. Sedm chromozom hrachu setého je odliSeno
barevné. Uroven asociace kazdého SNP v podobé P hodnoty je transformovana dekadickym
logaritmem a vynesena vzhledem ke své pozici v genomu hrachu setého.
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Tabulka 3. Identifikované SNP lokusy vykazujici vyznamnou asociaci s rezistenci hrachu vici

PEMV.
. . Alely .
SNP ID Chromozom chli’girll%ezggﬂu FD';_sgfjsted (referen'éni’/ Psolfllge Piilehla sekvence
alternativni)
TGCAGGATTGTATACTG
ATCCTTTCCTTGTATAAT
3541931|F|0- TTACAGATCGGAAGAGC
16:G>A-16:G>A 1 347726949 0,0000 G/A 16 GGTTCAGCAGGAATGCC
TGCAGGCATCTTATTTAT
GTTCTGTTCTGTGGTGTA
3544005|F|0- ATCTTTGTATCTTTAGGC
42:G>T-42:G>T 1 140960206 0,0100 GIT 42 ATTGCTTATGCCTTG
TGCAGAAAATTGTGTTG
GAATGTTATGGTTGCTG
41124245|F|0- ATTCAGTTTAGTTTTTAT
5:A>C-5:A>C 1 209396847 0,0169 A/C 5 GTCAATTCAATATGATT
TGCAGCACCGACACCTA
TGAAAAATGTGTGTCCG
TGTAAATGTCTGAAAGT
3549708|F|0- GACACCGAAGTTTGTGA
34:T>C-34:T>C 1 362126959 0,0216 T/C 34 T
TGCAGTAAAATGGACGG
AAAGCAGGAGATTTCCC
5916488|F|0- AAAAAATAAAATAGACA
45:T>A-45:T>A 7 413460604 0,0357 T/A 45 CTCAAAATTTCTCCGATC
TGCAGATACATTGCTTC
AATGCACGCGGTACTTA
19221983|F|0- TTTATTTTGCTTCAAATT
23:C>T-23:C>T 1 258079738 0,0357 CIT 23 TTTTGCCCTTGCATTCT
Zavér

V praci jsme realizovali celogenomovou GWAS analyzu hrachu s cilem detekovat oblasti
genomu kontrolujici vybrané znaky s vyuzitim 376 SNP marker u 564 genotypi rodu Pisum
pokryvajicich variabilitu vybranych agronomickych znakiti a kvalitativnich znakd semen.
Identifikované SNP markery byly lokalizovany na jednotlivych chromozomech. Vyznamné
asociace byly zjistény u znakl barva semen, typ olisténi, délka rostliny, N-latky v susin¢, Skrob
Vv susing, odolnost vic¢i padli, odolnost viici PEMV. Genotypova data ziskana DArTseq
analyzou mohou byt vyuzita pro detekci lokusti u dalSich hospodarsky vyznamnych znakt.
Identifikované SNP lokusy budou slouzit k navrzeni PCR markeri pro markerové asistovanou
selekci k zefektivnéni a urychleni Slechtitelského procesu a tvorbu kvalitativné novych,
konkurenceschopnych odrtid polniho a dfefiového hrachu.
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POLYMORFISMUS AVENINU U ODRUD OVSA RUZNEHO
GEOGRAFICKEHO PUVODU

Avenin polymorphism in oat varieties with different origin
Dostalikova L., Hlasna Cepkova P., Dvoiacek V., Viechmannova .

Vyzkumny ustav rostlinné vyroby, v.v.i., Praha
CZU v Praze

Abstrakt

Bilkovinna frakce aveninti byla hodnocena u 60 odrid ovsa setého rtizného geografického
pivodu v podminkédch SDS-PAGE. Celkem bylo hodnoceno 26 peptidi aveninového spetra
nachazejicich se v rozmezi molekulové hmotnosti od 18 do 35 kDa. U testovanych odriid byl
zjistén celkovy pocet 457 peptidi, u jednotlivych odriid byl detekovan pocet peptidi od 5 do
10. Vice jak polovina vzorkii méla ve svém spektru peptid 8 a 11, naopak peptidy 1" a 12* se
u odrid tohoto souboru vyskytovaly minimélné. Mezi odridami byla zjisténa vyznamna
variabilita avenind, na zaklad¢ spektra avenind nebylo mozné rozlisit samostatné odrudy ani
odridy se stejnou zemi puvodu.

Klic¢ova slova: Avena sativa, diverzita, puvod, zasobni bilkoviny, smésné vzorky

Abstract

The protein fraction of avenins was evaluated in 60 varieties of oats of various origin under
SDS-PAGE conditions. A total of 26 avenine peptides ranging in molecular weight from 18 to
35 kDa were evaluated. In the tested varieties a total of 457 peptides were found. In individual
varieties the number of peptides was detected from 5 to 10. More than half of the samples had
peptides 8 and 11 in their spectrum, on the contrary peptides 1+ and 12 * were minimal in the
varieties of this group. Significant variability of avenins was found among the varieties, based
on the spectrum of avenins. It was not possible to distinguish individual varieties or varieties
with the same country of origin.

Keywords: Avena sativa, bulked samples, diversity, origin, seed storage protein

Uvod

Oves sety (Avena sativa L.) je jednodé€lozna, samospra$na plodina z ¢eledi Poaceae, ktera se
péstuje v raznych klimatickych oblastech svéta (FAO 2004). Oves patii mezi nemladsi obilniny
a jeho domestikace zacala podstatné pozdéji nez u pSenice a jeCcmene (Murphy & Hoffman
1992), pravdépodobné ne diive nez pred 4000 lety (Zohary & Hopf 1988). V posledni dob¢ se
konzumace ovsa a ovesnych produktd v lidské vyzivé zvysila, nicméné stile prevazuje
pestovani za ucelem ziskdni krmiva (Ahmad et al. 2010). Mezi nejvétsi producenty patii zemée
mirného podnebného pasu, jako jsou Rusko, Kanada, Polsko, Austrélie a Cina. V Evropé byla
v roce 2017 dosazena produkce ovsa na urovni 13,5 miliéona t (FAO 2018).

Z nutricniho pohledu je to plodina bohatd na bilkoviny a na rozdil od ostatnich obsahuje
nenasycené mastné kyseliny (Lasztity 1998). Déle jsou v zrnu obsaZeny latky, které se
vyznacuji antioxidacni aktivitou napf. avenantramidy (Jagr et al. 2020), tokoferoly a dalsi
fenolické latky, kyselina fytova a steroly (Peterson 2001). Neméné€ vyznamnou latkou jsou také
B-glukany, které redukuji krevni tlak (Maki et al. 2007), obsah cholesterolu v krvi (Kapur et al.
2008; Ruxton & Derbyshire 2008; Othman et al. 2011) a podporuji spravnou funkci stiev
(Malkki & Virtanen 2001; Vasiljevic et al. 2007). Zrna ovsa obsahuji frakci bilkovin tzv.
aveniny (Lasztity 1998), které jsou zastoupené v rozmezi 415 % v bilkovinach semene a jsou
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bohaté na prolin a glutamin (Klose & Arendt, 2012; Kosova et al., 2020). Aveniny jsou
spojovany s vyvolanim alergické reakce u jedinct trpicich celiakii (Armstrong et al. 2012), ale
v porovnani s pSenici, Zitem a je¢menem je obsah prolinu a glutaminu pomérné nizky (Comino
et al. 2011). Aveniny se vyznacuji vysokym polymorfismem pfi elektroforetické separaci a
vyskytuji se predevsim ve spektru od 20 do 36 kDa (Dvoracek et al. 2003). Molekularni
hmotnost avenind je odlisna v zavislosti na pouzité metod¢ a analyzovanych odradach.

V této studii bylo hodnoceno spektrum aveninti u 60 odrid ovsa setého ptivodem z riznych
geografickych oblasti. Cilem vyzkumu bylo stanoveni stupné variability avenini mezi
hodnocenymi materialy a posouzeni, zda je tato metoda dostatecné citlivy nastroj k rozliSeni
odrtd rizného ptivodu.

Material a Metody

Celkoveé bylo hodnoceno 60 odrid ovsa setého ptivodem z riiznych geografickych lokalit.
Semena odrtd poskytla §lechtitelska firma Selgen a.s. a Genova banky, VURV Praha. Soubor
zahrnoval 12 odriidy pivodem z Ceské republiky, 12 odrid z Némecka, 12 odrid bylo
ptivodem ze severskych zemi Evropy (6 z Finska, 3 ze Svédska, 2 z Estonska a 1 z Norska),
severoamerickou skupinu ptedstavovalo 6 americkych a 6 kanadskych odrad. Posledni skupinu
12 odrud tvorily odrudy puvodem z tropickych a subtropickych oblasti (3 z Indie, 2 z Australie,
3 z Argentiny, 1 z Maroka, AlZiru a Jihoafrické republiky).

Pro analyzu aveninii byl pouzit smésny vzorek od kazdé odrudy, ktery byl ptipraven z 20
nahodn¢ vybranych semen, kterd byla namleta a ze smési bylo poté odvazeno cca 0.25 mg
vzorku ve Ctyfech opakovanich. Pro extrakci avenini byl pouzit roztok 25 % (v/v) 2-
chlorethanolu, 2 % (w/v) SDS a 0.05 % (w/v) pyroninu Y, extrakce probihala 4 hodiny pfi
pokojové teploté. Aveniny byly elektroforeticky separovany na 12 % (w/v) polyacrylamidovém
gelu v SDS-PAGE (Laemmli 1970). Pozice peptidi byly oskérovany jako ptitomnost ¢i
nepfitomnost daného peptidu a byla vytvoiena binarni matice. Byly pouzity dva interni markery
odridy Poncho a Ranch a dva komeréni markery — Low Range BioRad marker a Wide Range
Sigma marker.

Ziskana data byla vyhodnocena za pouziti softwaru Darwin 5 verze 5.0.158, metoda Neighbour
Joining (NJ) byla pouzita pro konstrukci dendrogramu.

Vysledky a Diskuse

Pomoci SDS-PAGE analyzy bylo detekovano 26 aveninovych peptidi o molekularni hmotnosti
Vv rozmezi od 18 do 35 kDa. Peptidy s nejcetnéjsi frekvenci vyskytu byly oznaceny cisly 8 (23,5
kDa) a 11 (19,2 kDa), peptidy 1+ (30,5 kDa) a 12* (18,5 kDa) se u odrid vyskytovaly
minimdlné (Tabulka 1). Celkové mnozstvi aveninovych peptidi u jednotlivych odrid se
pohybovalo v rozmezi od péti do deseti peptidi.
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Tabulka 1. Frekvence aveninovych peptidii u analyzovanych genotypi ovsa

Oznaceni Frekvence vyskytu Molekulova hmotnost
peptidu (%) (kDa)
1* 2 30,5
1 28 30,2
1* 38 30,0
2 40 29,5
2* 5 29,7
3 47 29,0
3* 28 28,5
4 33 28,0
4* 17 27,5
5 40 26,5
5* 13 26,0
6 40 25,5
6* 8 25,0
7 47 24,5
7* 32 24,0
8 60 23,5
8* 17 23,0
9 48 22,0
9* ) 21,0
10 30 20,5
10* 38 20,0
11* 33 19,8
11 53 19,2
11* 17 19,0
12 35 18,8
12* 3 18,5

Spektra aveninl byla nésledné analyzovana pomoci softwaru Darwin 5, ktery rozd¢lil odrady
do Ctyt rozdilnych klastrii (Obrazek 1). Vysledky potvrdily vysoky aveninovy polymorfismus,
protoze nebyl zaznamenan shodny aveninovy profil u zddného z analyzovanych vzorku.

S ohledem na geograficky ptivod odriid nelze prokazat, ze odriidy majici stejné misto pavodu
(vyslechténi), maji také podobny aveninovy profil, nebot odrudy, jejichz zemé ptivodu je
shodnd, jsou rozmistény vice ¢i méné rovnomérné po celém spektru dendrogramu bez
specifického shlukovani v jednotlivych klastrech (Obrazek 1). Tento vysledek odporuje
ptedpokladu, Ze geograficky ptivod dané odridy muze znacit vyssi podobnost na aveninové
nebo genetické Urovni z ditvodu pouzivani stejnych odrid (pfedkil) pro vyslechténi riiznych
genotypl v dané oblasti (Portyanko et al. 1998).
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Obrazek 3. Dendrogram souboru 60 odriid ovsa s ozna¢enym geografickym ptivodem

Jednotlivé klastry vykazovaly pomérné vysokou variabilitu, az na klastr 4, ve kterém se v péti
ptipadech shodovaly aveninové alely z vice nez 50 %, navzdory pomérné riznorodému
geografickému pivodu (Tabulka 2). Tyto peptidy nesou oznaceni 6, 7, 8, 10* a 11 a jsou to
zaroven peptidy, které¢ byly v celém souboru vzorkli detekovany jako nejfrekventovangjsi
(Tabulka 1).

Tabulka 2. Schématické vyobrazeni klastru 4 se shodnymi alelami mezi danymi odriidami, které

jsou vyznaceny ¢ernou barvou.
8] o 104 11] 12

1 1* 2 3 4 4>
Klein 69 B (ARG)

.
L

NP1 (IND) C —
Polaris (ARG) — —
Gregor (CZE) — 1 T
Norbert (CZE) — 1 —]
Tibor (CZE) ] _—
Buggy (GER) — .
Canyon (GER) — 1 — 1
Flimingsprofi (GER) — B
salomon (GER) — N B
Classic (USA) — 1

CDC Boyer (CAN) N -
Milton (USA) — 1 R
Otee (USA) I I —]
Walderm (CAN) — 1 B
Belinda (FIN) — 1 ]
parre (FIN) . ]
Sang (SWE) — 1 [

Veli (FIN) — 11 _—
Yty (FIN) — 1 ] ]
Celkovy pocet alel 8 6 10 8 6 a 10| 17| 13| 16| 6] 11| 15| 4

ARG-Argentina, CAN-Kanada, CZE—Ceska republika, FIN-Finsko, GER-N&mecko, IND-Indie, SWE-Svédsko,
USA-Spojené staty americké
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Dle dostupné literatury je pohled na spektrum avenind a jejich hodnoceni pomérné odlisny.
Nékteré zdroje uvadi oblast vyskytu avenind v Sirokém rozmezi od cca 8 do 45 kDa
(Dumlupinar et al. 2011; Gregova et al. 2015), nicméné jini autoii specifikuji pomérné uzsi
rozmezi (Mickowska et al. 2015). Naopak Dvotacek et al. (2003) a Benoit et al. (2017) dosli k
podobnému rozmezi molekularni hmotnosti avenind, které bylo v tomto pfipadé od 18 do 35
kDa. Taktéz mnozstvi detekovanych peptidi se lisi v zavislosti na jednotlivych autorech,
metodice vyzkumu ¢i samotném mnozstvi analyzovaného materialu, nicméné podobnych
vysledkt dosahla napiiklad Portyanko et al. (1998) nebo Jusilla et al. (1992).

Obecné lze tici, Ze polymorfismus avenint je dostatecné heterogenni na to, aby jej slo snadno
vyuzit jako nastroj pro identifikaci odrid (Gregova et al. 1996; Dvoracek et al. 2003). Jeho
potencial spociva také ve vyuziti pfi Slechténi novych odriid ovsa s lepSimi vlastnostmi
(Achleitner et al. 2008), nebo sniz§im obsahem proteint, které mohou byt Skodlivé pro
pacienty s celiakii (Ahokas et al. 2005).

Zavér

Pomoci pouzité metody elektroforetické separace bilkovin byla detekovana vysoka mira
polymorfismu na Girovni avenind, nicméné jevi se jako malo citliva pro identifikaci jednotlivych
odrtd a jejich pivodli. Hodnoceni alelické variability u riiznorodé skupiny odriid ovsa muze
poskytovat uzitecné informace pro vyuziti ve Slechténi a tvorbé novych odrtd.
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VLIV DEHYDRATACE NA OBSAH VODY A TERMICKE
VLASTNOSTI PYLU CHMELE A BRAMBORU

Effect of dehydration on water content and thermal properties
of hops and potatoes pollen
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Abstrakt

Tato prace byla zaméfena na hodnoceni termickych charakteristik pylu v souvislosti s jeho
hydrataci u Sestnacti vzorki chmele a bramboru. Byl stanoven obsah vody a nasledujici
charakteristiky souvisejici s chovanim vody v biologickém materidlu pti pisobeni ultranizkych
teplot: podil obsahu zmrzlé vody, teplota tani a teplota skelné¢ho pfechodu. Bylo zjisténo, ze
vysledné termické vlastnosti mé zasadni vliv obsah vody, a naopak vliv odrady 1 druhu rostliny
nebyl vyznamny; zavislost sledovanych parametrii byla funkci obsahu vody bez ohledu na
testovany genotyp. Bylo zjiSténo, Ze pfi poklesu obsahu vody pod 0,27 g vody na g suSiny
nedochdzelo ke krystalizaci vody a zaroven byla vzdy prokdzana ptitomnost skelného
piechodu. Pii silné dehydrataci pyluna 0,1 g vody na g suSiny doslo ke zvySeni teploty skelného
piechodu az na teplotu -5 °C, ¢imz doslo k vyznamnému zvySeni bezpecné skladovaci teploty
pylu.

Klic¢ova slova: Diferen¢ni skenovaci kalorimetrie, kryoprezervace, Humulus lupulus L., skelny
prechod, Solanum tuberosum L., termicka analyza

Abstract

This work was focused on the evaluation of the thermal characteristics of pollen with respect
to its hydration in sixteen samples of hops and potatoes. The water content and the following
characteristics related to the behaviour of water in the biological material under ultra-low
temperatures were determined: the proportion of frozen water content, melting point and glass
transition temperatures. It was found that the resulting thermal properties were influenced
mostly by water content and, conversely, the effect of variety and plant species was not
significant; the dependence of the studied parameters was a function of the water content
regardless of the tested genotype. It was found that when the water content falls below 0.27 g
of water per g of dry matter, water does not crystallize and at the same time, the presence of a
glass transition has always been demonstrated. With strong dehydration of pollen to 0.1 g of
water per g of dry matter, the glass transition temperature increased to -5 ° C, which represents
increase in the safe storage temperature of pollen as well.

Key words: Cryopreservation, differential scanning calorimetry, glass transition, Humulus
lupulus L., Solanum tuberosum L., thermal analysis

Uvod

Dlouhodobé uchovani pylu zlepSuje moznosti a efektivitu pouziti vhodnych kombinaci
rodi¢ovskych rostlin pfi $lechtitelském procesu. Usp&snost dlouhodobého uchovani pylu je
zavislé na obsahu vody v pylu a teploté skladovani. Obsah vody v pylu je zavisly na
podminkach pfi jeho sklizni a skladovani a také na genotypu. Sklizeny pyl je béZné skladovan
po odbéru v lednici pfi teplotach nad bodem mrazu, poptipadé¢ v mrazdku. Takovy zpiisob
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skladovani vSak neumoziiuje dlouhodobé¢ spolehlivé skladovéani pylu pfi zachovani jeho
zivotnosti a schopnosti opyleni. Takovou moznost vSak nabizi metoda kryoprezervace.

Kryoprezervace je metodou, kterd umoznuje dlouhodobé uchovani zivych organismli nebo
jejich ¢asti pii ultranizké teploté (obvykle pii teploté bodu varu kapalného dusiku, -196 °). Pii
této teploté dochazi k Giplnému zastaveni vSech biochemickych procest a k praktickému
zastaveni jakychkoliv zmén. Proto tato metoda umoznuje dlouhodobé uchovéani zivota
Vv podminkéch ,,umélé hibernace™. Principem dlouhodobého uchovani zivych organismu
Vv podminkach kryoprezervace je piechod zivého organismu z ptevazujiciho kapalného
skupenstvi hmoty do skupenstvi pevného. V disledku snizeni teploty dochazi ke zvysSeni
dynamické viskozity kapaliny ptes 10 Pas, kterd je uznavanou hranici pro zménu skupenstvi
z kapalného do pevného. Pokud pii poklesu teploty nedojde k tvorbé krystal, zlstava
zachovéna ptivodni struktura hmoty v takzvaném skelném stavu. Tento skelny stav hmoty je
podstatou zachovani zivota pfi vystaveni organismu extrémné nizkym teplotam. NejCastéjSim
problémem pro dosazeni Gspésné kryoprezervace je vysoky obsah vody v Zivych organismech,
ktera pfi poklesu teploty pod bod mrazu obvykle zmrzne do ledovych krystali a zpiisobuje
poskozeni tkani ¢i pletiv.

Vsechny metody kryoprezervace jsou zalozeny na postupu, ktery mrznuti vody omezuje nebo
alespont modifikuje. V rostlinné tisi se pii vyvoji kryoprotokolti obvykle pouzivaji postupy,
které vedou k poklesu obsahu vody v uchovavanych pletivech. Tato dehydratace ma své limity,
dané odolnosti jednotlivych genotypl vii¢i dehydrataci a také Casti rostliny ¢i organem, které
chceme uchovat. Proto Ize s tspéchem kryoprezervovat genotypy, které odolavaji dehydrataci,
tak 1 ¢asti rostlin, u kterych dochédzi béhem jejich ontogenetického vyvoje k vyznamnému
poklesu obsahu vody, jako jsou ortodoxni semena ¢i pyl. Avsak i u takového rostlinného
materidlu je tfeba definovat obsah vody, ktery umoznuje jeho pteziti pii piisobeni ultranizkych
teplot.

Jedna z metod termické analyzy, diferen¢ni skenovaci kalorimetrie (DSC) méti zmény entalpie
(vnitini energie) pii zméné teploty, pricemz mutZe identifikovat ptitomnost a velikost fazovych
piechodt, charakterizované zménou mérné tepelné kapacity (mnozstvim energie potfebné pro
zvyseni teploty jednotky latky o jeden teplotni stupeti) ¢i uvolnénim/dodanim skupenského
tepla (energie spojena s fazovym prechodem). Pomoci této metody lze piesné stanovit chovani
biologickych materiali, a zejména vody v nich obsaZenych, pfi ptisobeni nizkych a ultranizkych
teplot. Lze zjistit, zda béhem poklesu chlazeni, popt. i pfi ohfevu, dochazi ke krystalizaci vody,
pii jaké teploté a v jakém objemu, popfipad¢ Ize identifikovat pfitomnost skelného piechodu
(Hammond et al. 2019).

Cilem této prace bylo, pomoci termické analyzy, identifikovat rozsah dehydratace pylu
bramboru a chmele, pii kterém jiz nedochdzi ke krystalizaci vody a umoznuje jeho bezpecné
uchovani pomoci metody kryoprezervace.

Material a Metody

Vzorky pylu byly odebrany z rostlin na pracovistich Vyzkumného Ustavu bramboraiského
Havli¢kiiv Brod, s.r.0. a Chmelafského institutu, s.r.o. v Zatci. U chmele byly odebrany samgéi
kvétenstvi z vybranych genotypli samcich rostlin chmele a u bramboru byly vybrany odridy
S riznou dobou kveteni a s riiznou vytéZnosti pylu. Ve Vyzkumném tustavu bramboraiském
Havli¢kiv Brod byly vybrany odridy Bohemia, Jasmina, Jindra, Magda, Nancy, Nautilus, Red
Anna a Vlasta, av Chmelaf'ském institutu Zatec dva genotypy chmele s oznacenim 15_1 a 86/4
pro testovani termickych vlastnosti pylu. Po dozrani prasnikd byly z matefskych rostlin
odebrany kvétenstvi a umistény v laboratornich podminkach. Po jejich zaschnuti v pribéhu 2-
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3 dni, doslo v piipad¢ chmele prakticky ke spontannimu uvoliiovani pylovych zrn. Naproti
tomu u bramboru byl pyl uvoliiovan poklepem jehlou na jednotlivé prasniky. Pyl byl nasledné
sesypan do plastovych zkumavek a ulozen v chladu (4 °C). Metoda diferencni skenovaci
kalorimetrie byla vyuzita ke stanoveni teploty fazovych pfechodti a hodnoty entalpie tani. Byl
pouzit diferenéni skenovaci kalorimetr Q2000 s RCS (TA Instruments, USA) v rozsahu -90 az
+20 °C, pii rychlosti chlazeni i ohifevu 10 °C/min., s vyuzitim hlinikovych, hermeticky
uzavienych, panvi¢ek. Pfi ohfevu byla stanovena teplota skelného prechodu, teplota tani
vyjadiena jako tzv. onset piku, mnozstvi skupenského tepla tani a vypocitano mnozstvi zmrzlé
vody ve vzorku, které bylo vyjadieno jako procentni podil z celkové hmotnosti vzorku. Celkovy
obsah vody ve vzorku byl stanoven gravimetricky z rozdilu ¢erstvé hmotnosti a hmotnosti
susiny po vysuseni vzorku do konstantni hmotnosti v horkovzdus$né susarné pii teploté 105 °C.

Vysledky a diskuze

Celkem byly odebrany dva genotypy chmele a osm genotypt bramboru, které byl odebrany az
ve tfech riiznych terminech (Tab. 1).

Tabulka 1. Vysledky termické analyzy u odebranych vzorkd pylu chmele a bramboru. Byla
stanovena teplota skelného ptrechodu (Tg), teplota tani (Tm) a podil krystalické faze v % Cerstvé
hmoty (krystalizace). Hodnoty jsou primérem tfi opakovani, chyba pfedstavuje standardni
chybu pruméru.

Plodina genotyp Tg chyba Tm chyba Kkrystalizace chyba
chmel 15 1 -34,1 0,42

chmel 86 4 -25,0 0,19

brambor Bohemia -28,9 0,34 3,8 1,55
brambor Bohemia Il -28,1 0,20 1,0 0,06
brambor Jasmina -28,0 0,82 1,7 0,24
brambor Jasmina II -28,8 0,27 1,2 0,13
brambor Jasmina III -49.3 1,05

brambor Jindra -65,9 0,25 -23,0 0,35 0,1 0,03
brambor Jindra Il -17,8 1,82

brambor Magda | -22,0 0,38 14,3 0,06
brambor Magda Il -26,0 1,01 7,9 0,45
brambor Nancy -66,4 0,16 -23,8 0,10 0,3 0,01
brambor Nancy Il -64,0 0,51

brambor Nautilus -5,2 0,88

brambor Red Anna -42,5 0,30

brambor Vlasta -27,8 0,35

brambor Vlasta Il -27,7 0,11 0,9 0,14

Porovnanim dosazenych vysledki termické analyzy s celkovym obsahem vody ve vzorcich
byla zjisténa zavislost métenych parametr na celkovém obsahu vody bez ohledu na genotyp
(Obr. 1). Hodnoty teplot skelného piechodu se pohybovali od -66,4 °C do -5,2 °C v oblasti
skelného stavu charakterizovaného obsahem vody od 0,28 do 0,1 g vody na g suSiny.
Endotermické efekty charakterizujici tani krystald, se pohybovaly v rozmezi teplot od -28,4 °C
do -21,4 °C v oblasti charakteristické vyskytem krystalll pti obsahu vody 0,27 az 0,59 g vody
na g susiny.

Podil krystalické vody klesal ve vzorcich pylu soucasné s poklesem celkového obsahu vody
(Obr. 2). Nejvyssi podil krystalické vody (14 %) byl zjistén u vzorku pylu odriidy bramboru
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Magda (Obr. 3) s obsahem vody 0,59 g vody na g susiny (Obr. 2) a klesal az na 0,9 % pii obsahu
vody 0,3 g vody na g suSiny (Obr. 2) u vzorku pylu odridy bramboru Vlasta (Obr. 4). Pti dal§im
poklesu obsahu vody na 0,27 az 0,28 g vody na g susiny byl zjistén velice nizky podil zmrzlé
vody 0,1 az 0,3 %, pfti souc¢asném vyskytu skelné¢ho prechodu (Obr. 4).

Z téchto vysledka vyplyva, Ze bezpecna oblast pro uchovani pylu bez poskozeni mrznouci
vodou je pii obsahu vody v pylu nizsi nez 0,27 g vody na g susiny (tj. 22 % vody v Cerstvé
hmot¢), pficemz prezentované vysledky toto prokazuji pii hodnotach nizsich nez 0,21 g vody
na g susiny (tj. 17 % vody v Cerstvé hmot¢) (Obr. 2) u odriady bramboru Jasmina (Obr. 6).
Nejnizsi hodnoty obsahu vody ve vzorcich byl zjistén u odridy bramboru Nautilus (Obr. 7) a
to 0,1 g vody na gram susiny (tj. méné nez 8 % vody v Cerstvé hmotg).

Vysledky prokazaly, ze se vzristajici dehydrataci pylu klesa riziko poskozeni vzork
krystalizaci ledu a zaroven stoupa bezpecna skladovaci teplota vzorkd az o desitky stupnii
Celsia, priCemz tato teplota musi byt vzdy niz8i nez teplota skelného prechodu
kryoprezervovaného materidlu. Zavislost mezi obsahem vody a termickymi charakteristikami
pylu se jevi nezavisld na genotypu, protoze zavislost téchto parametrti byla shodna u obou
hodnocenych plodin a vSech genotypt.
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Obrazek 1. Zavislost teploty skelného ptechodu (©) a teploty tani (mo) na celkovém obsahu
vody ve vzorcich pylu bramboru a chmele. Pii vy$§im obsahu vody V pylu byla zjisténa

ptitomnost zmrzlé vody (m) bez pfitomnosti skelného stavu (©). Pfi sttednim obsahu vody byla
zjiSténa ptitomnost skelného ptechodu (©) 1 velmi malého obsahu zmrzl¢ vody (D).
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Obrazek 2. Zavislost podilu krystalické vody v Cerstvé hmot¢ (mo) na celkovém obsahu vody
V pylu bramboru. Pti vy$§im obsahu vody v pylu byla zjisténa pfitomnost zmrzlé vody (m) bez
piitomnosti skelného stavu. Pfi stfednim obsahu vody byla zjisténa pfitomnost velmi malého
obsahu zmrzl¢ vody (O) pti soucasné ptitomnosti skelného piechodu.
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Obrazek 3. Termogram pylu bramboru odridy Magda. Standardni hodnoceni piku endotermy
(tani) pti ohfevu vzorku.
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Obrazek 4. Termogram pylu bramboru odridy Vlasta. Standardni hodnoceni piku endotermy
(tani) pii ohievu vzorku.
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Obrazek 5. Termogram pylu bramboru odriidy Nancy. Standardni hodnoceni piku endotermy
(tani) a skelného prechodu pii ohievu vzorku.
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Obrazek 6. Termogram pylu bramboru odriidy Jasmina. Standardni hodnoceni skelného
ptechodu pfii ohfevu vzorku.
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Obrazek 7. Termogram pylu bramboru odridy Nautilus. Standardni hodnoceni skelného
pfechodu pii ohfevu vzorku.
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Zavér

U celkem Sestnacti vzorkli pylu chmele a bramboru byla provedena termicka analyza s cilem
ovefit vhodnost hodnocenych vzorkti pro Kryoprezervaci z hlediska jejich hydratace. Byla
stanovena pritomnost a teplota skelného prechodu, teplota tani ledu a podil krystalické vody
(ledu) ve vzorcich. Tyto hodnoty byly porovnavany s celkovym obsahem vody ve vzorcich
pylu. Bylo potvrzeno, ze s poklesem obsahu vody dochazi také poklesu podilu zmrzlé vody ve
vzorcich. Pfi obsahu vody vyssi nez 0,3 g vody na g susiny vzdy dochézelo k tvorbé ledovych
krystal a nebyla zaroven detekovana piitomnost skelného ptechodu. Pii obsahu mezi 0,27 a
0,28 g vody na gram suSiny byla detekovana piitomnost velice malého podilu zmrzlé vody a
zaroven pritomnost skelného prechodu. Pti dalSim poklesu obsahu vody jiz nebyla detekovana
z4dna zmrzla voda, ale naopak byl vzdy prokazan skelny stav ve vzorcich pylu. Tato prace
prokézala, ze pro bezpecné skladovani pylu pomoci metody kryoprezervace musi byt obsah
vody niz8i nez 0,27 g vody na g suSiny (22 % vody v Cerstvé hmot€). SniZzeni obsahu vody
vedlo zaroven ke zvySeni teploty skelného ptechodu, coz ma pomérné velky prakticky dopad
pro vyuziti metody kryoprezervace pylu z divodu dosaZeni vyssi bezpecné skladovaci teploty

pylu.
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ODLISOVANIi ODRUD MAKU SETEHO (PAPAVER SOMNIFERUM L.)
S VYUZITIM METODY IRAP

Distinguishing poppy (Papaver somniferum L.) varieties
using the IRAP method

Horacdek J.1, Ludvikova M. 1, Rychla A.2

Y4gritec Plant Research, s.r.o., Sumperk
20SEVA vyvoj a vyzkum s.r.o., Opava

Abstrakt

Cilem prace bylo hodnoceni genetické diverzity ¢asti genovych zdroji maku setého (Papaver
somniferum L.) s vyuzitim metody IRAP. Vzorky listd byly odebirany na poli, po izolaci
genomové DNA byla provedena molekuldarni PCR analyza metodou IRAP. Kombinaci
vybranych primert IRAP se podafilo odliSit vSech 48 testovanych odriid maku.

Klic¢ova slova: Papaver somniferum L., diverzita, molekularni markery, IRAP

Abstract

The aim of the work was to evaluate the genetic diversity of part of the genetic resources of
poppy (Papaver somniferum L.) using the IRAP method. Leaf samples were taken directly in
the field, and molecular PCR analysis was performed after genomic DNA isolation. The
combination of selected IRAP primers succeeded in distinguishing all 48 tested poppy varieties.

Key words: Papaver somniferum L., diversity, molecular markers, IRAP

Uvod

vvvvvv

a urCujicim nositelem evropskych i svétovych cen semen maku. Pro efektivni vybér vhodnych
genotyptl jako vychozich genetickych zdroja pii Slechténi maku je ucelné zavést postupy
molekularni genetiky. V nasi praci jsme vychazeli z obsahlé kolekce genetickych zdroja (GZ)
maku z Narodniho programu konzervace a vyuzivani genetickych zdroji rostlin a
agrobiodiverzity. Ta zahrnuje jak materialy historické, tak moderni. Dostatecna diverzita je
dana pavodem vzorki (domaci, evropské a zahranicni), odliSnosti v kvalitativnim slozeni nebo
vyrazn¢ rozdilnou morfologii GZ. Pfednosti je jisté mnozstvi shromazdénych popisnych dat,
obsahujicich jak tidaje o biologickych vlastnostech, tak porovnani kvalitativnich parametrd,
pfipadné reakce materidlli na rizné druhy stresu. Jistym nedostatkem je nehomogennost
nejstarSich vzorkl, kterd vychazi historicky z technickych moznosti Slechtitelit a kuréatora
kolekce. S timto faktem je tfeba pocitat a v nasi praci jsme jej zohlednili. V pfipadé genomicky
malo prostudovanych organismil s minimem dostupnych sekvenci, jako je pravé i mék sety, je
dosud mozno vyuzit jen univerzalnich, sekvenéné nespecifickych technologii. Pro hodnoceni
genetické diverzity maku jsme se zamé&fili na vyvoj a vyuziti metody IRAP (Inter-Retroelement
Amplified Polymorphism). Ta funguje v ptfipadé vysoce abundantnich elementti, kdy je oblast
mezi dvéma elementy mozno amplifikovat pomoci PCR a detekovat ve form¢€ DNA fragmentt
(Kalendar et al., 2010). Metoda IRAP byla jiz v minulosti vyuzita pro studium biodiverzity a
fylogeneze u rodt Brassica (Tatout et al., 1999), Oryza (Iwamoto et al., 1999, Branco et al.,
2007), Spartina (Baumel et al., 2002) ¢i Pisum (Smykal, 2006). Pomoci metody IRAP byla také
uspésné zmapovana geneticka diverzita Inu setého (Linum usitatissimum L.) (Smykal et al.,
2011).
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Material a Metody

Vyvoj metody IRAP.

Pro vyvoj metody bylo pouzito 16 geograficky a pasportné vzdalenych odriid maku. Listy
mladych rostlin byly homogenizovany v kapalném dusiku a pomoci komeréni soupravy
(INVITEK) z nich byla izolovana genomova DNA. Pomoci sady 82 univerzalnich primert
(Kalendar et al., 1999), nasedajicich na konzervativni oblasti retrotranspozonovych elementd,
byl na tomto souboru sledovan polymorfismus amplifikovanych fragmenti DNA. Fragmenty
S nejveétsim stupném polymorfismu byly pomoci ClonelJet kitu (Fermentas, Litva) naklonovany
do bakterii E. coli kmene JM107 (Fermentas, Litva). Jednotlivé bakterialni kolonie byly
testovany metodou PCR. Vybrané kolonie obsahujici rizn¢ dlouhé klonované inzerty byly
pieockovany do tekutého LB média a po jejich namnozeni byla plazmidova DNA izolovana a
sekvenovana. Bylo ziskano celkem 66 sekvenci, ve kterych byly nasledné vyhledavany oblasti
LTR (Long Terminal Repeats). Na zaklad¢ ziskanych sekvenci bylo nové navrzeno 45 IRAP
primerd, ohranicujicich LTR oblasti retrotransposontt maku. Pomoci téchto noveé navrzenych
primerovych sekvenci byl cely soubor 16 vybranych odriid maku znovu analyzovan. Primery
byly testovany jednotlivé 1 v kombinacich. IRAP primery s nejvysSim stupném polymorfismu
byly déale vyuzity pfi hodnoceni genetické diverzity celé kolekce maku. Metoda byla
publikovana formou recenzovaného ¢lanku (Pavelkova et al. 2012) a dale formou certifikované
metodiky (Horacek, Pavelkova 2014).

Odlisovani odriad maku metodou IRAP

Cilem nasi prace byla molekularni charakterizace a hodnoceni genetické diverzity genovych
zdroji maku. Na poli byly odebrany vzorky listd 48 genotypt maku. Pro izolaci kvalitni
genomové DNA maku byly vyuzity Cerstvé, nepoSkozené a zdravé listy maku. Pti sbéru byly
vytvateny smésné (prumérné) vzorky, vzorek jedné polozky byl tvofen z listi 10 rGznych
rostlin, kdy z kazdé rostliny byl odebran jeden mlady zdravy list. Vzorky po sbéru byly ulozeny
do chladiciho boxu a po ptfevozu do laboratoie byly zamrazeny pii — 80C.

Genomova DNA pro molekularni analyzy byla izolovana pomoci komeréni soupravy
ISOLATE Il Plant DNA Kit (Bioline). Pro jednu izolaci bylo z kazdého listu jednoho genotypu
odebrano 10 mg, celkova navazka c¢inila 100 mg. Vzorky byly homogenizovany mechanicky
Vv mikrozkumavkach pomoci jednorazového plastového homogenizatoru. Izolovana DNA byla
uchovavana pii — 200C.

PCR probihala v termocykleru BIO-RAD C1000. Pro pfipravu reakéni smési byla pouzita
polymeraza Dream Taq DNA Polymerase SU/ul (Thermo Scientific), reakéni pufr 10x Dream
Taq Green Buffer (Thermo Scientific) a smés nukleotidi sSNTPs (Thermo Scientific). Primery
byly piipraveny na zakazku (Generi Biotech). Rozpis pro piipravu reakéni smési je uveden
Vv tabulce €. 1. Teplotni program PCR je uveden v tabulce €. 2. Po ukon¢eni PCR nasledovalo
elektroforetické déleni fragmentd na 1,5 % agarozovém gelu v TBE pufru. Barveni bylo
provedeno pomoci ethidiumbromidu.
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Tabulka 1: Piiprava reak¢ni smési (master-mixu)

Chemikalie 1 reakce 10 reakei 18 reakei 36 reakcei
sterilni H,0 9,6 ul 96 ul 173 pl 346 pl
10xPCR pufr 1,5u 15 ul 27 ul 54 ul
smés dNTPs (10 mM) 0,3 ul 3ul 54l 10,8 ul
primer 1 (5 mM) 0,15 ul 1,5 pl 2,7l 54
primer 2 (5mM) 0,15 ul 1,5l 2,7l 54
DNA polymeréaza (5 U/ul) 0,1 pl 1l 1,5l 3ul
Tabulka 2: Teplotni program PCR-IRAP
Krok Pocet cyklu Teplota Cas
Denaturace DNA 1x 95 °C 5 min
Denaturace DNA 95 °C 355
Nasednuti primert 35x 50 °C 45s
Elongace DNA 72 °C 180's
Elongace DNA 1x 72 °C 5 min

Pro vlastni molekularni analyzy IRAP bylo pouZzito 10 kombinaci primera. Sekvence primert
jsou uvedeny v tabulce ¢. 3. Genomova DNA kazdé polozky maku byla postupné analyzovana
vSemi deseti kombinacemi IRAP primeri. Byla provedena binarizace dat z analyz IRAP
(odecitani ptitomnosti prouzkli v elektroforeogramech. Hodnota 1 je pfifazovana, pokud je
prouzek pfitomen, hodnota 0 v ptfipad¢ absence). Seznam vyhodnocovanych prouzki je uveden

Vv tabulce €. 4. Binarizovana data byla zpracovana pomoci software SplitsTree.

Tabulka 3: Sekvence primeru IRAP pro PCR

Primer Sekvence

IRAP 3 CCGTCAAAATCCGAGTTT GTACG
IRAP 5 GATTCAGCGTCGTAGACGCACC
IRAP 9 ATA GAA GCC AGG TCAACCCGCAC
IRAP 16 GTA GCC ACCGTCGGC CAACTTCC
IRAP 18 GGATGC ATTTTG GGG AAAGCTA
IRAP 19 AGC TGAAAG TCCTGATTTCCCCT
IRAP 21 CCT GTAAAG AGC ACAAAGACGT
IRAP a5-2 CCA ACC ACT GCCGAATATCG
IRAP a5-5 CGC AGT GGC TAA GTG GGG AC
IRAP al4-4 ATG AGT GGA GCG ACCCTT CCA
IRAP d10-2 TGGTTT GTG ATA CAG ACT CACCT

Tabulka 4: Vyhodnocované fragmenty analyzy IRAP

Primer Velikosti fragmentt
IRAP 3 680bp

IRAP a5-2 550bp

IRAP a5-5 1170bp

IRAP al4-4 600bp

IRAP d10-2 1250bp

IRAP 18 550bp, 700bp, 1150bp
IRAP 3 + IRAP 9 1080bp

IRAP 5+ IRAP 9 1020bp, 1130bp
IRAP 16 + IRAP21 650bp

IRAP 19 + IRAP 21 800bp, 1060bp
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Vysledky a diskuze

Seznam testovanych odriid maku set¢ho je uveden v tabulce ¢. 4. Na zaklad¢ analyzy
binarizovanych dat byl vytvofen dendrogram genetickych vzdalenosti testovanych odrad.
Vsechny polozky z vybraného souboru odriid maku setého se podafilo jednoznac¢né odlisit.
Zajimavosti je seskupeni vysokomorfinovych odrid (¢. 15, 20, 32 a 42) — viz obrazek ¢. 2.

Obrazek 1: Priklad elektroforetického gelu analyzy markeru IRAP 3. Vyhodnocovan byl

prouzek o velikosti 680 bp.

OREEL

"L — 630bp

Tabulka 4: Seznam testovanych odriid maku setého

Cislo |Nazev Cislo | Nazev
1 Opal 25 |Lazur lhar
2 Uvalno 483/1 26 | Prejmer bily
3 Extaz 27 | Strube
4 Florian 28 | Hunbal 09/06
5 Orel 29 | Viktor 502
6 Skory sivy 30 | Major
7 Zehnalklv strakaty 31 | Akvarel
8 Hunzal 10/59 32 |Botond
9 Boehmuv bélosemenny 33 | Hen and Chickens
10 Pap.somn.var albiflora 34 | Ametiszt
11 Bily vanilkovy 35 |Gerlach
12 Lazur 36 |Cerveny Sitbofice
13 Hunpan 09/36 37 |Morfeus
14 Rusky obri 38 | Modry Valassko
15 Postomi 39 |Orbis
16 Rubin 40 | Orfeus
17 Cluj A 41 |Yonne
18 Maraton 42 |Buddha
19 Solivarsky 43 |Bergam
20 Tebona 44 | P360
21 Racek 45 | Stakonicky Cerveny
22 Redy 46 |Soma
23 Ruzbarsky 47 | Sarissky
24 Malsar 48 |Pap.somn z Laosu
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Obrazek 2: Dendrogram genetickych vzdalenosti odriid maku setého

Zavér
Metoda IRAP je dobfe vyuzitelnd pro hodnoceni genetické diverzity genomicky malo

prostudovanych organismut s minimem dostupnych sekvenci, jako je méak sety. Kombinaci 10
primert IRAP se podafilo odlisit vSech 48 testovanych odriid méaku setého.
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HODNOCENI GENETICKE DIVERZITY GENETICKYCH ZDROJU
HORCICE POMOCI MIKROSATELITOVYCH MARKERU

Evaluation of genetic diversity of mustard gene resources using
microsatellite markers

Jozova E., Curn V.
Zemédélskd fakulta JCU v Ceskych Budéjovicich

Abstrakt

Hof¢ice patii mezi vyznamné olejniny péstované v Ceské republice. Vyhledavana je nejen kvili
pestovani pro potravinaiské vyuziti, ale také jako dualezitd meziplodina pro zelené hnojeni.
Velkym problémem intenzivniho Slechténi je u vSech Slechténych plodin sniZovani genetické
diverzity. Nové odrady jsou Slechtény pouze na konkrétni vlastnosti, dochazi k zuzovani
genetické diverzity, problematickému odliSovani genotypti pouze na zakladé morfologickych
dat a i ke ztraté mnohych cennych genotypt. Molekularni markery mohou pomoci odlisit i
fenotypove podobné odridy a vybrat tak vhodné rodice ke kiizeni ¢i velmi odlisné odridy se
zajimavymi znaky. Jednim z velmi €asto pouZivanych markerii pro uc¢ely hodnoceni genetické
diverzity u rostliny jsou mikrosateliy. Tato metoda ma rozliSovaci schopnost nejen na trovni
druht, ale také na trovni jednotlivych odrtid. Cilem této studie bylo zhodnotit miru genetické
diverzity u 90 vybranych odrtd druha Sinapis alba, Brassica nigra a Brassica juncea pomoci
12 mikrosatelitovych markerti a rozlisit nejen jednotlivé druhy, ale zejména Slechtitelsky
material a odriidy hoi¢ic dostupné pro péstovani v Ceské republice.

Klic¢ova slova: Brassicaceae, molekularni markery, SSR, $lechténi

Abstract

Mustard is one of the important oilseeds grown in the Czech Republic. It is cultivated not only
for growing for food use, but also as an important intermediate crop for green manure. A major
problem in intensive breeding is the reduction of genetic diversity in all bred crops. New
varieties are selected only for specific characteristics and thus the problematic differentiation
genotypes only on the basis of morphological traits can occur as well as the loss of a valuable
gene pool. Molecular markers can help to distinguish phenotypically similar varieties and thus
select suitable parents for crossing or genetically distant varieties manifesting interesting traits.
Microsatellites are one of the most frequently used markers for the purpose of assessing genetic
diversity in plants. This method has a distinguishing ability not only at the level of species but
also at the level of individual varieties. The aim of this study was to evaluate the degree of
genetic diversity in 90 selected varieties of Sinapis alba, Brassica nigra and Brassica juncea
using 12 microsatellite markers and to distinguish not only individual species, but especially
mustard varieties available for cultivation in the Czech Republic.

Key words: Brassicaceae, molecular markers, SSR, breeding

Uvod

Hoi¢ice je druhou nejvyznamnéjsi brukvovitou olejninou péstovanou v Ceské republice.
Spole¢né s fepkou, slunec¢nici a makem patii k nosnym olejninam ceského zemédélstvi.
Nejcastéji péstovanou hoicici je v nasich podminkach hoicice bila (Sinapis alba L.), ktera patii
mezi tradiéni Ceské olejniny. Je Slechténa zejména k produkci semene vyuZzivaného pro
potravinarské vyuZiti na vyrobu hoi¢ic nebo jako kotfeni pii konzervaci zelenin (Baranyk,
2010). Déle je hot¢ice vyuZzivana jako meziplodina pro zelené hnojeni a na pici, pro zakladani
vymrzajiciho mulce pro vysev kukufice nebo slunecnice a také pro zelené hnojeni
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s antinematodnim ucinkem proti hadatku fepnému (SDO, 2020). Osevni plochy maji
V poslednich letech spiSe kolisajici charakter. Za poslednich 10 let byla nejvétsi osevni plocha
v roce 2009 srozlohou pies 40 tis. ha, nejnizsi hodnota byla zaznamenéna v roce 2017
srozlohou cca 10 tis. ha. V mensi mife se v Ceské republice jesté péstuje hoitice erna
(Brassica nigra L.) a hoi¢ice sarepska (Brassica juncea L.).

Ackoliv hotcice nedosahuje tak vyznamného pokryti osevnich ploch jako ostatni olejniny, je
tieba vénovat jejimu Slechténi pozornost i pro jeji Siroké vyuziti v zemédé€lstvi a potravinaistvi.
Pro tspésné vyslechténi novych odrid je tieba kiizit kvalitni rodice. Proto je tfeba znat jejich
vlastnosti, nejen morfologické ale i z hlediska genetiky. Molekularni markery mohou byt
vhodnym néstrojem, jak odhalit geneticky velmi podobné rodi¢e a zamezit tak zuzovani
genetické diverzity. Jednim z nejpouzivanéj$ich markert, které dokazi detekovat vzdalenost ¢i
podobnost na Grovni genotypu jsou mikrosatelity (Havlickova, 2014). Vyuziti mikrosateliti u
hot¢ic je vyhodné i1 kvili dobré znalosti celého genomu a velkému mnoZstvi znamych
specifickych SSR primerti pro rod Brassica (Curn et al., 2012), &i pouzZiti cross-species
mikrosatelitovych primert odvozenych napt. od druhu Arabidopsis (Bell a Ecker, 1994).
Cilem této studie bylo zjistit variabilitu v ramci Sirokého souboru odriid a Slechtitelskych
materiali vSech tfech druhd hofcic. Tento soubor reprezentuje materidly rdzného pivodu
Slechtitelského 1 geografického, odliSného stafi a ziskané vysledky mohou napomoci
Slechtitelim pii1 vybéru nejvzdalenéjSich genotypu jako vhodnych rodicti ve Slechtitelskych
programech hofi¢ic.

Material a metody

Pro hodnoceni genetické diverzity bylo celkem vybrano 90 genotypt hoicic, z toho 38 polozek
nalezelo druhu S. alba, 18 B. nigra a 34 B. juncea. Vsechny analyzované druhy zahrnuji jak
odridy, tak i Slechtitelsky material. Odrudy pochéazeji z n¢kolika zemi svéta. VSechny jsou
jarniho typu a rtiznych barev semene. Jsou zde obsazeny jak odridy star$i, tak i nové
registrované odridy. Material ve form& semen byl dopéstovan v substratu do velikosti
dé€loznich listkli vZdy minimélné€ 36 semen od jedné polozky. Délozni listky byly odebrany a
vysuseny Setrnym zptisobem v silicagelu. VysuSeny material byl zhomogenizovan pomoci
sklenénych kulicek a homogenizatoru. DNA byla extrahovana modifikovanou metodou CTAB

koncentrovana.

Soubor genotypti byl analyzovan pomoci mikrosatelitovych markert. Celkem bylo pouzito 12
mikrosatelitovych markert. V kazdé reakci byly pouzity vzdy tii primery, jeden univerzalni
znaceny primer (Ba08 6-FAM), forvard primer prodlouzeny o sekvenci zna¢eného primeru a
reverse primer. PCR reakce probihala v objemu 10 pl, v 1x reakénim pufru (75 mM Tris—HCI,
pH=8,8, 20 mM (NH4)2S04, 0,01% Tween 20, 2,5 mM MgCI2, 200 uM dNTPs), 10 pmol
kazdého primeru (tabulka 1), 0,5 U Taq Purple DNA polymerazy (PPP Master Mix, Top-Bio,
CZ), 2x BSA a 50 ng templatové DNA. Amplifikace probéhla na termocycleru Biometra
TProfessional pfi ndsledujicim teplotnim profilu: poc¢atecni denaturace 5 min pii 94°C, 31 cykli
v profilu 1 min 95°C, 1 min 52-59°C (dle pouzitého primeru), 1 min 72°C a kone¢na elongace
5 min 72°C.

Vysledky mikrosatelitové analyzy byly vyhodnocovany pomoci fragmentacni analyzy na
genetickém analyzatoru ABI 3500 (Applied Biosystems).

Vysledky a diskuze

Vysledky z PCR analyzy byly zobrazeny pomoci fragmenta¢ni analyzy, proto bylo potieba
pouzit znaceny primer. Pro minimalizaci nakladii byl pouZivan systém s jednim univerzalnim
zna¢enym primerem a modifikovanym forvard primerem (Rehner and Buckley, 2003) Celkem
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bylo pomoci sledovanych 12 mikrosatelitovych markert amplifikovano 98 alel. Pocty alel se u
jednotlivych markerti velmi liSily, pohybovaly se od 1 do 16. VSechny markery dokazaly
rozli$it vzorky na trovni druhové a celkem 11 z 12 pouzitych markert dokazalo vzorky rozlisit
i na urovni odridové. U vSech pouzitych markera vSak ne vzdy doslo k amplifikaci alel v ramci
druhti. Nejméné markert bylo ziskano u druhu Sinapis alba, coz by se dalo i o¢ekavat, jelikoz
pouzité primery byly navrzeny pro rod Brassica. Nizky poc¢et amplifikovanych alel znamena
ovSem i niz$i mnozstvi dat. VEtSi mnozstvi dat by se dalo ziskat pouzitim napi. AFLP nebo
ISSR markert, které nejsou oproti mikrosatelitim vazany na znalost genomu, ale jejich pouziti
je vice univerzalni. Tyto markery jiz byly vyuzivany v piedchozich studiich (Havlickova, 2014)
a prokazaly se jako vhodné nastroje pii hodnoceni genetické diverzity. Vysledky amplifikace

pro jednotlivé primery jsou uvedeny v Tabulce 1.

Tab. 1: Vysledky amplifikace pro vSechny pouZité mikrosatelitové primery

Primer Ta Amplifikace Polymorfismus pocet | velikost
alel (bp)
BJ BN SA druhovy | odridovy

BoREM1b 59°C A N A A A 7 173-190
BolAB19T 59°C A A N A A 6 313-318
F
BoPC34 59°C A A A A A 4 143-151
P381 52°C A N N A N 1 229
D3 52°C A A A A A 13 158-198
D11 52°C A N N A A 16 168-336
D12 52°C A N N A A 12 338-374
P17 52°C A A N A A 5 100-150
P7 52°C A A N A A 4 146-162
P9 52°C A A A A A 9 125-151
P30 56°C A A N A A 6 166-174
P35 52°C A N N A A 16 145-199
celkem 98

Na zaklad¢ vysledkl z fragmenta¢ni analyzy byla sestavena bindrni matice, kde nepiitomnost
produktu byla oznac¢ena jako “0” a pfitomnost fragmentu jako “1”. Takto sestavena matice byla
pievedena do programu MVSP, kde byla data vyhodnocena pomoci PCO analyzy (Obrazek 1)
a byla sestavena matice genetické podobnosti (Obrazek 2).
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Obr. 4: Vyhodnoceni binarni matice pomoci PCO analyzy

PCO case scores (Gower General Similarity Coefficient)

Na zakladé¢ vysledkl z PCO analyzy lze jednoznacné vidét rozdéleni analyzovanych vzorki do
tt1 velkych skupin, které zafazenim piesn¢ odpovidaji jednotlivym druhiim. Nejvice dochazi ke
shlukovani u druhu Sinapis alba (tmavé modra), to znamena, Ze variabilita u tohoto druhu neni
tak vysoka. Nemusi to byt ovSem zplsobené nizkou variabilitou odrtid, ale pravdépodobné
nedostate¢nym mnozstvim amplifikovanych fragmentd a tedy nizsi vypovidaci schopnosti. U
druhti Brassica juncea (svétle modra) a Brassica nigra (zelena) jiz dochazi k rozliSeni
jednotlivych odriid. Ceho si lze v grafu povdimnout jsou tfi odriidy zafazené mezi druhy
B.nigra, které se ovSem vice priblizuji druhu B. juncea. Podle informaci $lechtiteld mohou byt
praveé tyto odriidy problematické, jelikoz na poli se projevuji jako smés pravé téchto dvou
druhti. Jelikoz se analyzy provadi ze smésného vzorku nékolika semen od kazdé¢ odriidy, mohou
se pii analyze amplifikovat alely pro oba druhy. Pokud bychom chtéli dosahnout ¢istoty téchto
odrid, bylo by vhodné analyzovat pomoci téchto markerd kazdé semeno zvlast' a do dalSiho
Slechténi pouzit pouze pozadované vzorky.

Obr. 5: Znazornéni matice podobnosti analyzovanych odrid
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Stejné jako u PCO analyzy je rozdé€leni do tii skupin zfetelné 1 u matice podobnosti. Zde dochazi
k barevnému rozliSeni shody mezi odridami, kdy zelend jsou si velmi ptibuzné odridy a
cervend jsou naopak vzorky vzdalené. Horni ¢ast, tedy odriidy velmi podobné patii vSechny
mezi druh S.alba, stfedni ¢ast (pfevazné zlutd) jsou vzorky druhu B.nigra, mezi nimiz jsou i
cervené tadky, kterd oznaCuji pravé ty odriidy, které se vyskytuji mezi obéma druhy rodu
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Brassica. Tteti ¢ast matice podobnosti (pfevazné ¢ervené fadky) obsahuje pouze odridy druhu
B.juncea, tzn. tyto odridy jsou mezi sebou geneticky nejvice odlisné.

Nasledujici matice podobnosti (Obrazek 3-5) jsou detailnéjsi vysledky pro jednotlivé druhy
hoft¢ic.

Obr. 6: Matice podobnosti pouze pro Sinapis alba
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Matice podobnosti pro Sinapis alba zahrnuje celkem 38 poloZzek. Minimalni shoda mezi
polozkami byla 91,8%, a maximalni 100%. V tomto pfipadé nedoslo k vzajemnému odliSeni
vSech hodnocenych vzorkl. Tato vysoka podobnost je pravdépodobné zplisobena nizkym
poctem amplifikovanych alel. I pfesto jsou v matici vyraznéjsi dvé polozky, které nevykazuji
tak vysokou shodu vuci ostatnim odridam. Jedna se o odrady ¢.122 (47-635-YE 13) a ¢.141
(Octopus). Tyto dvé odriidy maji na rozdil od ostatnich odrtd druhu Sinapis alba ¢ernou barvu
semen, proto mohou byt nékteré alely vazany prave s timto znakem.

Obrdazek 7 Matice podobnosti pouze pro Brassica nigra

159 160 161 162 163 164 165 167 172 177 178 179 180 181 182 183 184 185

159 BN 1

160 BN 0,897 1

161 BN - 0,597 1

162 BN 0307 099 1

163 BN 0,897 0,938 0938 0948 1

164 BN 0907 0308 0348 0955 099 1

165 BN 0,897 0959 0897 0907 095 0,948 1

167 BN
172 BN
177 BN
178 BN
179 BN
180 BN

181 BN 0897 0318 0897 0907 0953 0348 1
182 BN 0,897 0959 0918 0928 0,959 0,969 0,938 1

183 BN | 08% 0897 087 087 098 0328 0938 0938 1

184 BN 0,907 0948 0928 0938 0,969 0,979 0,969 0,969 0,948 1

185 BN 0918 0338 0918 098 083 0969 0979 0359 0359 099 1

Na obrazku €. 4 je vypocet matice podobnosti pro druh Brassica nigra. Tato matice obsahuje
celkem 18 polozek tohoto druhu. Minimalni hodnota podobnosti je 78%, maximalni pak 99%.
Tzn., Ze pomoci mikrosatelitovych markeri doSlo k vzijemnému rozliSeni vSech
analyzovanych vzorkl. Nejvyraznéjsi v této matici jsou tfi polozky, €. 159 (Alsaska), ¢.167
(BRSCHW 22537) a €. 180 (RCAT 040347). Jsou to prave ty vzorky, které se ve vysledcich
PCO analyzy nachézeji mezi druhy Brassica nigra a Brassica juncea.
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Obr. 8: Matice podobnosti pouze pro Brassica juncea
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Posledni matice podobnosti byla vypoctena pro druh B. juncea. Celkem obsahuje porovnani
pro 34 polozek tohoto druhu. Maximalni shoda podobnosti 96% a minimalni 74%. Také u
tohoto druhu doslo k rozlisenich vSech hodnocenych vzorka. Nejzajimavéjsi odridy tohoto
hodnoceni jsou ¢. 193 (Gai-cai-tai), ¢. 196 (Hei-ye-mi-tou-gai), ¢. 241 (Mike Giant), ¢. 259
(Varuna) a €. 266 (Pusa Bahar). Tyto odridy vykazuji oproti ostatnim polozkam nizsi procento
podobnosti a miiZe to byt zptisobeno jejich pivodem. Odrady &. 193 a 196 pochazeji z Ciny,
odrtda €. 241 pochazi z Japonska a ¢. 259 a 266 jsou indické odrtudy.

Zavér

Do hodnoceni genetické variability bylo celkem zahrnuto 90 genotypi tfi druhli hoicic
péstovanych v Ceské republice. Celkem bylo pouZito 12 mikrosatelitovych primert, na zakladé
kterych bylo celkem amplifikovano 98 alel. Vysledky amplifikace byly zobrazeny pomoci
fragmentacni analyzy. Na zékladé¢ PCO analyzy doSlo jednozna¢nému rozliSeni jednotlivych
genotypi jak na druhové, tak 1 odriidové urovni. Diky provedenym analyzam mikrosatelitovych
markerti byly odhaleny i odriidy, které nejsou jednoznacné druhové zafazené, ve svém profilu
nesou markery typické pro dva druhy a pravdépodobné se jednd o ptimési. Tyto polozky budou
detailné studované jak z pohledu molekularnich, tak i morfologickych charakteristik. Pro druh
S.alba budou jesté pouzity dalsi molekularni markery tak, aby doslo ke zpfesnéni hodnoceni
genetické diverzity.

Opét se nam tedy potvrdilo, ze mikrosatelitové markery jsou vhodnym nastrojem nejen pro
urcovani genetické vzdalenosti v ramci druhii a odrid, ale mohou také slouzit pti kontrole
Cistoty osiva a revizi polozek zarazenych napi. v genovych bankach.
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VLIV POLYPLOIDIZACE NA OBSAH SILICE U TYMIANU
(THYMUS VULGARIS 'VARICO 3%

Influence of polyploidization on essential oil content of thyme
(Thymus vulgaris "Varico 3")

Kaffkova K.}, Navratilova B.2, Cavar Zeljkovi¢ S.1, Smékalova K., Pavela R.!

YWyzkumny vistav rostlinné vyroby, v.v.i.
2Univerzita Palackého v Olomouci

Abstrakt

Polyploidizace tymidnu 'Varico 3' méla vyznamngjsi vliv na obsah silice nez na jeji sloZeni.
V ptipadé klonu 15 mély tetraploidni subklony ve srovnani s diploidni kontrolou obsah silice
nizs$i. V piipadé klonu 8 nebyl ucinek tak jednoznacény, jeden tetraploidni subklon m¢l ve
srovnani s diploidni kontrolou obsah silice vyssi, zatimco dalSi ctyfi subklony niZsi. Pii
porovnani slozeni silice kontrolnich a tetraploidnich rostlin klonu 8 byl zjistén statisticky
vyznamny rozdil v obsahu thymolu, ale vliv sezény byl signifikantnéjsi nez vliv ploidity. U
diploidu a tetraploidii klonu 15 nebyl v obsahu thymolu zjistén zadny statisticky vyznamny
rozdil.

Klicova slova: polyploidizace, tymian, obsah silice, thymol, p-cymen

Abstract

Polyploidization of thyme "Varico 3' had more significant influence on content of essential oil
(EO) than its composition. In case of clone 15, tetraploid subclones had lower EO content in
compare with diploid control. In case of clone 8, effect was not that unambiguous, one subclone
had higher EO content, but other four had lower content compared to diploid control. When
comparing essential oil of diploid and tetraploid plants of clone 8, there was a statistically
significant difference in thymol content, but the effect of season was higher than the effect of
ploidity level. In case of clone 15, no statistically significant difference in thymol content was
found between diploid and tetraploid plants.

Keywords: polyploidization, thyme, essential oil content, thymol, para cymene

Uvod

Matefidouska (Thymus) je taxonomicky bohaty rod zc¢eledi Lamiaceae. Ekonomicky
nejvyznamngéj$im zastupcem tohoto rodu je tymian obecny (Thymus vulgaris), ktery je znamou
1é¢ivou a aromatickou rostlinou. Diky obsahu silice a flavonoidli méa vyrazné antioxidacni a
antimikrobidlni Gi¢inky (Almanea a kol., 2019), kterych se vyuziva v medicing (jak tradi¢ni, tak
moderni), farmaceutickém i potravinarském pramyslu (Nieto, 2017). Pouziva se jako
ochucovaci slozka (Stahl-Biskup a Saez, 2002), jako antioxidant (Jorge a kol., 2015), i pfi
vyrobé kosmetiky (Damianova a kol., 2008). Cela silice i majoritni slozka (thymol) se také
pouzivaji ve veterinarni medicing, napiiklad na 1éceni kokcidiozy u holubii (Arafa a kol., 2020).
Thymol ptiznivé ucinkuje také na mastitidu (Anderson a Rings, 2008) a slibné se zda jeho
vyuZiti proti parazitickym houbam rodu Nosema i pii 1écbé veel (Costa a kol., 2012). Dalsi
oblasti, kde je moZno tymiinovou silici nebo thymol vyuzit, je ochrana rostlin. Jejich
insekticidni ucinky byly uspésné testovany napf. proti skuidci Pochazia shantungensis, ktery
poskozuje mnoho ovocnych dievin (jablon€, broskve, borivky) (Park a kol., 2017). Ptirodni
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rostlinné silice jsou cennou komoditou, a proto jsou pro péstovani zadany genotypy s jejich
vysokym obsahem nebo urcitym slozenim. I Slechténi silicnatych rostlin je zamétfeno na
zlepseni jejich zadoucich vlastnosti, tedy bud’ zvyseni obsahu silice, nebo zménou jejiho slozeni
ve prospéch pozadované latky. Jednou z moznosti, jak tohoto cile dosdhnout, je polyploidizace,
tzn. navyseni poctu chromozomtl, které ma za nasledek zmény v enzymatické aktivité¢ a mtize
vést ke zvySeni produkce metabolitti (Yemets a Blume, 2008). Polyploidie uz byla Gspésné
uméle indukovana u mnoha ekonomicky dilezitych plodin a polyploidni rostliny lze vnimat
jako novy genotyp, ktery lze dale pouzit ve $lechtitelskych programech (Manzoor a kol., 2019).

O castém pouziti polyploidizace svéd¢i mnoho studii zabyvajicich se jejim vlivem na rdzné
druhy a jejich vlastnosti. Podle vysledkti se daji tyto studie rozd¢€lit do dvou skupin. Prvni
skupinu tvofi studie, v kterych polyploidizace pozitivné ovlivnila jak kvantitu, tak kvalitu silice.
Napft. Dijkstra a Speckmann (1980) prokazali, Ze polyploidizace v ptipadé¢ kminu kofenného
(Carum carvi) vedla ke zvySeni obsahu silice i jeho hlavni slozky — karvonu. Talebi a kol.
(2006) zaznamenali vysSi obsah silice 1 vyss$i obsah methylchavikolu u tetraploidnich rostlin
agastache anyzové (Agastage foeniculum). Druhou skupinu tvofi ptipady, kdy se tspésné
podafilo ovlivnit jen jeden z téchto znakl. Yavari a kol. (2005) testovali polyploidizaci na
véelniku moldavském (Dracocephalum moldavicum) a obsah silice se u tetraploidnich rostlin
zvysil o 27,5%, zatimco jeji sloZeni zlstalo podobné jako u diploidi. U fimbaby obecné
(Tanacetum parthenium) mély tetraploidni rostliny v porovnani s rodicovskymi diploidy také
vysSi obsah silice, ale sloZeni silice ziistalo podobné (Saharkhiz, 2006), zatimco kdyz Trojak-
Goluch a Skomra (2013) porovnavali mnozstvi a kvalitu silic diplo- a tetraploidnich rostlin
chmele otacivého (Humulus lupulus), zjistili, Zze ackoli obsah silic se polyploidizaci snizil, doslo
k vyraznému zvySeni podilu humulenu a limonenu.

V odborné literatufe uz byla publikovéana 1 uspé€snad polyploidizace matetfidousky, konkrétné
druhtt Thymus persicus (Tavan a kol., 2015) a T. vulgaris (Homaidan Shmeit a kol., 2020).
Protoze u T. persicus se ale jednalo o endemicky druh z Iranu, a vlastnosti tetraploidnich rostlin
tymianu obecného (T. vulgaris) byly testovany pouze pii jejich péstovani ve skleniku, tak
ovéfeni vlivu polyploidizace na ekonomicky vyznamném druhu, péstovaném v polnich
podminkach, stale chybéla. Z piredchozich experimentt (Pavela a kol., 2017) bylo zjiSténo, ze
v pudnich a klimatickych podminkach CR dosahuje dobrych vysledkit moderni §vycarska
odriida tymidnu obecného 'Varico 3', doporuc¢end pro péstovani ve stiredni Evropé (Carlen
a kol., 2010). Jako vychozi material byla tedy pro hodnoceni vlivu polyploidizace u tymianu, s
cilem ziskat jedince s vysokym obsahem silice i thymolu a vhodné k p&stovani v CR, pravé tato
odrtida zvolena.

Material a metody

Rostlinny material: Ze zakoupeného osiva tymianu obecného, odrudy 'Varico 3', bylo
odebrano 231 semen. Kli¢ivost osiva byla ale nizka a vykli¢ilo jen 47 semen (20,35 %),
vV semenaccich se navic vyskytovala vnitini kontaminace. Pro mikropropagaci byly vybrany
pouze vitalni semenacky (20 ks) a postupné byly ziskany soubory uniformnich in vitro
odvozenych klonti (1 semenaéek = 1 klon). Pro experimenty polyploidizace byly vybrany 2
nejlépe rostouci a mnozici se klony, tj. €. 8 a 15.

In vitro polyploidizace: Pomoci sulfonamidu oryzalinu byla provedena in vitro polyploidizace
nasledujicimi zplsoby:

1) metoda kultivace na médiu s oryzalinem

Nodalni segmenty pryti s 1 parem listl, kdy jeden list z paru byl odstranén, byly kultivovany
V Erlenmayerovych baiikéach (cca 15 segmentii v baiice) na pevném médiu MS doplnéném

64



OBSAH
Uroda 12/2020, védeckd pfiloha ¢asopisu

o0 oryzalin v koncentracich roztoku 0 (kontrola), 5 a 10 uM po dobu 14 dnti. Poté byly baze
odfezany, segmenty pfeneseny na kultivaéni médium a opakované pasazovany po 4 tydnech.

2) metoda preliti roztokem oryzalinu

Nodalni segmenty prytd s 1 parem listt, kdy jeden list z paru byl odstranén, byly pieneseny na
pevné médium MS v Erlenmayerovych bankach (cca 15 segmentd v bance) a prelity roztokem
oryzalinu (5, 10, 15 a 20 uM) po dobu 24 hodin, poté oplachnuty vodou a pieneseny na
kultiva¢ni médium, dale jako v metod¢ 1).

Kultivace a regenerace ovlivnénych rostlin: Zelené ovlivnéné segmenty byly kultivovany na
médiu v plastovych zkumavkach (1 segment/zkumavka) a umistény v kultivaéni mistnosti,
nekrotické segmenty byly postupné likvidovany. Kazdy pryt prortstajici z izlabniho pupenu
byl namnoZen a veden jako subklon. Ploidie kazdého subklonu byla zji§tovana flowcytometrem
Partec CyFlow ML (Partec GmbH, Miinster, Germany).

In vitro korenéni a aklimatizace: Rostliny dlouhé 4 -5 cm byly kultivovany v Erlenmayerovych
banikach na MS médiu bez hormonut. Rostliny jiz s kofinky byly pfed pifevodem piekryty
potravinarskou folii a po tydnu, po dikladném promyti kotinkt, byly pfesazeny do jiffy pott
(raSelinovych sadbovacll), umistény do plastového minipafenist¢ a do skleniku. Rostouci
subklony rostlin byly pfedany k vysazeni a dalSimu hodnoceni v polnich podminkéch.

Polni vysadba: Ziskané polyploidy a kontrolni diploidni rostliny byly v roce 2017 vysazeny na
pole. Rostliny byly vysazeny na netkanou textilii do parcelek se sponem 40 x 40 cm v poétu 15
rostlin od kazdého genotypu. Nésledné byla nainstalovana svrchni zavlaha a ochranna plastova
sit’ proti poskozeni rostlin ptactvem. Rostliny byly zavlazovany pouze v prvnim roce po
vysadb¢, pak byly, zavlaha i ochranna sit’, odstranény. V roce 2019 a 2020 bylo z kazdé
parcelky v obdobi pIného kveteni odebrano cca 500 g Cerstvé naté, ktera byla nasledné ususena
ve skiinové susicce pii teploté do 35 °C. Po ususeni byly vzorky skladovany ve tmé¢, suchu a
laboratorni teploté az do stanoveni obsahu silice.

Stanoveni obsahu silice: Bylo navdzeno 30g usuSené naté vzorkii kazdého tetraploidniho
subklonu i obou diploidnich kontrol a nasledné byl stanoven obsah silice pomoci destilace
vodni parou. Obsah silice byl u vSech analyzovanych vzorka odecitan po 1,5 hodin¢, kazdy
vzorek byl analyzovan duplicitn€. Vzorky silice byly pfevedeny do vialek a skladovany pii 4°C
do dalsi analyzy.

Hodnoceni kvality silice: Z kazdého vzorku silice bylo odebrano 10 pl, které byly nasledné
rozpu$tény v 1 ml n-hexanu s obsahem 0,01 % n-tridecanu jako interniho standardu. Takto
pfipravené vzorky byly ihned analyzovany pomoci GC-MS. Stanoveni obsahu silice, stejné
jako hodnoceni jeji kvality a identifikace jednotlivych slozek, byly provedeny podle Cavar
Zeljkovi¢ a kol. (2020).

Vysledky a diskuze

U obou klonti (€. 8 a 15) byla vyrazn¢ efektivnéjsi metoda polyploidizace 1 (kultivace nodalnich
segmentl na médiu). U klonu €. 15 dochézelo pii pouZiti metody 2 (pfeliti roztokem oryzalinu)
k nekrotizaci pletiv, u klonu ¢. 8 byl u této metody pocet nové ziskanych rostlin ve srovnani
s metodou 1 (kultivace na médiu s oryzalinem) vice nez 2x niz$i. Celkem se obéma metodami
podatilo dopéstovat 7 subklonti klonu ¢. 8 a 3 subklony klonu €. 15.

Obsah silice byl v letech 2019 a 2020 stanoven v rozmezi 0,36 — 2,43 % (Tab 1). V roce 2019
mél nejnizsi primérny obsah tetraploidni subklon €. 15/21 (0,47 %) a nejvyssi primérny obsah
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tetraploidni subklon ¢. 8/32 (2,34 %). V roce 2020 byl obsah silice celkové nizsi, nejnizsi
pramérny obsah byl zjistén u tetraploidniho subklonu ¢. 15/19 (0,67 %) a nejvyssi
u tetraploidniho subklonu ¢. 8/32 (2,06 %) (Graf 1).

Klon €. 8 mél v porovnani s klonem €. 15 celkové vyssi obsah silice, byl prokazan statisticky
vyznamny rozdil na hlading€ vyznamnosti p < 0,01. U vsech tetraploidnich subklonti klonu ¢. 15
byl v porovnani s diploidni kontrolou zjistén statisticky prikazné (p < 0,01) nizsi obsah silic,
v roce 2019 byl tento pokles v rozmezi 45 — 60 %, v roce 2020 pak 30 — 50 %. U klonu ¢. 8 byl
také zjistén statisticky vyznamny rozdil (p < 0,01), ale zména nebyla tak jednoznacna jako u
klonu ¢. 15. Dva tetraploidni subklony (¢. 8/9 a 8/26) mély obsah silice podobny diploidni
kontrole, zatimco jeden subklon (8/32) mél obsah silice 0 4 az 5 % vys$i a u ¢tyt subklont (8/7,
8/11,8/27 a 8/29) byl zaznamenan obsah silice nizsi. Nejhlubsi propad byl v obou letech u
subklonu ¢. 8/29 (v2019 0 30 % a v roce 2020 0 43 % v porovnani s kontrolou) (Tab 1). Pavela
a kol. (2017) uvadi obsah silice u kultivaru 'Varico 3', péstovaného v podminkach CR, piiblizné
3% — u obou diploidnich klont z této studie byl obsah silice nizsi. Kolisani obsahu silice
Vv riznych sezonach je vSak vlivem mnoha faktora (napf. teplot) obvyklé (Seidler-Lozykowska,
2007).

Tab. 1: Obsah silice [%] u diploidnich (2n) a tetraploidnich (4n) subkloni tymianu
obecného 'Varico 3' v letech 2019 a 2020

Vzorek 2019 2020
2n 8 kontrola 2,25 2,06 1,87 1,90
4n 8/7 2,07 2,05 1,88 1,60
4n 8/9 2,17 2,15 1,70 2,11
4n 8/11 1,40 1,61 1,76 1,96
4n 8/26 2,27 2,10 1,63 2,30
4n 8/27 1,63 1,60 1,83 1,49
4n 8/29 1,50 1,48 1,78 0,36
4n 8/32 2,43 2,24 2,12 2,00
2n 15 kontrola 1,15 1,23 1,45 1,51
4n 15/18 0,68 0,63 1,15 0,78
4n 15/19 0,46 0,56 0,73 0,61
4n 15/21 0,46 0,47 1,14 0,91
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Graf 1: Primérny obsah silice [%] u diploidnich (2n) a tetraploidnich (4n) subkloni
tymianu obecného 'Varico 3' v letech 2019 a 2020
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Pti hodnoceni kvality silice bylo celkové identifikovano 29 slozek, které tvotily témet 99 %
silice. Majoritni slozkou vSech vzorki byl zjistén thymol (49,09 — 65,13 %) a p-cymen (10,41
— 28,10 %) (Tab 2).

Priimérny obsah thymolu byl v silici obou diploidnich subklont (¢. 8 a 15) velmi podobny
prumérny obsah thymolu tetraploidni subklon ¢. 15/18 (52,4 %) a nejvyssi pramérny obsah
¢. 8/11 (64,9 %). V roce 2020 m¢l nejnizsi primérny obsah tetraploidni subklon ¢. 8/27
(51,2 %) a nejvyssi €. 8/11 (61,6 %). Pii porovnani silic kontrolnich a tetraploidnich rostlin
Klonu ¢. 8 byl zjistén statisticky vyznamny rozdil (p < 0,01) v obsahu thymolu, avSak jesté
vyssi, nez vliv ploidity, byl zjistén vliv sezony. Mezi diploidnim a tetraploidnimi subklony
klonu ¢. 15, nebyl v obsahu thymolu zji$tén Zadny statisticky vyznamny rozdil (»p > 0,05).

Primérny obsah p-cymenu byl u diploidni kontroly klonu ¢. 15 vyssi (16,9 — 24,5 %) nez
u diploidni kontroly klonu €. 8 (13,5 — 16,5 %), a stejny trend byl pozorovan i u jejich
teraploidnich subklonu (16,5 — 27,1 % u €. 15 oproti 10,4 — 18,8 % u ¢. 8). U klonu €. 15 nebyl
mezi diploidni kontrolou a tetraploidnimi subklony zjistén v obsahu p-cymenu Zadny statisticky
vyznamny rozdil, zatimco u klonu ¢. 8 ano (p < 0,01) — vliv ploidity byl v8ak i v tomto ptipadé
mensi, nez vliv sezony. Zjisténé udaje potvrdily, Ze polyploidizace ne vzdy nutné vede u sloZeni
silice ke zménam, coz doklada i studie Wohlmuth a kol. (2006), kde se silice tetraploidnich
rostlin zazvoru lékaiského (Zingiber officinale) oproti diploidnimu kultivaru 'Queensland’,
ze kterého byly odvozeny, také nezménila.
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Tab 2: SlozZeni silice diploidnich (2n) a tetraploidnich (4n) subklont tymianu obecného
'Varico 3' v letech 2019 a 2020 — obsah thymolu a p-cymenu

Thymol [%] Cymene<para->[%]
Vzorek 2019 2020 2019 2020
2n 8 kontrola 62,15 60,29 | 50,24 55,48 |16,52 16,55|14,27 12,71
4n 8/7 57,49 57,36 56,10 56,74|19,11 18,39|12,63 11,38
4n 8/9 56,06 57,79 51,66 57,08|18,28 17,84|15,37 13,21
4n 8/11 64,75 65,13/61,99 61,11|12,35 13,32|10,46 10,41
4n 8/26 59,90 51,64 54,52 55,29|13,75 15,12|13,85 14,08
4n 8/27 58,56 57,98 53,24 49,09|16,81 16,25|16,80 18,44
4n 8/29 59,51 56,15 55,03 54,05|17,40 18,86|16,11 16,15
4n 8/32 58,37 58,38 54,33 55,10|17,57 17,45|14,91 12,59
2n 15 kontrola 55,24 59,05|51,15 58,55|26,12 22,79 /18,31 15,51
4n 15/18 51,81 53,08 57,11 56,04|28,10 26,00|16,44 16,53
4n 15/19 56,35 56,53 52,08 50,52|22,82 21,64|19,13 20,09
4n 15/21 55,83 57,95|53,46 57,47 |25,99 23,80|18,54 16,03

Graf 2: Primérny obsah [%] thymolu u diploidnich (2n) a tetraploidnich (4n) subkloni
tymianu obecného 'Varico 3' v letech 2019 a 2020
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Zavér

Polyploidizace méla u tymianu obecného, odridy 'Varico 3' vétsi vliv na obsah silice, nez na
jeji kvalitu, tedy obsah thymolu. Klony €. 8 a 15 nereagovaly na navySeni po¢tu chromozomu
stejné. Zatimco u vSech tetraploidnich subklonti klonu ¢. 15 doSlo v porovnani s diploidni
kontrolou k poklesu obsahu silice, u klonu ¢. 8 reagovaly stejnym zplisobem jen nékteré
subklony. U jednoho z tetraploidniho subkloni klonu ¢. 8 se vSak obsah silice vlivem
polyploidizace dokonce zvysil. Pfi porovnani kvality silice diplo- a tetraploidnich rostlin klonu
¢. 8 byl zjistén statisticky vysoce prukazny rozdil (p < 0,01) v obsahu thymolu, ale vliv sezony

68



OBSAH
Uroda 12/2020, védeckd pfiloha ¢asopisu

byl i tak vyssi, nez vliv ploidity. U diplo- a tetraploidnich subklonii klonu €. 15 nebyl v obsahu
thymolu zjistén statisticky prikazny rozdil zadny.
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POROVNANI VYKONNOSTI CESKE ODRUDY VOJTESKY SETE
NIVA S NEKTERYMI FRANCOUZSKYMI ODRUDAMI

Comparison of yields of Czech alfalfa variety Niva with some French
varieties

Knotova D.!, Pelikan J.2

YZemédeélsky vyzkum, spol. s r.o.
2Vyzkumny vistav picnindisky, spol. s r.o.

Abstrakt

V letech 2019-2020 byly v polnich podminkach hodnoceny vynosové charakteristiky ¢eské
odriidy a ne€kterych francouzskych odrtid vojtésky seté. V uzitkovych letech byly provadény na
porostech vazené sece. Mezi odriidami byly zjiStény statisticky prikazné rozdily v prvnim
uzitkovém roce (2019). Ve druhém uzitkovém (2020) roce statisticky prukazné rozdily zjiStény
nebyly.

Kliova slova: vojtéska setd, vynosy, ¢eské odridy, francouzské odridy

Abstract

In the years 2019-2020 the yield characteristics of Czech and French varieties of alfalfa were
evaluated in field conditions. In the utility years the yields of green mass and the hay were
weighed in the individually cuts. There were statistically significant differences between the
varieties in the first crop year (2019). No statistically significant differences were found in the
second year (2020).

Key words: alfalfa, yields, Czech varieties, French varieties

Uvod

Vojtéska seta patii mezi nejstarSi picniny na svété. Pochazi ze Stiedni Asie odkud se jeji
péstovani postupné rozsitilo do dalsich zemi (Summers a Putnam, 2008). Na tizemi Ceské
republiky se dostala v 17. stoleti, ale k rozvoji péstovani dochazi az ve 20. stoleti (Velich,
1991). Vojtéska seta je stéZejni picninou v kukuii¢ném vyrobnim typu pfevazné v oblasti Jizni
Moravy (Santrii¢ek a kol., 2001). Optimalni teplota pro intenzivni rist je v nasich podminkach
25-30 °C, niZsi teploty nejsou pro jeji pestovani limitujicim faktorem, ale projevi se na nizSich
vynosech (Velich, 1991). Dalsim ekologickym faktorem pro jeji dobry rist jsou padni
charakteristiky. Kofeny se nejlépe vyvijeji na hlubokych a kyprych ptdach a nesnasi nadmérné
zamokteni (Santri¢ek a Svobodova, 1998). Vynosova uroven registrovanych odrid je
vSeobecné vysoka, k poklesim v praxi dochazi diky sniZovani vstupii do pidy, to mize byt
diivodem az o 10 % nizsich vynost (Fadmy, Holubai a Riha, 1998). Obecné se produkce a
vytrvalost také sniZzuje se vzristajicim poétem seéi, ale vzrista kvalita pice (Rimovsky, 1988).
Vojteska seta se prevazné vyuziva na zelené krmeni, vyrobu sena, sildze, sendze a krmnych
moucek. Zkousi se také jako zdroj bilkovin na vyrobu bilkovinnych extraktl pro potravinaiské
vyuziti (Hojilla-Evangelista et al., 2016).

Material a metody

V roce 2018 byl zaloZen polni pokus s osmi francouzskymi odriidami vojtésky seté (Milky
Max, Dorine, Luzelle, Galaxie, Sanditi, Mezzo, Timballe a Flamande) pro srovnani jejich
vykonnosti s ¢eskou odriidou Niva. Pokus byl zaloZen metodou zndhodnénych blokt ve tfech
opakovanich pfi velikosti parcel 10 m? na lokalité Troubsko. Pokusna lokalita Troubsko se
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nachazi v fepatské vyrobni oblasti. Plida v misté pokust je klasifikovana jako luvizem modalni,
zrnitostnim sloZenim hlinitd az jilovitohlinitd s piidni reakci neutralni. Dlouhodoby primeér
ro¢niho thrnu srazek (1990-2019) je 500,9 mm, z toho ve vegetaénim obdobi (bfezen — fijen)
394,8 mm, dlouhodoba primérna ro¢ni teplota 9,5 °C, ve vegetatnim obdobi (bfezen — fijen)
13,79 °C. Primérna zasoba P stiedni, zasoba K dobra, zdsoba Mg vysoka, dlouhodoby obsah
humusu 1,61 % tzn. obsah nizky, ptdy jsou tedy mirn¢ humozni.

Hodnoceni vynosi zelené hmoty a sena se uskutecnilo v letech 2019 a 2020. Vysledky byly
zpracovany metodou analyzy rozptylu uzitim statistického softwaru Statistica 12 a naslednym
testovanim statistické vyznamnosti rozdila sttednich hodnot pomoci Tukeyova testu na hladin¢
vyznamnosti o = 0,05.

Vegetacni rok 2019 byl teplotné¢ nadnormalni a srazkové podnormélni. Rychly nastup jara a
dostatecna vlhkost ptidy pusobily ptiznive pro rychly vyvoj rostlin. V kvétnu byl zaznamenan
vysoky uhrn srazek (78,1 mm = 141,23 % dlouhodobého normalu). Ostatni mésice béhem
vegetacniho obdobi byly mirn€ pod normélem, ale produkce biomasy vojtésky byla pozitivné
ovlivnéna pravidelnym rozlozenim srazek. Vyssi srazkovy thrn oproti dlouhodobému normalu
byl dale zaznamenan v mésici zafi, listopad a prosinec. V roce 2019 bylo provedeno pét
vazenych seci.

Graf 1: Klimadiagram 2019, lokalita Troubsko
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Graf 2: Klimadiagram 2020, lokalita Troubsko

Klimadiagram, lokalita Troubsko 2020
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Vegetacni rok 2020 lze charakterizovat jako mirné teplotné¢ nadnormalni. Jak ukazuje graf 2,
mésicni thrny srazek byly v mésicich leden, bfezen, duben a cervenec pod dlouhodobym
normalem, zatimco v mésicich tnor, kvéten a ¢erven nad dlouhodobym normalem. Zima byla
velmi mirna a snéhova pokryvka se vyskytovala jen ojedinéle, coZ je na klimatické podminky
netypické této lokality netypické. V mésici leden byla nesouvisld snéhova pokryvka pouze 5
dni a v mésici tnoru nasnézilo 1 cm snéhu ve dvou dnech. Pocatek vegetace byl ovlivnén
nedostatkem srazek coZ se mohlo projevit na nizsi rychlosti rlstu rostlin v prvni seci, nebot
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prvni vétsi dést’ prisel az témer pred seCi ve druhé poloviné kvétna. V pribehu jara nebylo
zaznamenano poskozeni porostu mrazem, nebot’ teploty témet neklesly do zdpornych hodnot.
V roce 2020 byly provedeny c¢tyii vazené sece.

Vysledky

V 1. seCi prvniho uzitkového roku (2019) se primérné vynosy zelené hmoty souboru
pohybovaly od 33,20 do 43,82 t.ha’l, ve druhém uzitkovém roce (2020) od 27,24 do 32,07 t.ha
! (tab.1). V obou letech byl zaznamenan nejvyssi vynos u doméaci odriidy Niva. Tato odriida
V prvnim uzitkovém roce statisticky prukazné¢ piekonala ostatni zkousené odridy. Ve druhém
roce nebyl mezi zkouSenymi odriidami zjistén statisticky rozdil. V celkové ro¢ni produkci
zelené hmoty se v roce 2019 pohybovaly primérné vynosy od 91,95 do 106,27 t.hat, v roce
2020 pak od 70,93 do 78,08 t.hal. Vroce 2019 byla nejvyssi produkce dosazena ¢eskou
odriidou Niva, ktera statisticky prukazné ptfekonala pouze odridu Milky Max. Ve druhém
uzitkovém roce byl dosazen nejvyssi vynos sena odridou Flamande, odriida Niva se umistila
na druhém misté a mezi vSemi zkousenymi odriidami nebyl zjiStén statisticky prikazny rozdil.

Tab. 1: Priimérné vynosy zelené hmoty v t.has vyznacenim statistické pritkaznosti
Tukey HSD testem (P<0,05)

2019 2020
1. se¢ celkem 1. se¢ celkem
tha! | % K |Pot.| tha? %K |Pot.| thal | % K |Pof.| thal | % K |Pot.

Niva 43,822 | 100,0 | 1 | 106,27% | 100,0 | 1 |32,07*| 100,0 | 1 |77,73%| 100,0 | 2
Milky Max | 36,65° | 83,6 | 7 91,95° | 86,5 9 |28,68*| 894 | 7 |73,13%| 94,1 6
Dorine 36,07°| 82,3 | 8 | 97,02® | 91,3 7 |2857*| 89,1 | 8 |71,63*| 92,2 8
Luzelle 3320°| 758 | 9 | 93,42® | 87,9 8 |27,24*| 850 | 9 |70,93*| 91,3 9
Galaxie 37,00 | 84,4 | 6 | 98,79® | 93,0 6 [30,23*| 943 | 6 |7255%| 93,3 7
Sanditi 38,46° | 87,8 | 3 |101,01®| 951 4 13023 943 | 5 |7561*| 97,3 4
Mezzo 38,25° | 87,3 | 4 |101,82®| 958 2 |31,79*| 99,1 | 2 |7566%| 97,3 3
Timballe 38,93" | 88,8 | 2 |101,66®| 957 3 |30,49*| 951 | 4 |7357%| 94,7 5
Flamande | 37,64°| 859 | 5 | 98,91® | 931 5 |31,40*| 979 | 3 |78,08%| 1004 | 1
Dr (0,05) 4,09 13,30 5,57 12,95
Dr (0,01) 6,08 16,43 8,26 19,22

Priimérné vynosy sena se v 1. se¢i prvniho uZitkového roku pohybovaly od 6,02 do 7,50 t.ha™,
ve druhém uzitkovém roce od 5,87 do 6,99 tha™. V prvnim roce byl zaznamenan nejvyssi
prumérny vynos u francouzské odriady Mezzo, kterd statisticky prikazné prekonala odridy
Luzelle a Galaxie. Mezi vynosy ostatnich odrad, vCetné¢ odridy Niva, nebyl zjiStén statisticky
pritkkazny rozdil. V roce 2020 byl nejvyssi vynos v prvni se€i zjiStén u odriidy Timbale a mezi
zkouSenymi odriidami nebyl zjistén statisticky prikazny rozdil. V celkové ro¢ni produkci sena
se v roce 2019 pohybovaly priimérné vynosy od 19,83 do 22,50 t.ha, v roce 2020 pak od 14,57
do 16,51 t.ha*. V roce 2019 byla nejvyssi produkce dosazena odriidou Sanditi, ktera prekonala
odridu Niva o 13,5 %. Ptesto, ze se odriida Niva v tomto roce umistila na poslednim mist¢,
nebyl mezi vynosy zkouSenych odrid zjistén statisticky prikazny rozdil. V celkové produkci
sena v roce 2020 byl dosaZen nejvysSi vynos odriidou Flamande, néasledovéna odrtidami
Timbale a Niva. Také v tomto roce nebyl mezi zkouSenymi odriidami zjistén statisticky
prikazny rozdil.
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Tab.2: Priimérné vynosy sena v t.ha's vyznacenim statistické prikaznosti Tukey HSD
testem (P<0,05)

2019 2020
1. se¢ celkem 1. se¢ celkem
tha! | % K |Pof.| tha! | %K |Potf. |tha'| %K |Pot | tha' % K Pof.

Niva 7,12%*¢|100,0| 4 |19,83*| 100,0 | 9 |6,39*| 100,0 7 |15,95*| 100,0 3
Milky Max | 7,24® | 101,7| 3 |20,63*| 1040 | 5 |6,45%| 100,9 5 |15,61° 97,9 4
Dorine 6,32%¢| 88,8 | 7 |20,19*| 101,8 | 7 |5,87*| 91,9 9 |14,57° 91,4 9
Luzelle 6,02 | 846 | 9 |20,25*| 102,1 | 6 |5,89%| 92,2 8 |14,82? 92,9 7
Galaxie 6,27 | 88,1 | 8 |21,12%| 106,5 | 4 |6,71*| 105,0 3 |15,38° 96,4 6
Sanditi 7,40* | 103,9| 2 |22,50*| 1135 | 1 |6,41*| 100,3 6 |15,59° 97,7 5
Mezzo 7,50 |105,3| 1 |22,25*| 112,2 | 2 |6,67%| 104,55 4 |14,75* 92,5 8
Timballe 6,66 | 935 | 5 |21,41*| 108,0 | 3 |6,99%| 109,5 1 |16,48*| 103,3 2
Flamande 6,33 | 889 | 6 |19,93*| 1005 | 8 |6,91*| 1081 2 |16,51*| 1035 1
Dr (0,05) 1,18 3,12 1,18 2,82
Dt (0,01) 1,75 4,63 1,75 4,18

Zavér

Zahrani¢ni odrady jsou jednim ze zdroji vychoziho materidlu pii Slechténi vojtésky seté.
Z tohoto dtivodu je jejich zkouseni jak z hlediska tvorby biomasy, tak i faktort spoluptisobicich
pti jeji tvorbé velice dulezité. Ve svéte je této problematice vénovana mimotadna pozornost.
Problematika je feSena na pracovisti Vyzkumny tstav picninafsky v Troubsku vice jak 60 roka
a vysledky jsou priabézné publikovany.

Dosazené vysledky ukazuji na velmi dobrou vynosovou troven francouzskych odriid v nasich
podminkach. VSeobecné nejlepsich vysledk ve vynosech sena doséhla v prvnim uzitkovém
roce odruda Sanditi, ve druhém uzitkovém roce byla jak ve vynosech zelené hmoty, tak sena
nejlepsi odrtida Flamande. Ceské odriida Niva poskytla nejvyss§i vynos zelené hmoty v prvnim
uzitkovém roce a ve druhém uzitkovém roce stidla ve vynosech zelené hmoty hned za
francouzskou odriidou Flamande.
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POROVNANI VYKONNOSTI NEKTERYCH EVROPSKYCH ODRUD
VOJTESKY SETE S CESKOU ODRUDOU TEREZA

Comparison of yields of some European varieties of alfalfa
with Czech variety Tereza

Knotova D.!, Pelikan J.2

YZemédeélsky vyzkum, spol. s r.o.
2Vyzkumny vistav picnindisky, spol. s r.o.
Abstrakt

V letech 2019-2020 byly v polnich podminkach hodnoceny vynosové charakteristiky ¢eské
odridy Tereza a nékterych evropskych odrid vojtésky seté. V uzitkovych letech byly
provadény na porostech vazené sece. Mezi odridami byly zjistény statisticky prikazné rozdily
V prvnim i druhém uZitkovém roce.

Kliova slova: vojtéska setd, vynosy, ¢eské odridy, evropské odrady

Abstract

In the years 2019-2020, the yield characteristics of the Czech variety Tereza and some European
varieties of alfalfa were evaluated in field conditions. In years 2019 and 2020 the yields of green
matter and hay were evaluated. There were statistically significant differences between the
varieties in the first and second year of use.

Key words: alfalfa, yields, Czech varieties, European varieties

Uvod

vvvvvv

a sena, ale také pro vysokou nutri¢ni hodnotu ve vyziveé prezvykavci. Hodnota vynost zavisi
na genotypu odrtid, ekologickych podminkach a biologickych faktorech. Odridy, které jsou
vySlechtény pro konkrétni ekologické podminky, déavaji na téchto lokalitdch vysSi vynosy
(Julier, 1996). Odrtdy, ze vzdalenych regionii jsou méné¢ adaptovatelné a dosahuji nizsich
vynost (Kati¢ et al., 2004). Vynos pice je ovlivilovan nejenom agrotechnickymi zasahy a
ekologickymi podminkami, ale zdvisi také na biologickych vlastnostech a morfologickych
charakteristikach odrtid (Vagnerova, 1972).

Material a metody

V roce 2018 byl zalozen polni pokus s Sesti evropskymi odriadami vojtésky seté (Creno, K22,
K28, Banat VS, Lesina a SW Nexus) pro srovnani jejich vykonnosti s ¢eskou odriidou Tereza.
Pokus byl zaloZzen metodou znahodnénych blokt ve tfech opakovanich pti velikosti parcel 10
m? v lokalité Troubsko. Pokusna lokalita Troubsko se nachazi v fepaiské vyrobni oblasti. Ptida
Vv mist¢ pokust je klasifikovana jako luvizem modalni, zrnitostnim slozenim hlinita az
jilovitohlinita s pudni reakci neutralni. Dlouhodoby primér ro¢niho thrnu srazek (1990-2019)
je 500,9 mm, z toho ve vegetaénim obdobi (biezen — fijen) 394,8 mm, dlouhodoba primérna
ro¢ni teplota 9,5 °C, ve vegetatnim obdobi (bfezen — fijen) 13,79 °C. Primérna zasoba P
stiedni, zdsoba K dobrd, zdsoba Mg vysokd, dlouhodoby obsah humusu 1,61 % tzn. obsah
nizky, pidy jsou tedy mirné¢ humozni.

Hodnoceni vynost zelené hmoty a sena se uskuteénilo v letech 2019 a 2020. Vysledky byly
zpracovany metodou analyzy rozptylu uzitim statistického softwaru Statistica 12 a naslednym
testovanim statistické vyznamnosti rozdilt sttednich hodnot pomoci Tukeyova testu na hladiné
vyznamnosti a = 0,05.
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Vegetacni rok 2019 byl teplotné¢ nadnormalni a srazkové podnormélni. Rychly nastup jara a
dostatecna vlhkost ptidy ptisobily ptiznivé pro rychly vyvoj rostlin. V kvétnu byl zaznamenan
vysoky thrn srazek (78,1 mm = 141,23 % dlouhodobého normalu). Ostatni mésice béhem
vegetacniho obdobi byly mirné¢ pod normalem, ale produkce biomasy vojtésky byla pozitivné
ovlivnéna pravidelnym rozlozenim srazek. Vyssi srazkovy thrn oproti dlouhodobému normalu
byl dale zaznamenan v mésici zafi, listopad a prosinec. V roce 2019 bylo provedeno pét
vazenych seci.

Vegetacni rok 2020 lze charakterizovat jako mirné€ teplotné nadnormalni. Jak ukazuje graf 2,
meésicni thrny srazek byly v mésicich leden, bfezen, duben a ¢ervenec pod dlouhodobym
normalem, zatimco vV mésicich unor, kvéten a ¢erven nad dlouhodobym normalem. Zima byla
velmi mirna a snéhova pokryvka se vyskytovala jen ojedinéle, coz je na klimatické podminky
této lokality netypické. V mésici leden byla nesouvislad sné¢hova pokryvka pouze 5 dni a
V mésici Unoru nasnézilo 1 cm sné¢hu ve dvou dnech. Pocatek vegetace byl ovlivnén
nedostatkem srazek coz se mohlo projevit na nizsi rychlosti ristu rostlin v prvni sec¢i, nebot’
prvni vétsi dést priSel az téméf pied seCi ve druhé poloviné kvétna. V pribéhu jara nebylo
zaznamenano poskozeni porostu mrazem, nebot’ teploty témét neklesly do zapornych hodnot.
V roce 2020 byly provedeny ¢tyti vazené sece.

Graf 1: Klimadiagram 2019, lokalita Troubsko

Klimadiagram, lokalita Troubsko 2019
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Graf 2: Klimadiagram 2020, lokalita Troubsko
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Vysledky

V 1. seci prvniho uzitkového roku (2019) se primérné vynosy zelené hmoty pohybovaly od
36,43 do 40,88 t.ha?l, ve druhém uzitkovém roce (2020) od 29,21 do 36,43 t.ha (tab.1).
V prvnim roce byl zaznamenan nejvySs$i vynos u Svédské odriidy Lesina, kterd prekonala
odriidu Tereza o 8,3 %. Mezi zkouSenymi odridami nebyl zjistén statisticky prikazny rozdil
s vyjimkou danské odridy Creno, kterd byla statisticky prikazné pfekonana odriidou Lesina.
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Ve druhém roce byl nejvyssi praimérny vynos 1. seCe dosazen odridou Tereza. Statisticky
prikazny rozdil byl zjistén mezi odridami Lesina x Tereza, Creno, K22, SW Nexus. V celkové
ro¢ni produkci zelené hmoty se v roce 2019 pohybovaly primérné vynosy od 95,04 do 106,60
t.ha-1, v roce 2020 pak od 70,56 do 85,33 t.ha-1. V roce 2019 byla nejvyssi primérna produkce
dosazena svédskou odridou SW Nexus, ktera statisticky pritkazné ptekonala ostatni zkousené
odrudy s vyjimkou odrid Tereza, Banat VS a Lesina. V roce 2020 byl nejvyssi primérny
celkovy vynos zelené hmoty dosazen srbskou odriidou Banat VS a mezi zkousenymi odridami
nebyly zjistény statisticky prikazné rozdily s vyjimkou $védské odridy Lesina.

Tab. 1: Priimérné vynosy zelené hmoty v t.ha’s vyznacenim statistické pritkaznosti
Tukey HSD testem (P<0,05)

2019 2020
1. se¢ celkem 1. se¢ celkem
tha! | % K |Pof.| tha! | % K |Pof.| tha! | % K |Pof.| tha! | % K | Pot.
Tereza CZE |37,74*|100,0| 6 | 104,16® |100,0| 2 | 36,43*|100,0| 1 | 81,922 |100,0| 4
Creno DNK | 36,43° | 96,5 | 7 95,81¢ | 920 | 6 |[33,58° (922 | 4 |79,91®| 975 | 5
K22 SRB |39,01*|103,4| 5 | 98,58 | 94,6 | 5 |34,04%| 93,4 | 3 |83,74°|102,2| 2
K28 SRB |39,03*|103,4| 4 95,04¢ | 91,2 | 7 |32,63*(896 | 6 |76,70®| 936 | 6
Banat VS | SRB [39,25®(104,0| 3 |102,27*°| 98,2 | 3 [33,22%| 91,2 | 5 |85,33*(104,2| 1
Lesina SWE | 40,88% | 108,3| 1 |100,79%°| 96,8 | 4 |29,21°| 80,2 | 7 |70,56° | 86,1 | 7
SW Nexus | SWE | 40,06®|106,2| 2 | 106,60* |102,3| 1 |35,76°| 98,2 | 2 |82:82*|101,1| 3
DT (0,05) 3,85 7,73 4,04 9,35
DT (0,01) 5,83 11,71 6,12 14,16

Priimérné vynosy sena (tab.2) se v 1. se¢i prvniho uzitkového roku pohybovaly od 6,19 do 7,43
t.hal, ve druhém uZitkovém roce od 6,25 do 8,07 t.ha. V prvnim roce byl zaznamenan nejvyssi
vynos u srbské odridy Banat VS , ktery statisticky prukazné piekonal ¢eskou odriidu Tereza.
Naopak ve druhém roce zkouseni doséhla odriida Tereza nejvyssi vynos sena v prvni seci a
statisticky prikazn¢ piekonala odridy Creno (DNK), K 28 (SRB) a Lesina (SWE). V celkové
primérné ro¢ni produkci sena se v roce 2019 pohybovaly vynosy od 19,83 do 22,06 t.ha?,
v roce 2020 pak od 14,25 do 17,65 t.hal. Vroce 2019 byla nejvyssi produkce dosaZena
Svédskou odriidou SW Nexus a mezi vynosy zkousSenych odriid nebyly zjistény statisticky
prukazné rozdily. V roce 2020 ceska odrtida Tereza statisticky prukazné piekonala srbskou
odridu K28 a svédskou odrudu Lesina.

Tab.2: Priimérné vynosy sena v t.ha's vyznadenim statistické prikaznosti Tukey HSD
testem (P<0,05)

2019 2020
1. se¢ celkem 1. se¢ celkem
tha' | % K |Pof. | tha! | %K |Pof.| tha! | % K |Pot.| tha' | % K | Pof.

Tereza 6,19° | 100,0 | 7 | 21,15*| 100,0 | 4 8,07¢ | 100,0 | 1 | 17,54* | 1000 | 2
Creno 6,90® | 111,4| 2 |20,68*| 97,8 | 5 | 6,70 | 83,1 5 ]1596% | 91,0 5
K22 6,85® | 1106 | 3 |20,62®| 975 | 6 | 7,41* | 91,8 3 | 17,65% | 100,6 1
K28 6,32 [ 102,1| 6 |21,44*|101,4| 3 | 6,50 | 80,6 6 | 14,69° | 83,7 6
Banat VS 7,43* | 119,9 | 1 |22,04%| 1042 | 2 | 7,27% | 90,2 4 |16,27%| 92,7 4
Lesina 6,50® | 1050 | 5 |19,83%| 938 | 7 6,25¢ | 77,5 7 | 14,25° | 81,2 7
SW Nexus 6,82 | 110,1| 4 |22,06°]| 1043 | 1 7,87% | 97,5 2 | 17,212 | 98,1 3
DT (0,05) 1,11 2,44 0,85 2,23
DT (0,01) 1,68 3,70 1,28 3,38
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Zavér

Nejvétsich praimernych vynost zelené hmoty a sena v celkové ro¢ni produkci dosahla v prvnim
uzitkovém roce (2019) §védska odriida SW Nexus. Ve druhém uzitkovém roce byla v produkci
zelené hmoty nejvynosnéjsi srbska odrtida Banat VS a v produkci sena srbska K22. Ceské
odrida Tereza statisticky prikazn¢ ptekonala v celkové produkci zelené pice v roce 2019
odridy Creno a K28. Ve druhém uzitkovém roce byla Tereza statisticky prikazné lepsi
v produkci zelené hmoty a sena nez $védska odriida Lesina. V roce 2019 nebyla v celkové
produkeci sena zjisténa mezi odridami statistickd prikaznost. V roce 2020 ¢eska odriida Tereza
statisticky priitkazné ptekonala srbskou odridu K28 a §védskou odrtidu Lesina a svédska odriida
SW Nexus byla prukazné lepsi oproti odridam Lesina a K28. Pro dosazeni vysokych vynost
pice je dilezity vybér co nejvhodnéjsi odrudy do danych podminek.
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Abstrakt

Rast celosvétoveé populace vytvari obrovsky tlak na biologické zdroje, které jsou vyuzivany na
hranici Gnosnosti. Evropské zemé&délstvi je vystaveno celé fad¢ faktor, predevSim politickych,
které sméfuji na snizovani negativnich dopadi zemédélské Cinnosti na zivotni prostiedi. V
souladu s platnou evropskou legislativou zlstavaji nahodné procesy mutageneze a metody
zaloZzené na analyze stdvajici genetické wvariability jedinymi dostupnymi néstroji pro
zemé&délskou praxi, neustaly rozvoj téchto nastroji lze identifikovat jako jeden z kli¢ovych
faktorti zemédélstvi. Cilem piispévku je s vyuzitim ptipadové studie novych technik Slechténi
demonstrovat pfinosy tohoto pfistupu, a to v ekonomické, environmentdlni a socialni
perspektive.

Klic¢ova slova: hodnoceni, bioekonomie, nové technologie Slechténi, ¢ip

Abstract

The growth of the world's population is putting an enormous pressure on biological resources
that are being exploited at the limit of their carrying capacity. European agriculture is exposed
to a few factors, particularly the need to reducing negative environmental impact of agricultural
activity is a current crucial challenge. In line with the European legislation, random mutagenesis
processes and methods based on the analysis of existing genetic variability remain the only
tools available for agricultural practice. The continuous development of these tools can be
identified as one of the key factors in agriculture research and development. The aim of the
paper is to use a case study of a new breeding tool to demonstrate the benefits of this approach,
in economic, environmental and social perspectives.

Key words: evaluation, bioeconomy, new technologies of breeding, chip

Uvod

Riist celosvétové populace vytvaii obrovsky tlak na biologické zdroje (Bracco et al., 2018),
které jsou vyuzivané dle nékterych autoril na hranici unosnosti (Egenolf a Bringez, 2019). Rok
2020 mél byt ,,super rokem* udrZitelnosti, rokem posileni globalnich opatfeni vedoucich k
urychleni potiebnych transformaci k dosazeni agendy 2030 (OSN, 2020). Evropska strategie
rustu ,,Zelena dohoda* (EU, 2019) si klade za cil pfeménit EU na spravedlivou a prosperujici
spole¢nost s moderni, konkurenceschopnou ekonomikou Uéinné vyuZzivajici zdroje. Tato
strategie je také stale vice diskutovana jako cesta pro ekonomicky restart po celosvétoveé
pandemii COVID-19. Evropské zemédélstvi je vystaveno celé fadé faktorl, na které musi
reagovat (Plieninger et al.,2016), a to zejména s ohledem na snizovani negativnich dopada
zemédelské Cinnosti na zivotni prostfedi. Dne 20. kvétna 2020 zvetejnila Evropska komise
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novou strategii udrzitelné zeméd¢€lské produkce “Od vidli po vidlicku” (Farm2Fork),
orientovanou na alternativni biotechnologie kombinované s preciznim zeméd¢€lstvim a
bioekonomikou.

Noveé Slechtitelské technologie jsou nezbytné pro udrzitelnost produkce biomasy, potravinovou
sobéstacnost a pro rozvoj bioekonomiky (Malyska a Jakobi, 2018). Zeméd¢lsky a potravinaisky
pramysl hraji vyznamnou roli pro potravinovou sobéstacnost, jsou zdrojem energie a jejich role
je kli¢ova pro fungovani ekosystémul. Slechténi rostlin ze své podstaty t&Zi z nartistu znalosti a
metod, které se v posledni dobé objevily v oblasti molekularni biologie, genetiky a analyzy
bioinformatiky. Tradi¢ni proces §lechténi rostlin je zalozen na opakované fenotypové selekci,
Slechténi jedné odridy je velmi dlouhy proces, ktery muize trvat i 20 let. Vyuziti nové
progresivni molekularné genetické analyzy mitiZze podstatné urychlit proces a je mozné ziskat
nové materidly pro Slechténi rostlin se specifickymi vlastnostmi poZadovanymi praxi za
podstatné kratsi dobu. Tlak na piesouvani vyroby a snizovani negativnich dopadi na zivotni
prostiedi vyzaduje nova feseni a nastroje, které mize zeméd¢lska praxe implementovat, proto
je nova progresivni molekularné¢ genetickd analyza perspektivni a nezbytnd. Je tfeba také
poukdzat na to, Ze zemedé€lsky vyzkum a inovace vytvati pro Slechtitele a zemédé€lce noveé
metody, postupy a nastroje, které podporuji dlouhodobou udrzitelnost; nové evropské strategie
nejen, ze transformaci na dlouhodobé udrzitelny rozvoj vyzaduji, ale zemédélstvi je chapano
jako vstupni ¢lanek bioekonomiky. Udrzitelné produkované potraviny, krmiva a zdroje pro
dalsi primyslova odvétvi nebude bez novych Slechtitelskych technologii myslitelné.

Cilem pfispévku je diskutovat o ekonomickych, environmentalnich a socidlnich vyhodach
intenzivngj$iho zapojeni uzivatelt s vyuzitim ptipadova studie projektu zaméfeného na noveé
Slechtitelské techniky, zejména nového populacnich Cipu pro Slechténi novych odrad jeteli.

Material a Metody

Stavajici politika a legislativa zakazuji pouziti genetickych modifikaci a cilené genetické
upravy. Proto nahodné procesy mutageneze a metody zaloZené na analyze stavajici genetické
variability zGstavaji jedinymi dostupnymi nastroji pro Slechtitele. Neustaly rozvoj téchto
nastroju lze identifikovat jako jeden z kli¢ovych faktort zemédélstvi (Plieninger a kol., 2016),
protoze by mély podporovat Slechtitele a zeméd¢€lské postupy pii feSeni problémii spojenych se
zménou klimatu, civiliza¢nimi chorobami a vyzvami obéhového hospodaistvi a
biohospodatstvi.

Intenzivnéjsi zapojeni uzivateli — stakeholdert, tzv. “multi actor approach”, umoznuje aktivni
participaci vice stakeholdert, proto, aby vysledkem vyzkumu a vyvoje (déle jen “VaV”) bylo
nejlepsi feSeni. IntenzivnéjSi zapojeni uzivatell vyuziva komplexnich a dopliujicich se
znalosti jak vyzkumnych pracovniki, tak zastupct praxe, kteti spoji sily pfi realizaci projektu
od zacatku do konce. Na rozdil od transferu technologii, coz je spiSe linearni proces, kdy jsou
vysledky VaV transferovany koneénym uZivatelim (Ingram et al., 2018). Cim jsou uzivatelé
intenzivnéji zapojeni a mobilizovéni po celou dobu pritbéhu VaV projektl (Berthet et al., 2016,
Ingram et al., 2018), plynule komunikuji a soustavné spolupracuji (Bielak et al., 2008; Prost et
al., 2017), tim rychleji pak cely inovaéni proces probiha s tspésnou koncovkou aplikace
vysledkli VaV do praxe.

Ptipadova studie umoZiluje vyuZit ptistup aplikované teorie zalozené na ditkladnych znalostech
praxe, popisu chovani konkrétniho prostiedi (Argyris & Schon, 1974), projektu a umoziuje
zkoumat vzajemné vztahy a souvislosti (Zeithaml et al., 2020). Vyhodou tohoto pfistupu je
aktivni Gcast vyzkumnych pracovnikdi, kterd odpovida aktivni participaci uzivatelt, proto byl
tento piistup pro feSeni pouzit.
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Jetel spolecné s vojtéskou jsou nejpéstovanéjS§imi a nejvynosnéjsimi druhy picnin, které
produkuji az 2,3 tuny bilkovin na hektar (Huyghe & Peyraud 2015). Tyto dva druhy maji
vhodné agroekologické vlastnosti, vojtéska je odolngjsi vici suchu nez jetel, zatimco jetel je
tolerantnéjsi k mirn¢ kyselym padam. Krmné leguminozy se v Evropé Siroce péstuji (2,5
milionu hektarti v Evrop¢), pfevazné vojtéska a jetel erveny (Annicchiarico et al., 2015). Jetel
je spolu s vojtéskou jednou ze dvou hlavnich picnin, které jsou dulezitym zdrojem bilkovin v
krmivech pro hospodaiska zvitata. V soucasné dob¢ je pro potieby péstitele v Evropské unii k
dispozici 237 odrud jetelti lucnich podle Spole¢ného katalogu odrud, které ve vétsi ¢i mensi
mife splnuji pozadované pozadavky péstitele na povahu plodiny. Nékteré odridy byly zatazeny
do katalogu po cela desetileti, proto nemohou uspokojit vznikajici potieby zeméd¢€lské praxe a
reagovat na ménici se klima.

Nové€ dostupné nastroje pro genotypizaci tak mohou vyznamné zlep$it agronomicky vyznamné
vlastnosti jeteld, zejména vynos, odolnost vii¢i biotickému a abiotickému stresu. Tyto nastroje
mohou poskytovat vétsi odolnost viici patogennim Cinitelim. Tyto techniky ale také umoznuji
Slechténi odrid s vyssi aktivitou polyfenol oxidaz; odrudy, jejichZ proteiny jsou chranény proti
degradaci béhem silazovani a pred zkrmenim; odriidy s niz§im obsahem fytoestrogend, zejména
isoflavonoidi, které pifiznivéji ovliviiuji hormondlni biologicky rytmus krmenych zvifat a
pomahaji piedchdzet snizené plodnosti nebo snizené produkci mléka. Vyznamna je také
moznost Slechténi na zvySenou troven fixace vzdusného dusiku. Ovéfeni a identifikace odrid
je také velkym potencidlem pro vyuziti genotypizace, protoze odriidy jsou stale Castecné
variabilni, coZ znamena, ze je také jejich skutecnd identita a geneticka uroven deklarovana
souctem piitomnych alel. Ve srovnani s konven¢nim Slechténim je moZzné nejen dobu §lechténi
nové odrudy vyrazné zkratit, ale zejména lze vyznamné dosahnout vyssi kvality vysledku.
Casovy faktor neni mozno definovat vzhledem k soudasné zméné klimatu a neptedvidatelnému
globalnimu vyvoji.

Vysledky a diskuze

Vybrany projet je zaméfen na nové Slechtitelské techniky, zejména molekularni markery a
jejich vyuziti pii koncipovani ¢ipu pro Slechténi novych odrad jetelti. Projekt odrazi potieby
Slechtitelil, nebot’ piinasi moderni nastroje v podob¢ sady molekularnich markert asociovanych
s vybranymi znaky. Projekt zacal vybérem genotypt jeteli diploidniho a tetraploidniho
charakteru, byl pouzit Slechtitelsky material od ceské Slechtitelské firmy. Z vybranych rostlin
byly odebrany vzorky pro izolaci DNA a zpracovany hromadné, byly pfipraveny knihovny
genomu a vysledky sekvenovani zpracovany s vyuzitim bioinformatiky. Na fenotypova a
genotypova data byla pouzita genomova asociacni studie (GWAS).

Nase pozorovani ukazalo, ze v diskusich na setkanich projektového tymu nedominovali ani
vyzkumnici, ani podnikatelé. Diskuse se tykaly sbéru fenotypovych dat, dodate¢ného
hodnoceni (pfedev§im zakladnich métfeni a morfologického popisu). Znalosti byly plynule
sdileny mezi vS§emi ¢leny tymu, a to jak vertikalné (koncovi uzivatelé - vyzkumni pracovnici;
vyzkumni pracovnici - koncovi uZzivatelé), tak horizontalné (senior - junior a junior - senior).
Proces rozhodovani byl zalozen na konsensu. Vysledek projektu odpovida poptavce koncového
uZzivatele pfi feSeni alternativnich Slechtitelskych pfistupil a poskytuje moderni sadu nastroji v
podobé sady molekularnich markert urychlujicich Slechténi rostlin na 5 az 8 let. V souladu s
hlavnim cilem tohoto pfispévku byl projektu vyhodnocen z hlediska ekonomickych,
environmentalnich a socialnich vyhod, které pfipadovy projekt pfinasi zac¢astnénym stranam
identifikovanym, pfi¢emz byla pouzita typologie zic¢astnénych stran v souladu s Ackermann a
Eden (2011).
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Projekt ptindsi vysoce inovativni nastroje pro tvorbu novych materiala pro Slechténi rostlin,
které zlepSuji kvalitu a umoziuji vyslechtit nové odridy v kratSim Case, proces lze snizit
priblizné€ o 8 let, usetfit ndklady a také urychlit komercializaci. Nova odrida bude odolné;jsi
vaéi riznym stresim, a proto by meéla vyzadovat méné nebiologickych vstupl, coz z
dlouhodobého hlediska zlepsuje dopad zemédélstvi na zivotni prostfedi. Aktivni diskuse se
Slechtiteli, potazmo se zeméd¢€lci je nezbytnd pro jejich akceptaci novych nastroji a
Slechtitelskych materiali. Ucast na vytvateni znalosti, sdileni znalosti a forem spoluprace pii
feSeni problémi jsou skvélou prilezitosti pro ucastniky projektu ziskat nové znalosti a rozvijet
nové dovednosti. Védecké publikace, které shrnuji ziskané poznatky, mohou inspirovat dalsi
vyzkumné tymy k dal$imu vyvoji novych $lechtitelskych technik nebo zkoumat dalsi vlastnosti
jetele. Vysledky projektu timto podporuji inovace, vytvareni novych znalosti, které lIze v
budoucnu komercializovat. Ministerstvo zemédélstvi mize do koncepce strategického
vyzkumu zaradit  dal$i vyzkumné projekty zaméfené na moderni molekuldrni postupy.
Ministerstvo zivotniho prostfedi mtze sledovat snizovani negativnich dopadi na zivotni
prostiedi a ptirodni kapital (zejména ptidu). Vyhody pro jednotlivé skupiny stakeholderd jsou
shrnuty v tabulce ¢. 1.

Tab. 1: Stakeholders’ benefits

Stakeholder Ekonomicka Environmentalni Socialni
Clenové tymu Pfijmy z licenci Znalosti a zkuSenosti
Vi zkumnici NO\_/é inspirace pro
projekty
Slechtitelé Nova odrtiida
Znalosti a zkusSenosti
Zemédélci Vyssi produkce Nova odrida S novymi technikami
Slechténi
Rozsiteni
Innovation brokers poradenské
¢innosti
o Enviromentalné
Rozsiteni $omive zoisob
Agréarni komora poradenské PHZIIVY Zpuso
¢innosti sleclztevn ta - .
zemédélské Cinnosti
Genové banky Nova polozka kolekce
Podklad pro
Ministerstvo koncepci
zemédelstvi zemédelského
vyzkumu
Podklad pro sledovani
sniZzovani negativnich
Ministerstvo dopadt na zivotni
zivotniho prostredi prostiedi na ptirodni
kapital (zejména
pudu)

Zdroj: Autofi

Zavér

Rostouci pocet lidi na celém svété potiebuje stabilni potravinovou zakladnu, coZ je problém,
ktery musi zeméd¢lstvi fesit. Zemédelstvi a potravinaisky primysl hraji klicovou roli jak v
zasobovani potravinami, tak v fizeni krajiny; souc¢asné vyzvy v oblasti zmény klimatu a novych
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patogennich Cinitell je tfeba fesit okamzité. Bude nutné transformovat zemédélskou produkci
na dlouhodobé¢ udrzitelné zeméde¢lstvi, které Setii ptidu, vodu a genetické zdroje a je ekologicky
vhodné, ekonomicky zivotaschopné a socialné ptijatelné. V poslednim desetileti byly vyvinuty
metody genotypovani celého genou, neni tfeba sledovat jeden nebo vice gent z desitek tisic.
Konvencéni metody selekce podle fenotypu lze rozsitit vybérem pro genetické markery spojené
s agronomicky vyznamnymi znaky. Pfesnéj$i metody genotypovani celého genomu a
zdokonaleni slechtitelského procesu umozni rychlejsi aplikaci. Pro uspé$ny inovacni proces je
nezbytna uzkéd spoluprace vyzkumnych pracovnikli a koncovych uzivatelt; ve srovnani s
konven¢nim $lechténim Ize celkovou dobu potiebnou ke slechténi nové odridy vyznamné snizit
nebo neptredvidatelnému globalnimu vyvoji. Intenzivnéjsi zapojeni stakeholdert je piistupem,
jak vyuzit védu pii spoluvytvaieni udrzitelnéjsiho svéta a zemédé@lstvi, protoze piinasi
ekonomické, environmentalni a socialni vyhody zG¢astnénym stranam, které jsou zapojeny do
celého zivota projektu.
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VYUZITI GENETICKYCH MARKERU PRO OVERENI ODRUDOVE
IDENTITY MERUNEK

Application of genetic markers for identity verification of apricots
Nekvindova, V., Zd’arska, L., Cmejlové, J.

Vyzkumny a slechtitelsky ustav ovocnarsky Holovousy S.r.0.

Abstrakt

Merurika obecna (Prunus armeniaca L.) patii mezi jeden z nejoblibenéjSich ovocnych druht.
Ve svété tudiz existuji stovky odrad, kazdy rok jsou registrovany nové vyslechténé odriidy, a
navic jsou mnozeny a distribuovany desitky tisic kusi stromd, jejichZ pravost je tfeba ovéfovat.
Klasicky zpiisob ovéfeni pravosti odridy zaloZeny na nékolikaletém fenologickém hodnoceni
muZe byt zna¢né€ zjednodusen a urychlen vyuZitim molekuldrnich metod. V soucasné dobé jsou
nejpouzivanégj$imi markery pro genotypizaci tzv. SSR markery, fungujici na principu délkové
odlisnosti téchto sekvenci mezi jednotlivymi odridami. Jelikoz neexistuje standardizovana
identifikac¢ni sada genetickych markert, zam¢fili jsme se v nasi praci na vyvoj sady SSR
markerd pro spolehlivou identifikaci existujicich odriid merunék. Pro prvni kolo selekce bylo
Z literatury vybrano 48 SSR markert, jejichZ rozliSovaci schopnost byla testovana fragmentacni
analyzou na kapilarnim genetickém analyzatoru na 24 odridach. Na zaklad¢ poctu alel,
frekvence jejich vyskytu, ofekavané heterozygocity, pozorované heterozygocity a dalSich
parametrl, bylo pro druh¢ kolo analyz vybrano 24 SSR markerti. Fragmenta¢ni analyzy byly
tentokrat provedeny na celkem 53 odridach merunék. Na zakladé vySe uvedenych parametrti
bylo vybrano 16 nejheterogennéjSich SSR markeri rovnomérné zastoupenych na vsech
chromozdémech. Pravdépodobnost identity mezi dvéma nepiibuznymi jedinci byla pouze 6,45
x 102, rozlisovaci schopnost vybrané sady SSR markerti je tedy velmi dobra. Vybrana sada
SSR markert je tak vhodna pro rutinni a velmi rychlou identifikaci odriid merunky obecné.
Klic¢ova slova: Prunus armeniaca L., odrida, SSR markery, genotypizace

Abstract

Apricot (Prunus armeniaca L.) is one of the most popular fruit species. Thus hundreds of
cultivars exist worldwide. Each year new bred cultivars are registered and tens of thousands of
trees are propagated and distributed. The classical method of cultivar control based on several
years of phenological evaluation can be well simplified using molecular methods. Currently,
the most used markers for genotyping are so called SSR markers, operating on principle related
to the length differences of these sequences between cultivars. Since no standardized
identification set of genetic markers is available, we focused our work on the development of
SSR markers sets enabling reliable identification of existing apricot varieties. In the first round
of SSR marker selection, we selected 48 markers and tested their efficacy on 24 cultivars by
fragment analysis on capillary genetic analyzer. Based on the number of alleles, the frequency
of their occurrence, the expected heterozygosity, the observed heterozygosity and others, 24
SSR markers were selected for the second round of analyses. Fragment analyses were
performed on 53 apricot cultivars in this case. Based on the above parameters, the 16 most
heterogeneous SSR markers evenly distributed throughout all chromosomes were selected. The
probability of identity between two unrelated individuals is only 6.45 x 10°%°, so the resolution
of the selected set of SSR markers is very good. The selected set of SSR markers is thus suitable
for routine and very fast identification of apricot cultivars.

Key words: Prunus armeniaca L., cultivar, SSR markers, genotyping
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Uvod

Meruiika obecna (Prunus armeniaca L.) je jednim z nejoblibengjsich druhi peckového ovoce.
Na svété existuje pfiblizné 800 odriid merungk. Z toho v Ceské republice bylo v roce 2020
zaregistrovano pro uznavani a uvadéni do obéhu 35 odrid (Buchtova, 2019). Tyto odridy se
1181 mnoha vlastnostmi, at’ jiz se jedna o odolnost viici chorobam, vhodnost péstovani v riiznych
lokalitach, cizospraSnost/samosprasnost, vlastnosti plodi nejen z hlediska zpracovani a dalsi
charakteristiky. Z tohoto duvodu péstitelé vénuji peclivou pozornost vybéru odrudy, kterou
chtéji vysadit ve svych zahradach ¢i sadech, a pravem vyzaduji pfi ndkupu novych stromki
deklaraci odridové pravosti a odridové Cistoty, ktera je zarukou pozadovanych hospodaiskych
vlastnosti. Identita vegetativné¢ mnozené¢ho materialu je dillezita zejména v ovocnafstvi, jelikoz
se jednd o takzvané trvalé¢ kultury. Metody identifikace a vzijemného rozliSovéani odrad
vyznamnych zemédé€lskych plodin se v poslednich letech vyvijeji v rychlém tempu (Hu et al.,
2018; Li et al., 2018). Souvisi to s obchodnimi aktivitami specializovanych firem, prodejem
mnoZeného materidlu 1 se Slechtitelskou praxi. S obchodovanim jsou vZzdy spojeny problémy
souvisejici s pravni a obchodni ochranou zboZi. Ochrana prav, ktera se vaZze na urcity rostlinny
genotyp, resp. odriidu, se na riznych urovnich tyka ochrany autorskych prav jak samotného
majitele odrudy, tak i dal$ich, kteti s odriidou manipuluji, napt. na zadkladé licence. Identifika¢ni
systémy jsou nezbytné i pro producenty stromku (Skolkatfe) a majitele sadli a vymezuji
odpovédnost  dodavatelit  vriznych  fazich  dodavatelského  fetézce. Jen v
tuzemském ovocnaistvi jsou rocné vyprodukovany a prodany desitky tisic kust stromkl a v
letech 2012 az 2018 se v pruméru kazdoro¢né sklidilo t¢éméi 7000 tun ploda (Buchtova, 2019).

Podminkami pro registraci nové odrudy je zjisténi, Ze je odliSna od diive registrovanych odrud,
vykazuje uniformni a stalé znaky, nese nazev vyhovujici poZadavkiim dle zédkona ¢. 408/2000
Sb., o ochrané¢ prav k odridam rostlin a zdkona ¢. 92/1996 Sb. o odrtidach, osivu a sadb¢
péstovanych rostlin, ve znéni pozdéjSich pfedpisi a ma zajisténé udrzovaci Slechténi. Pro
registraci nové odrudy ovoce se proto provadi takzvané zkousky odliSnosti, uniformity a stalosti
(DUS testy). Pouze pii splnéni vSech vySe uvedenych pozadavki je nova odriida registrovana
a jsou uvedeny jeji vlastnosti na zaklad¢ kterych mize byt identifikovana. Tento klasicky
zpusob ovétfeni pravosti odridy je zaloZzeny na nékolikaletém fenologickém subjektivnim
hodnoceni s pomoci schvalenych deskriptor pro konkrétni ovocny druh. Toto hodnoceni vSak
muze byt ovlivnéné napft. rtiznorodymi povétrnostnimi podminkami, lidskym faktorem nebo
Sktidci. Odlisnost odriid je zpravidla posuzovana vzhledem ke kolekci standardnich odrad
Vv odriidové zkusebné. Udrzovani této kolekce je vSak znacné prostoroveé, materialné i
personalné narocné. Kolekce také nemusi obsahovat vSechny znamé odriidy. Mnohem rychlejsi
urceni identity jednotlivych odradd mohou nabidnout molekularné genetické analyzy. U fady
rostlinnych i Zivo¢isnych druhti se spolehlivym a dostupnym zptsobem identifikace pro svoji
pocetnost a variabilitu v genetické informaci ukazaly idealni SSR markery (simple sequence
repeat). Ty jsou tvofeny kratkymi tandemové se opakujicimi sekvencemi lisicimi se svoji
délkou mezi jednotlivymi odridami (Schlotterer, 2004). Kombinaci délek né&kolika SSR
markerti pak vznikd geneticky profil unikatni pro uréity genotyp. Cim vice analyzovanych
a mensi pravdépodobnost ndhodné shody dvou organizmi. Mezi dilezité znaky SSR markert
pro genotypizaci patii pfiméteny délkovy polymorfizmus, vyskyt markeru v jediném lokusu
genomu, V idealnim piipadé nevyskytujici se tzv. nulové alely, které se pouzivanymi primery
neamplifikuji, a v kontextu vice markerd je dulezita i jejich pozice v genomu, aby dva
pouzivané SSR markery nebyly ve vazbé (Saito et al., 2004). SSR markery je tfeba hodnotit v
kombinaci s dalsimi SSR markery, hlavnim pozadavkem je pak minimalizace
pravdépodobnosti shody profilu mezi nepiibuznymi organizmy. Pro srovnatelnost mezi
jednotlivymi pracoviSti jsou pro identifikaci nejen rostlinného materidlu vytvéfeny
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standardizované protokoly. Tyto protokoly definuji profily doporucenych genotypizacnich SSR
markerd u odrtd, jejichz pravost byla deklarovana pomoci klasickych metod.

Cilem nasi prace bylo vytvofeni sady SSR markert pro spolehlivou identifikaci existujicich
odriid merunék, a to zejména tdch péstovanych v Ceské republice. Celd prace je koncipovéana
v n¢kolika krocich zahrnujicich (1) literarni reSerSi SSR markerd meruniky obecné (Prunus
armeniaca L.), merunky japonské (Prunus mume (Siebold) Siebold & Zucc.) a broskvoné
obecné (Prunus persica (L.) Batsch) coby blizkych pfibuznych merunky obecné, (2) ovéteni
identity a vybér téch nejvice heterogennich SSR markerti pro vyvoj identifika¢ni sady na
vybraném souboru odrud, (3) vytvoreni multipexti z vybranych SSR markert a (4) ovéfeni
vybrané sady SSR markeri na 258 odriidach meruiiky obecné. Tento ¢lanek popisuje provedeni
prvnich dvou kroki, kdy byl dokoncen vybér SSR markerti pro identifikaci odridové pravosti
merunék.

Material a metody

Pro uskute¢néni genetické analyzy bylo z vice nez 30 publikaci ziskano 236 SSR markert
meruilky obecné, merunky japonské a broskvoné obecné (viz pouzita literatura).
Z identifikovanych SSR markerti bylo na ziklad¢ poctu alel a publikované pozorované
heterozygocity vybrano 6 markerti z riznych oblasti kazdého z 8 chromozomi meruiiky, tedy
celkem 48 riznych SSR markert.

V priabehu roku 2019 byly zajiStény vzorky rostlinného materialu (mladé listy) 258 odrad
merunék v duplikatech a byla vytvofena banka DNA. Pro prvni kolo analyz bylo z této banky
genotypt vybrano 24 rtznych odrid pochazejicich z riznych eko-geografickych skupin.
Evropské odriudy tvotily nejpocetnéjsi skupinu vybéru, protoze je primarnim cilem préace
rozliSeni odrid merunék péstovanych na naSem uzemi. Byly vSak zastoupeny i asijské a
severoamerické genotypy. Byly vybrany co nejméné piibuzné odridy pro co nejlepsi
charakterizaci SSR markerti a co nejvyssi pocet ziskanych alel. Druhé kolo analyz bylo
provadéno na 53 odradéach, které zastoupeni odrtid ze vSech eko-geografickych skupin
rozsifuje.

Celkova genomicka DNA byla extrahovana dle navodu Exgene Plant SV mini kit (GeneAll).
Ptiblizné 100 mg mladych listh, mraZzenych suchym ledem, bylo homogenizovano pomoci
oscilatniho mlynu MM 400 (Fisher Scientific). Po odstranéni kovovych kulicek se jiz
postupovalo dle navodu extrakéniho kitu. Koncentrace vyjadiena v [ng/uL] a Cistota vzorku
jako pomeér nameétenych hodnot pii vinovych délkach 260/280 nm byly méfeny
spektrofotometricky (NanoDrop Lite, ThermoFisher Scientific). Koncentrace byla upravena na
10 ng/uL. Eluovana DNA byla uchovana pro dalsi pouziti pii -18 °C.

Ovéfeni pritomnosti SSR markeru a jeho zamapovani byly provedeny amplifikaci genomické
DNA za pouziti publikovanych primert a osekvenovanim vzniklych fragmenti. Amplifikace
izolované genomické DNA byla provedena polymerdzovou fetézovou reakei (polymerase chain
reaction, PCR) za pouziti 48 pard primert (EastPort) vybranych SSR markert. PCR reakce byla
realizovana v objemu 20 pl a reakéni smés obsahovala 10 pl Phusion Flash High-Fidelity PCR
Master Mix (Thermo Fisher Scientific), 0,5uM kazdého primeru, vodu a 10 ng genomické
DNA. Vychozi teplotni podminky PCR reakce byly nasledujici: po¢atecni denaturace 5 min pii
98 °C nasledovana 40 amplifikacnimi cykly (denaturace 10 s pti 98 °C, hybridizace primeri 10
s pii 52 °C, elongace 10 s pii 72 °C) a zavérecnou polymeraci 10 s pii 72 °C. Pro vétSinu
markertt musely byt podminky PCR reakce specificky optimalizovadny napf. sniZenim ¢i
zvySenim teploty nasedani primert. Amplifikace lokusi vSech vybranych 48 markert a
nasledna optimalizace reakce byly provadény na termocykleru T100™ (Bio-Rad).
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Analyza amplifikovanych PCR produkti byla provadéna elektroforeticky v 3 % agar6zovém
gelu. K potvrzeni amplifikace lokusu daného SSR markeru byly PCR produkty z gelu
purifikovany pomoci izolaéniho kitu Expin™ Combo GP podle navodu vyrobce (GeneAll).
Eluovand DNA byla sekvenovédna kitem BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit
(Thermo Fisher Scientific) dle navodu vyrobce na genetickém analyzatoru ABI PRISM 3500
(Thermo Fisher Scientific). V sekvencich byla vyhledana repetitivni oblast a Citelné Casti
sekvence byly nasledné¢ ovéfeny v databazi NCBI a zamapovany. Vzhledem k tomu, ze
kompletni genom meruniky nebyl v roce 2019 v databazi NCBI piistupny, byl pro mapovani
pouzit genom blizce piibuzné merunky japonské (Prunus mume). Spravné zamapovani
sekvenované sekvence bylo ovéfeno u vSech analyzovanych markert. Téméf vSechny markery
se podafilo zamapovat na konkrétni misto tohoto genomu a toto umistnéni bylo shodné
s predpokladanou pozici podle literatury.

Prvni kolo selekce SSR markerii bylo provadéno fragmentacni analyzou na vzorcich DNA
izolované z 24 odrid s pouzitim vSech 48 pard specifickych primerd, pricemz forwardovy
primer byl FAM fluorescen¢né znaceny (EastPort). Amplifikacni reakce byla piizpisobena na
miru kazdému markeru pro dosazeni, co mozno nejlépe interpretovatelnych vysledku
fragmentacni analyzy (teplota nasedani primerti byla nastavena na 52 °C, pocet cykli
amplifikace se u jednotlivych markert 1iSil od 20 do 25, u Spatn€ se amplifikujicich markerti
byla nastavena teplota nasedani primeru 50 °C a provedeno 28 cyklu amplifikace). Poté bylo
k 1 ul PCR produktu pfidano 0,5 pul GeneScan™ 600 LIZ™ dye Size Standard v2.0 a 15 ul Hi-
Di™ formamid (oboji Thermo Fisher Scientific). Takto pfipravené vzorky byly denaturovany
2 min pti 95 °C a analyzovéany na genetickém analyzatoru ABI PRISM 3500. Fragmenta¢ni
analyzy byly hodnoceny pomoci softwaru GeneMapper v5.0 (Thermo Fisher Scientific).

U SSR markeri byly hodnoceny délka jednotlivych alel, frekvence jejich vyskytu
v analyzovaném souboru odrid, pocet heterozygotti, byla vypocitana pozorovana
heterozygocita (H-observed) a oéekavana heterozygocita (H-expected, dle vzorce He=1-Zpi?,
kde pi je frekvence vyskytu jednotlivych alel daného markeru). Dal§im posuzovanym
parametrem byl rozdil mezi heterozygocitou o¢ekavanou (He) a heterozygocitou pozorovanou
(Ho). Dale byla stanovena pravdépodobnost vyskytu nulovych alel vypo¢tena podle vzorce (He-
Ho)/(1+He).

Vysledky a diskuze

Na zaklad¢ vysledkd uvodnich fragmentacnich analyz byly z dalSiho testovani vytazeny tii
markery. U zbylych 45 SSR bylo identifikovano 448 alel. Maximalni pocet alel u jednoho SSR
markeru byl 16, minimalni 4 a primérny 10. Nejnizsi o¢ekavana heterozygocita u SSR markeru
byla 0,602, nejvyssi 0,923. Nejnizsi pozorovana heterozygocita u SSR markeru byla 0,292,
nejvyssi 0,917. Vysledky jsou uvedeny v Tabulce 1. Prili§ nizkd pozorovana heterozygocita
oproti ocekdvané miize nasvédcovat tomu, ze se u daného markeru pfi fragmentacni analyze
vyskytuji tzv. nulové alely zplisobené mutaci v mist¢ naseddni primeru, kdy nedochdzi
k amplifikaci této alely. Vzorek je pak nespravné vyhodnocen jako homozygotni v tomto
markeru, popfipad€ u né€j neni amplifikovana Zadna alela. Vyznamny rozdil byl nalezen u 5
markert a byl potvrzen hodnotami pravdépodobnosti vyskytu nulovych alel. Pfipadny vyskyt
mutaci v misté¢ nasedani primerQ neni pfili§ prekvapivy, nebot’ ¢ast primerli pro amplifikaci
SSR markerti byla pfevzata z jinych rodt druhu Prunus a bud’ nebyla na merunkach dosud
pouzita, nebo byla pouZita pouze na malém souboru odriid meruniky obecné.
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Tabulka 1 Vyhodnoceni vybranych SSR markerii na souboru 24 odrid

2 2 g Il 3 g 2 S| &| ¢

3 g ) g 2 3 s| &| g| £

- g 5 3| - 2| &| 3| %

g g - 2| & 8 s *] 2| &
96P10_SP6* 1 13 0,917 0,858 ssrPaCITAS 1 4 0,833 | 0,923
AMPA100* 6 9 0,750 0,771 ssrPaCITA7 1 11 0,833 | 0,826
AMPA101 3 8 0,792 0,763 ssrPaCITA10* 3 13 0,667 | 0,773
AMPA103 4 10 0,625 0,665 ssrPaCITA16 2 10 0,542 | 0,763
AMPA105* 5 12 0,750 0,814 ssrPaCITA17 1 9 0,917 0,826
AMPA114 7 10 0,917 0,807 ssrPaCITA19* 2 11 0,708 0,733
Aprigms19 8 13 0,833 0,745 ssrPaCITA21 5 10 0,583 | 0,623
BPPCTO017 5 9 0,708 0,673 ssrPaCITA23 3 10 0,833 | 0,837
BPPCT038 6 13 0,833 0,851 ssrPaCITA27 2 9 0,500 | 0,798
BPPCT039* 3 11 0,792 0,794 UDAp-401 8 7 0,500 | 0,757
CPDCT028* 5 5 0,833 0,734 UDAp-404 4 7 0,292 | 0,839
CPPCT006* 8 11 0,792 0,842 UDAp-407* 7 8 0,833 | 0,793
CPPCT022* 7 16 0,875 0,898 UDAp-410* 1 9 0,833 | 0,832
CPPCTO033 7 10 0,667 0,785 UDAp-414 1 10 0,708 | 0,783
CPSCT021* 2 10 0,708 0,734 UDAp-420 6 9 0,625 | 0,732
CPSCT039* 4 11 0,708 0,837 UDAP446 3 13 0,917 | 0,820
CPSCT042 7 10 0,708 0,786 UDAp-470 8 10 0,875 | 0,786
PacA33* 8 9 0,667 0,745 UDP97-401 5 6 0,625 | 0,661
PacC3 7 9 0,833 0,826 UDP97-402* 4 10 0,708 | 0,781
Pchcms5* 6 11 0,708 0,809 UDP98-409 8 12 0,833 | 0,878
Pchgms2 4 11 0,792 0,779 UDP98-411 2 9 0,667 | 0,665
ssrPaCITA2 4 11 0,750 0,777 UDP98-412 6 10 0,750 | 0,835
ssrPaCITA4 3 9 0,500 0,602

*vybrana sada SSR markerti pro genotypizaci merunék

Zaroven jsme kriticky zhodnotili 1 grafické vystupy fragmentacnich analyz a jejich
hodnotitelnost. Na jejich zakladé byly vyfazeny nékteré problematické SSR markery, tj.
markery s né€kolika alelami liSicimi se o 1 nukleotid, coz neni pro rutinni hodnoceni pfili§
vhodné, respektive SSR markery s problematickym tzv. stutterem, kdy je presna délka alely
obtizné vyhodnotitelna z dtivodu mnoha vrcholi s ptiblizné stejnou vySkou signalu a existuje
zde riziko mozného prekryvu alel. Nékteré SSR markery byly vyhodnoceny jako potencialné
problematické, jelikoz jedna, piipadné dvé alely poskytovaly jen velmi nizky signal
V porovnani s ostatnimi alelami daného markeru. To muze rovnéZz poukazovat na mutaci
V misté naseddni primeru, stejné jako diive zminovana pravdépodobnost vyskytu nulovych alel.
V ptipad¢€ nizsi vysky signdlu dané alely vSak piipadna mutace alesponi ¢aste¢né zachovava
amplifikovatelnost této alely pii PCR. Po vytvotfeni multiplextt SSR markeri vsak hrozi, Ze se
vyska signdlu téchto alel snizi na velmi nizkou az nedetekovatelnou uroven. Z obou vyse
uvedenych diivodil byla u potencionalné problematickych markert sekvenovana mista nasedani
primerd. Vyskyt mutaci v téchto oblastech byl v fad& ptipadii potvrzen. Dle zjiSténé sekvence
byl navrzen novy primer a cely proces hodnoceni se opakoval.

Na zéklad¢ vysledkl fragmenta¢nich analyz a hodnoceni uvedeného vyse bylo po analyze 24
odrid vyfazeno 13 SSR markert. Ze zbylych 35 SSR marker bylo vybrano 3-6 markert
Z jednotlivych chromozémii pro druhé kolo fragmentacnich analyz, kdy byl pocet
analyzovanych odrid rozsifen na 53. Opét byly zatazeny odridy pochézejici z celého svéta
s prevahou evropskych odrid a vybrany co nejméné ptibuzné odridy. S plivodnimi, respektive
upravenymi primery byly provedeny fragmentacni analyzy a jejich vyhodnoceni probé&hlo
stejné jako v piipadé prvniho kola analyz. Na zéklad¢ vyse uvedenych parametrti byly vybrany
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vzdy dva nejheterogennéjsi SSR markery z kazdého chromozoému, tj. celkem 16 SSR markert,
které v analyzovaném souboru odrid vykazaly pravdépodobnost shody mezi neptibuznymi
organismy 6,45 x 10%°. Tyto markery budou zmultiplexovany do 4 multiplexti po 4 markerech,
Vv ptipadé vyraznych délkovych odlisnosti lze spojit vice markerti do jedné reakce.

Identifikace rostlinného i zivo¢isného materialu pomoci molekularnich markerd se stala
v minulych letech standardem. Zejména z divodu ceny, snadné mezilaboratorni pienositelnosti
metodiky a pouziti obvykle bézného laboratorniho vybaveni jsou hojné vyuzivany SSR
markery. Nejen pro ovocné plodiny jsou ovéfené markery pro genotypizaci doporuceny
mezinarodni skupinou ECPGR (The European Cooperative Programme for Plant Genetic
Resources) zabyvajici se rostlinnymi genetickymi zdroji. Pro merunky vSak sada SSR markerti
doporuc¢ena ECPGR neexistuje. Nekolik sad SSR markert bylo sice v minulosti publikovéno,
ovSem V zadné z téchto studii nebyl kladen dostate¢ny diraz na vybér SSR markert, ¢i sada
nebyla ovéfena na vybéru odrid napii¢ eko-geografickymi skupinami. Napiiklad systém
popsany v Gurcan et al. (2015) za Ucelem hodnoceni tureckého merunikového genofondu
vyuzivda 18 SSR markerti, kdy vSak bylo jedenact z nich umisténo pouze na prvnim
chromozomu v blizkosti lokusu resistence viru Sarky $vestek (PPV). Navic pfi vyvoji tohoto
systému byly vyuzity genetické zdroje pouze turecké, pakistanské a okrajoveé evropské. Dalsim
prikladem muze byt publikace Khadivi-Khub et al. (2015), kdy v praci zabyvajici se mimo jiné
stanovenim genetické piibuznosti mezi kultivary bylo testovdno 13 broskvonovych a
mandlofiovych SSR markert na 37 tradi¢nich irdnskych odradach. V této praci bylo
identifikovano pouze 60 alel. Opét se tedy jednalo o omezené spektrum odriad z hlediska
pluvodu a ani popisované SSR markery nebyly pfili§ heterogenni.

V tomto ¢lanku byl popsan postup vybéru SSR markerti pro identifikaci odriid merunék. Pro
vytvoreni naseho detek¢éniho systému byly vyuzity SSR markery meruiiky obecné, meruiky
japonské a broskvoné obecné. Prenositelnost primertt SSR markertt mezi riznymi druhy byla
oveéfena v praci Dirlewanger et al. (2002), kde byla tispéSné otestovana amplifikace vybranych
markera broskvon¢ u tfe$né ptaci, visné obecné, slivoné $vestky, mandloné obecné, meruniky
obecné a slivoné myrobalan. I podle naSich zkuSenosti je mozné primery pro amplifikaci SSR
markerti piejmout z jinych druht, je vSak tfeba vénovat velkou pozornost tomu, zda amplifikuji
vSechny alely se stejnou U¢innosti, poptipadé se zde nevyskytuji nulové alely. V zavéru roku
2019 byl publikovan genom merunky obecné (Jiang et al., 2019), ktery je velkym pfinosem pro
oveérovani sekvenci piejimanych primert. Avsak ani po kontrole sekvence primert v genomu
meruiiky nelze vyloucit, Ze se u nékterych odrid budou vyskytovat v sekvenci, na kterou naseda
primer, polymorfizmy branici uspé$né amplifikaci dané alely. Proto je tfeba vénovat velkou
pozornost hodnocenému parametru pravdépodobnost vyskytu nulovych alel, respektive vysce
signalu jednotlivych alel pii fragmentacni analyze a ptipadné misto nasedani primeri u riiznych
odrtd osekvenovat.

Pro genetickou analyzu identity jsou vyhodné SSR markery s vysokou mirou polymorfizmu, je
vSak tieba je hodnotit i v kombinaci s dalSimi SSR markery. Pozornost je tieba vénovat tomu,
aby analyzované markery nebyly ve vazbé, tj. aby se urcita alela jednoho markeru
nevyskytovala vzdy s urcitou alelou druhého markeru. Z tohoto diivodu je vhodné pouzivané
markery rovhomérné vybrat z celého genomu. V nasSem piipad¢ jsme do findlni genotypizaéni
sady vybrali vZdy dva SSR markery z kazdého z osmi chromozéml meruiiky obecné. Hlavnim
pozadavkem na pouZivanou sadu genotypizacnich SSR markerd je pak minimalizace
pravdépodobnosti shody profilu mezi nepiibuznymi organizmy. Cim vice analyzovanych
lokusil a ¢im variabilnéj$i SSR markery jsou, tim jedinecné;jsi je vysledny profil SSR markert
a mensi pravdépodobnost ndhodné shody riznych odriid. Pii analyze 53 odriid merun¢k
S minimalni pfibuznosti a riznym geografickym ptivodem jsme pii pouziti 16 SSR markert
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dosahli pravdépodobnosti shody mezi nepiibuznymi organizmy 6,45 x 102, V ptipadé zatazeni
dalsich dvou velmi kvalitnich SSR markeri je mozné v nasem piipadé snizit tuto
pravdépodobnost az na 2,18 x 1022, Tato &isla jsou srovnatelna se systémem, ktery byl pouzit
napiiklad pro identifikaci jabloni, kde bylo dosazeno pravdépodobnosti této shody 1,3 x 1022
(Urrestarazu et al. 2016). Zaroven je to mnohem nizsi pravdépodobnost shody ve srovnani s
puvodné FBI pouzivanym systémem CODIS 13 pro identifikaci lidi ve forenzni genetice, kde
tato pravdépodobnost byla u 13 pouzitych SSR markerti pouze 1,7 x 10%°. Tento systém byl
presto ve své dobé povazovan za dostacujici pro spolehlivou identifikaci lidského jedince
(Reilly, 2001). V dnesni dobé pouzivané systémy pro identifikaci osob jsou z pochopitelnych
divoda nejdokonalej$imi néstroji genotypizace genetického materialu a v nejnovéji vyvinutych
komeréné dostupnych soupravach pro identifikaci osob, naptiklad GlobalFiler™ od firmy
Thermo Fisher Scientific vyuZzivajici 24 amplifikovanych lokust
(https://www.thermofisher.com/) a PowerPlex FUSION 6C SystemTM od firmy Promega
vyuzivajici 27 amplifikovanych lokust (https://worldwide.promega.com/), byla sniZena
pravdépodobnost shody dokonce na 7,73 x 1028, respektive 2,30 x 1032, V piipadé osob je viak
treba identifikovat ¢lovéka v ramci celosvétové populace Citajici vice jak 7 miliard jedinci.
V ptipadé ovocnych plodin je to pouze nékolik tisic, popiipadé nekolika malo desitek tisic
odrtd. Proto je dosahovana pravdépodobnost shody mezi riznymi odrtidami u ovocnych plodin
povazovana za zcela dostaCujici, Urresterazu et al. (2016) vyhodnotili hodnotu tohoto
parametru 1,3 x 1022 dokonce jako vynikajici.

V kontextu vyse uvedenych cisel se nami vybrana sada SSR markerti jevi jako velmi kvalitni a
pouzitelna pro genotypizaci meruniky obecné. Vybrand sada SSR markert tak pfinasi moznost
piesné a rychlé detekce odriid merungk, ktera umoznuje zna¢né zlepSeni procesu oveéfovani a
registrace odrtd.

Zavér
Vybrané molekularni markery Ize efektivné pouzit k vytvotreni detek¢éniho systému pro ovétreni
odridové identity merunék. Vytvorenim identifikacni sady genetickych markerti se znamym

profilem u pravych odriid mize byt uvedena do praxe snadno ptenositelna metodika slouzici
ke spolehlivému a rychlému ovéfeni prodavané¢ho ¢i mnozeného materialu.
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ODOLNOST VYBRANYCH GENOTYPU REDKVICKY VUCI
NADOROVITOSTI KORENU BRUKVOVITYCH

Evaluation of resistance of selected radish genotypes to clubroot
Kopecky P.!, Hybl M., Petrzelova 1.1, Duchoslav M. 2

L Vyzkumny istav rostlinné vyroby, v. V. i., Praha
2 Univerzita Palackého Olomouc

Abstrakt

V kontrolovanych podminkach bylo testovano 70 genotypu (odrid) fedkvicky (Raphanus
sativus L.) na odolnost vu¢i nadorovitosti kofent brukvovitych. Testované genotypy
vykazovaly vysoky stupen rezistence k Plasmodiophora brassicae. Index napadeni (DI) se
pohyboval v rozmezi od 0,0 do 47,6 a procento rostlin ve stupnich napadeni 0 a 1 (RES) pak
od 42,9 do 100,0 %. Nejodolngjsimi testovanymi genotypy bez jakychkoliv pfiznakd napadeni
P. brassicae byly odridy Helios, Kader, Karissima GS, Korai Piros a Rotondo Rosso
Quarantine. Naopak nejméné odolné byly odridy Modra (DI=47,6; RES=42,9 %) a Slavia
(DI1=28,5; RES=65,6 %).

Klic¢ova slova: Raphanus sativus L., Plasmodiophora brassicae Wor., index napadeni

Abstract

A set of 70 genotypes (cultivars) of radish (Raphanus sativus L.) was tested for resistance to
clubroot under controlled conditions. Tested genotypes expressed high resistance to
Plasmodiophora brassicae. Disease index (DI) varied from 0.0 to 47.6 and percentage of plants
in infection degrees 0 and 1 (RES) varied from 42.9 to 100.0 %. Among the most resistant
genotypes without any visible symptoms of infection were cultivars Helios, Kader, Karissima
GS, Korai Piros a Rotondo Rosso Quarantine. The most susceptible cultivars were Modra
(D1=47.6; RES=42.9%) and Slavia (D1=28.5; RES=65.6%).

Keywords: Raphanus sativus L., Plasmodiophora brassicae Wor., disease index

Uvod

Redkvicka (Raphanus sativus L.) je kofenova zelenina, ktera se péstuje predevdim pro své
bulvicky, které jsou zduznatélym hypokotylem a mohou nabyvat kulovitého, ovalného nebo
protahlého tvaru a bilé, zluté, Cervené nebo fialové barvy s pfedevsim bilou duzninou.
Redkvi¢ka obsahuje predevdim sacharidy, vlakninu, bilkoviny, tuky, dale pak ve vodé
rozpustné vitaminy (Bi1, B2, Bs, Bs, Bs, Bg, C) a minerdly (vépnik, Zelezo, hot¢ik, mangan,
zinek, sodik a fosfor; Khattak, 2011), ale také bioaktivni latky, pfedev§im glukosinolaty
(glukorafenin, glukonapin, glukobrassicanapin, glukoerucin, glukorafasatin, progoitrin, 4-
hydroxyglukobrassicin a 4-methoxyglukobrassicin) a jejich hydrolyzaty isothiokyanaty (Yi et
al., 2015). Byla prokdzana souvislost mezi témito latkami a indukci apoptozy rakovinnych
buné¢k prsu, mozku, krve, kosti, tlustého stieva, zaludku, jater, plic, slinivky a prostaty (shrnuto
v Soundararajan a Kim, 2018). U fedkve byla prokazana také antidiabeticka aktivita (Banihani,
2017).

V Ceské republice je fedkvicka stile popularngjsi zeleninou, o ¢emz svédéi nartist osevnich
ploch ze 156 ha v roce 2013 na 350 ha v roce 2020 (tj. o témé&f 225 %), a skliziiové plochy ze
176 ha v roce 2013 na 356 ha v roce 2018 (tj. o vice nez 200 %). Jesté markantn&jsi je nardst
celkové sklizné fedkvi€ky v tunach, kdy v roce 2013 bylo sklizeno 605, zatimco v roce 2018
dokonce 5 054 t (tj. nartst o vice nez 835 %). To je dano piedevsim narGstem vynosu z ha,
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ktery v téchto letech vzrostl z 3,44 t/ha na 14,2 t/ha (Buchtova, 2019). Vyhodou fedkvicky je
moznost jejiho péstovani i v druhém sledu.

Puvodce nadorovitosti kofenti brukvovitych (Plasmodiophora brassicae Woronin 1877) je
znam jiz témét 150 let. Predpoklada se, ze vsichni zastupci Celedi Brassicaceae mohou byt
potencidlnimi hostiteli a také, ze predevsim kulturni plodiny jsou k tomuto patogenu vnimavé
(Diederichsen et al., 2009; Dixon, 2009). Projevem napadeni rostlin jsou predevsim typické
malformace kofene, ale také reverzibilni vadnuti listti a jejich nasledné ¢ervenani, chloréza a
nekroza. Rostliny v duisledku napadeni podzemnich Casti krni a dochazi také k urychleni
kveteni. Vynos, kvalita, chut’ a skladovatelnost produkti je tak negativné ovlivnéna a dochazi
k vyznamnym ekonomickym ztratam (Dixon, 2009). P. brassicae se vyskytuje po celém svéte,
vSude tam, kde se péstuji brukvovité plodiny. S intenzifikaci péstovani téchto plodin a
zvySovani frekvence jejich zatazeni do osevniho postupu dochazi k zvySovani infestace pudy.
Ceska republika vykazuje vysoky podil zemédélskych piid zamotenych P. brassicae piedevsim
v souvislosti se zvétsovanim ploch osévanych ozimou fepkou (Ricafova et al., 2009).

Bylo zkouseno mnoho zpusobu, jak zabranit Siteni P. brassicae, at’ uz to byly systémy rotace
plodin, vapnéni pidy za ucelem tpravy pH, fumigace nebo solarizace pudy, pouziti pesticidu
¢1 biologicka ochrana za pouziti antagonistickych bakterii nebo hub (Nott et al., 1994). Protoze
ale ptivodce nadorovitosti je schopen ptezivat v pudé po dlouhou dobu ve formé¢ odolnych
trvalych spor, nebyly tyto zpisoby piili§ ucinné. Jako nejefektivnéjsi zptisob se jevi selekce
odolnych materialti a §lechténi na rezistenci vaci P. brassicae (Nott et al., 1994; Diederichsen
et al., 2009). Cilem této prace bylo otestovat genotypy fedkvicky dostupné v Genové bance
VURYV, v.v.i. na odolnost vii¢i P. brassicae a doporuéit odolné materialy vhodné pro péstovani.

Material a Metody

Pro rezistenéni testy byly pouzity genotypy (odridy) fedkvic¢ky (Raphanus sativus L.) z kolekce
genetickych zdroji brukvovitych zelenin uchovavanych v Genové bance Vyzkumného ustavu
rostlinné vyroby, v.v.i. v ramci Narodniho programu konzervace a vyuZzivani genetickych
zdroji rostlin a agrobiodiverzity v CR (https://grinczech.vurv.cz/gringlobal/search.aspx).
Celkem bylo testovano 70 genotypu pievazné neznamého ptvodu, 9 vzorkl bylo ¢eského
puvodu, 4 z Némecka a 1 vzorek z Velké Britanie. Jako kontrola byla pouzita univerzalni
vnimava odrida pekingského zeli (Brassica rapa var. pekinensis) Granaat (ECD 05 dle
Buczacki et al., 1975). Od kazdého genotypu bylo vysévano 72 rostlin ve tfech opakovanich,
celkem tedy 216 rostlin/genotyp. Primérna klic¢ivost testovanych materialt byla 44,7 % (=
SD=10,9), takze poéty realn¢ testovanych rostlin se pohybovaly vrozmezi 55 az 175
rostlin/genotyp. Pro inokulaci byla pouzita tzv. metoda ,,spodem‘ dle Chytilové a Duska
(2007). Osivo jednotlivych genotypti bylo vyseto do agroperlitu (Profi-Grow, Ceska republika)
a thned po zaseti bylo zalito inokulem (tj. suspenzi trvalych spor P. brassicae), pfipravenym
Z nédort odebranych z rostlin na infekénim poli se smésnou populaci patogena (ECD 16/31/31,
ECD 16/22/12 dle Buczacki et al., 1975), o koncentraci 107 spor.ml* a celkovém mnozstvi 60
ml na genotyp a opakovani. Inkubace probihala v kontrolovanych podminkach fytotronu (PSI
Instruments, Ceska republika) pii teploté 23 °C den/15 °C noc, fotoperiodé 16 h den/8 hod noc
a intenzité osvitu 82 pE.m™2.s™. Nakli¢ené rostliny byly pravidelné zalévany roztokem hnojiva
Kristalon Start (AGRO CS, Ceska Republika) v koncentraci 1 g.I"" vody. Osmy tyden po
inokulaci byl hodnocen stupeni napadeni kotenového systému rostlin pomoci stupnice 0—3
(Buczacki et al., 1975; Chytilova a Dusek, 2007), kde stupenn 0 byl pouzit pro rostliny bez
pfiznakli napadeni a stupeil 3 pro rostliny se zcela deformovanou kofenovou soustavou.
Odolnost jednotlivych genotypi byla vyjadiena pomoci indexu napadeni (DI, Tabulka 1), coz
je prumérny vysledek intenzity napadeni pro populaci rostlin vyjadieny jako procento mozného
maxima (Chytilova a Dusek, 2007), a pomoci procenta rostlin ve stupnich napadeni 0 a 1 (RES,
Tabulka 2). Jako rezistentni je podle Liu et al. (2018) moZné hodnotit genotypy s DI vV rozmezi
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0 az 10, jako stfedné nachylné genotypy s DI 10 az 20 a jako nachylné genotypy s DI>20.
Souhrnné data ze tii opakovani byla dale analyzovana koresponden¢ni analyzou (CA; Legendre
a Legendre, 1998) v programu CANOCO 5 (ter Braak a Smilauer, 2012). Tato technika byla
zvolena z divodu velkého zastoupeni (25%) nulovych hodnot v datech. V CA byly
analyzovany Ctyfi stupné napadeni, které byly pied analyzou transformovany log(x+1)
transformaci. Indexy DI a RES byly v CA pouzity jako dodate¢né proménné.

Vysledky a diskuze

Testované genotypy (odridy) fedkvi¢ky vykazovaly vysoky stupen rezistence k P. brassicae
(Tabulky 1 a 2). Hodnoty DI se pohybovaly v rozmezi od 0 do 47,6 a hodnoty RES od 42,9 do
100 %, pticemz DI<10 vykazovalo 82,9 % genotypti a RES>90 % celkem 81,4 % genotypu.
Celkem pét odrud (Helios: ECN, tj. eviden¢ni Ccislo v kolekci 09H7400003; Kader:
09H7400029; Karissima GS: 09H7400030; Korai Piros: 09H7400031; Rotondo Ro0sso
Quarantine: 09H7400049) nevykazovalo zddné ptiznaky napadeni. Naopak nejméné odolné
byly odriidy Modra (09H7400087; DI=47,6; RES=42,9 %) a Slavia (09H7400007; DI=28,5;
RES=65,6 %). Variabilita v odolnosti jednotlivych genotypti je souhrnné vizualizovana
v Obrazku 1. Genotypy jsou podé€l prvni ordinacni osy umistény podle klesajici odolnosti k P.
brassicae, coz dokumentuji i gradienty hodnot obou indexti (DI, RES), siln¢ korelujici s prvni
ordinacni osou. Genotypy jsou diferencovany podé¢l druhé ordinacni osy podle klesajiciho
zastoupeni kategorie napadeni 1.

o §
-

470
7035
3511 G g
65
' 30 ©g 3820 ady
3 29 -3 119 8 12 7
> ° 4 6l (O
g 49 31 ? ; 54, 1 !
= '- 10580113 1 199
g I: 24 i1é5@ ,= O 14 87
o bl O%F A3 66
‘= g ' __,__._e-r—-&
S A2 =T D
@ ey Ty 0
£ 57@46 44 0 | a3
° 120 © 82
Q A % o102
P & Bo
‘o? . {3708 %
097 41
33
<
-1.0 Prvni ordinaéni osa (63 %) 1.0

Obr. 1. Prvni dvé ordina¢ni osy korespondenc¢ni analyzy souhrnnych dat ¢tyfi stupiiti napadeni
odrtd fedkvicky. Genotypy jsou reprezentovany prazdnymi krouzky, stupné napadeni (0, 1, 2,
3) plnymi trojuhelniky. Pro zjednoduseni jsou jednotlivé genotypy kédovany pouze koncovymi
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dvéma (tfemi) ¢isly kodu ECN. Indexy DI a RES byly v analyze pouzity jako dodatecné
proménné a jejich vektory ukazuji na smér jejich zmény v ordina¢nim prostoru. Gradient
hodnot indexu DI v prostoru ordina¢niho diagramu byl modelovéan lokalni regresi (r? = 68 %)
a je vizualizovan v diagramu pomoci ¢arkovanych &ar. Ciselné hodnoty v zavorce u popiskii os
udavaji procento celkové variability v datech, vysvétlené prisluSnou ordinacni osou.

vvvvvv

které prokazaly vysokou odolnost R. sativus vuci P. brassicae. V Japonsku byva R. sativus
dokonce pouzivana jako ,,vychytavaci plodina“ na pozemcich zamotenych P. brassicae, nebot’
bylo prokazano, Ze péstovani fedkvi snizuje mnozstvi trvalych spor P. brassicae v pudé
(Murakami et al., 2000). Druh R. sativus, do urc¢ité miry ktizitelny s druhy rodu Brassica,
ptredstavuje vyznamny potencialni zdroj rezistence pro Slechténi vici P. brassicae. Dosud se
podatilo odvodit fertilni mezidruhové hybridy mezi R. sativus a B. alboglabra
(,, Brassicoraphanus **), Brassica napus L. a n¢kterymi dal§imi druhy rodu Brassica (Chen a
Wu, 2008; Zhan et al., 2017). Vznikli kiizenci pfitom rovnéz vykazuji vysokou odolnost viici
nadorovitosti (Zhan et al., 2017). Genetické studie odhalily, Ze rezistence R. sativus
k nadorovitosti je fizena prevazné jednim dominantnim genem oznacenym Crsl se sekvenci
homologickou k dominantnimu genu rezistence vié¢i nadorovitosti Crr3 u Brassica rapa L. a
k ¢asti chromozomu 3 u Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. (Akaba et al., 2009; Kamei et al.,
2010). Recentné bylo u R. sativus detekovano pét QTL (RsCrl, RsCr2, RsCr3, RsCr4 a RsCrb)
zapojenych do mechanismu rezistence k P. brassicae (Gan et al., 2019). Ukazuje se ale, Ze
v oblastech intenzivniho péstovani fedkvi dochazi diive ¢i pozdéji k piekonani rezistence a ke
zvySenému vyskytu nadorovitosti (Dixon, 2009). Materidly ulozené v genovych bankach
predstavuji v fad¢ pripadl staré, Casto krajové odrudy, které mohou byt nositeli vlastnosti a
gentl zajimavych z hlediska soucasného Slechténi, v€etné Slechténi na rezistenci k chorobam.
Tato prace zaméfena na hledani rezistence vuci P. brassicae u polozek genetickych zdroju
fedkvicky pfinasi informace, které mohou byt relevantni nejen pro péstitele, ale i pro rezistencni
Slechténi.

Tabulka 1: Index napadeni (DI) hodnocenych genotypu Fedkvicky

DI Pocet genotypt | Stupen odolnosti / nachylnosti genotypii (Liu et al., 2018)
0,0 5 vysoce odolné

0,1-9,9 53 odolné

10,0-19,9 8 sttedn¢ nachylné

20,0-50,0 4 nachylné

50,1-100,0 0 vysoce nachylné

celkem 70

Tabulka 2: Zastoupeni rezistentnich genotypt v souboru testovanych iFedkvic¢ek

RES (%) Pocet genotypt
100,0 12

90,0-99,9 45

80,0-89,9 8

70,0-79,9 3

0,0-69,9 2

celkem 70
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Zavér

Jako nejvhodnéjsi pro péstovani v oblastech s vyskytem nadorovitosti byly vyhodnoceny
odridy Helios, Kader, Karissima GS, Korai Piros a Rotondo Rosso Quarantine, které v testech
nevykazovaly Zadné ptiznaky napadeni P. brassicae. Naopak jako nevhodné se jevi odridy
Modra a Slavia. Vysledky ziskané z experimenti v kontrolovanych podminkach budou
verifikovany v polnich podminkéch na infekénim poli.
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JE UKOCENI FYZIKALNI DORMANCE SEMEN MEDICAGO
TRUNCATULA A PISUM SATIVUM SUBSP. ELATIUS
TESTOVANYCH V PUDNICH PODMINKACH ADAPTIVNI
PLASTICITOU NEBO BET-HEDGING STRATEGII?

Does physical seed dormancy release in soil condition of Medicago
truncatula and Pisum sativum subsp. elatius respond to adaptive plasticity
or bet-hedging strategy?
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L Vyzkumny tistav rostlinné vyroby, v.v.i., Praha
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Abstrakt

Ustanoveni trvani dormance semen, a naopak nacasovani kli¢eni jsou zdkladni vlastnosti pro
zivot rostlin. Celkem u 112 polozek tolice (Medicago truncatula) a 46 polozek planého hrachu
(Pisum sativum subsp. elatius) byl hodnocen vliv podminek ptidni semenné banky na dormanci
semen po dobu 3 mésicti v rozmezi tii po sobé nasledujicich let (2017-2019) na tfech lokalitach
odlisujicich se klimatickymi podminkami (Mad’arsko, Spanélsko a Recko). Ukonéeni fyzikalni
dormance semen po exhumaci z pidy a hodnoceni v laboratornich podminkach (25/15°C, 21
dni) byly dany do souvislosti s podminkami semenné banky a makro-environmentalnimi
proménnymi arealu ptvodu jednotlivych polozek. Adaptivni strategie byla u danych druha
odlis$na. V ptudnich podminkach vykazoval plany hrach vyssi fenotypovou plasticitu nez tolice,
zatimco tolice méla vyssi bet-hedging. V suchych ptidnich podminkach vykazovaly oba druhy
bet-hedging strategii.

Klic¢ova slova: kli¢eni, Medicago, hrach, plasticita, dormance semen, pudni semenna banka,
bet-hedging

Abstract

Establishment and duration of seed dormancy and conversely timing of germination are traits
crucial for plant life. We used Medicago truncatula (medic) and Pisum sativum subsp. elatius
(wild pea) accessions originating from variable environmental conditions of Mediterranean
basin to study physical seed dormancy release in seeds bank soil. The effect of soil environment
on the physical seed dormancy release over period of 3 months in three localities (Hungary,
Spain and Greece) during three years (2017-t0-2019) was tested on 112 acc. in medic and 46
acc. in wild pea. Physical seed dormancy release after soil exhumation and testing under
laboratory condition (25/15°C 21 days) were related to seed bank conditions and macro-
environmental variables of the site of accession’s origin. The adaptive strategy was different
between two legume species. In soil conditions, wild pea showed higher phenotypic plasticity
than barrel medic, while this last had higher bet-hedging within-season. When the soil
conditions were dry, both species showed bet-hedging among-season.

Keywords: germination; Medicago; pea; plasticity; seed dormancy; soil seed bank, bet-hedging

Uvod
Ustanoveni a trvani dormance semen a naopak nacasovani kliceni jsou klicové vlastnosti pro
zivot rostlin. Vzchazeni rostlin je obzvlasté zranitelné obdobi ovlivitujici populaéni a komunitni
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dynamiku (Larson et al. 2020). Regulace vegetacniho klidu semen je proto nezbytnd pro
ochranu embrya pted vyklicenim do ¢asto nepiedvidatelného prostredi. K fizeni tohoto procesu
se vyvinuly rtizné mechanizmy inhibice kli¢eni semen ve vztahu k rozmanitosti stanovist’ a
klimatickych podminek (Baskin a Baskin 2014). V sezonnim podnebi dochézi ke kliceni a ristu
rostlin pfedevsim v ro¢nim obdobi s dostate¢nym mnozstvim srazek, a naopak k Sifeni semen
v dobé nevhodné pro kliceni. Rozdilnost prostfedi ma piredvidatelné i neptedvidatelné
proménné (Simons 2014). Fenotypova plasticita, napt. schopnost genotypu ménit sviij fenotyp
v reakci na proménlivost prostiedi je spolu s pfirozenym vybérem plisobicim na genotypy stejné
dilezitym zplisobem adaptace. Dvé hlavni trovné adaptace na zménu prostiedi s cilem
maximalizovat fitness v kazdém prostiedi jsou adaptivni fenotypova plasticita a bet-hedging
(Sultan 2000, Venable 2007).

Tolice (Medicago truncatula) je zastupcem druhi piizpiisobenych typickému stiedomoiskému
podnebi, které se vyznacuje silnou sezonnosti s horkymi a suchymi 1éty, Casto s velkymi
dennimi teplotnimi amplitudami, nasledované srdzkami v obdobi podzim a zima. Podobné
plany hrach (Pisum sativum subsp. elatius) se svym Sirokym ptvodnim rozsifenim od
zapadniho Stfedomofi, pfes jihovychodni Evropu na Stfedni vychod (Smykal et al. 2017)
poskytuje vynikajici model pro studium fyzikalni dormance semen luskovin v ekologickém
kontextu (Hradilova et al. 2019). Vzhledem k omezenym znalostem regulace dormance
luskovin (Smykal et al. 2017) se tato studie zabyvala asociaci mezi dormanci a faktory
prostiedi, a to jak v misté ptivodu, tak v téch, které se vyskytly v redlném case.

Material a Metody
Semena 112 vybranych polozek Medicago truncatula pochazejicich z INRA Montpellier
(http://www1.montpellier.inra.fr) a z University of Minnesota, USA

(http://www.medicagohapmap.org) odpovidaji studii Renzi et al. (2020). Rostliny byly
péstovany ve sklenicich na Katedfe botaniky Univerzity Palackého v Olomouci v obdobi od
zaii do kvétna (2017, 2018, 2019). Pro pokryti geografického rozsahu druhti a rtiznych
ekologickych podminek bylo vybrano 46 planych hrachd (Pisum sativum subsp. elatius)(dle
Smykal et al. 2017, Hradilova et al. 2019). Rostliny byly péstovany v nadobach o objemu 3
litry (smés 1:9 pisku a rageliny (Florcom Profi, BB Com Ltd., Cesko). Pro prodlouZeni
fotoperiody na 14 hodin bylo piisvétlovano (Hortilux Schreder, Holland, Sylvania Grolux 600
W). Zralé lusky byly sklizeny do papirovych sackti, vysouSeny pii pokojové teploté a nasledné
manualné vycistény. Poté byla semena (100 u tolice resp. 50 ks u hrachu) zabalena do
propustnych nylonovych sackii a béhem 2 az 3 tydnti od sklizn€ odeslana na ptislusné lokality.
Stejné mnozstvi semen bylo testovano v laboratornich podminkach (Hradilova et al. 2019,
Renzi et al. 2020). Sacky se semeny byly uloZzeny do hloubky 5 c¢cm na otevieném misté
chranéné draténou kleci tak, aby bylo zabranéno predaci. Tato semena byla vystavena vlivim
prostiedi od 15. &ervna do konce zafi v letech 2017, 2018 a 2019. Udaje o pribéhu pocasi
V jednotlivych letech byly zaznamendvany na nedaleké meteorologické stanici. Testovani
probihalo na tfech lokalitach: Cordoba, jizni Spanélsko (SPN, 37,858933° s. 8., -4,800390° v.
d., 180 m n. m.), Panormo, Kréta, Recko (GRC, 35,4174721°s. 8., 24,6829471° v. d., 132 mn.
m.) a Villany, jizni Mad’arsko (HUN, 45,8652763° s. §., 18,4455547° v. d., 133 m n. m.). Dv¢
lokality odpovidaji letnimu aridnimu piidnimu typu prostiedi (SPN a GRC) a jedna humidnim
pidnim podminkdm (HUN). Nasledné byly sacky vykopany a b&hem 2 dnl odeslany do
laboratote (UP, Olomouc), kde byla semena klasifikovana na kli¢ivé, bobtnajici a dormantni.
Semena, u kterych doslo k ukonceni dormance (vyklicené + nabobtnalé) byla nazvana mirou
ukonceni fyzikalni dormance semen béhem pidniho hodnoceni,,PY release si*. Druha skupina
semen byla poloZena na vlhky filtraéni papir v Petriho misce a ponechana pro nakliceni pfi
teploté 25 °C. Pro zabranéni rastu plisni (sterilizace by zménila vlastnosti osemeni) byl
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aplikovan fungicid (Maxim XL 035 FS; obsahujici metalaxyl 10 g a fludioxonil 25 g). Semena
byla monitorovana ve 24 hodinovych intervalech po dobu 21 dni (Hradilova et al. 2019, Renzi
et al. 2020). Vyklicend a nabobtnala semena béhem piidniho a nasledného laboratorniho
testovani byla nazvana (PY release soil + testing) -

K ziskani informaci o klimatu (obdobi 1970-2000) byla pouzita databaze WorldClim
(http://worldclim.org) verze 2.0. Data byla extrahovana pomoci softwaru DIVA-GIS z ESRI
miizek s prostorovym rozliSenim 30 obloukovych sekund (~ 1 km) ve WGS-84 (EPSG: 4326)
a nasledné analyzovdna pomoci Pearsonova korelacniho koeficientu. Jedna z dvojice
proménnych korelovanych nad 0,7 byla odstranéna. Bioklimatické proménné byly vybrany tak,
aby reprezentovaly letni a zimni trendy a extrémni teplotni a srdzkové podminky. Analyzou
hlavnich komponent (PCA) byla softwarem InfoStat (2019) vyjadiena matice redukované sady
proménnych WordClim; nejvyssi teplota nejteplejStho mésice (BIOS), primérnd teplota
nejteplejSiho Ctvrtleti (BIO10), ro¢ni srazky (BIO12), srazky nejdestivejsiho Ctvrtleti (BIO16)
a srazky nejteplejSiho ctvrtleti (BIO18). Polozky byly seskupeny do ¢tyf makroklimatickych
klastriit na zakladé euklidovské vzdalenosti environmentalnich proménnych pouzitych pro
vypocty PCA. Shlukovani bylo provedeno pomoci Wardova algoritmu minimalnich odchylek.
Vysledné Ctyfi environmentalni klastry jsou: i) Sucho-sucho (¢erveny) suché oblasti (vysoka
teplota a nizké srazky) jak béhem obdobi konce dormance (Iéto), tak 1 vegetacniho ristu
(podzim-zima), ii) sucho-vlhko (zeleny) suché podminky (vysoka teplota a nizké srazky) béhem
obdobi konce dormance, ale vlhké podminky béhem vegetacniho obdobi, iii) vlhko-sucho
(Zluty) vlhké podminky (stfedni teplota a vysoké srazky) béhem obdobi konce dormance, ale
suché podminky béhem vegetacniho obdobi a iv) vihko-vlihko (modry) vlhké podminky (stfedni
teplota a vysoké srazky) jak béhem obdobi konce dormance, tak 1 béhem vegeta¢niho obdobi.

Reakéni normy pro kazdy makroklimaticky klastr byly odhadnuty takto: kazda linearni regrese
piedstavuje data pro jiny klastr a i¢inek ptidni vlhkosti (pocet udalosti a celkové srazky) zv1ast
pro kazdou miru ukonceni dormance (ptidni i laboratorni, Valladares et al., 2006). Pro
posouzeni zmény hodnoceného znaku v reakci na suché nebo vlhké piadni podminky, byly
prumérné hodnoty miry ukonceni dormance v ramci 1 mezi jednotlivymi shluky analyzovany
pomoci ANOVA a porovnany Fisherovym testem.

Vysledky a diskuze

U tolice i planého hrachu byl pozorovan vyznamny rozdil v mife ukonfeni dormance jak
pudniho, tak i1 nasledného laboratorniho testovani v kontrolovanych podminkéch. Mira
ukonceni dormance v pudnich podminkach se u tolice mezi jednotlivymi polozkami
pohybovala od 16 do 79 % s prumérem 44 % (SD =27) a od 7 do 96 % s prim&rem 26 % (SD
= 34) u planého hrachu. Po testovani v kontrolovanych podminkach se priimérna mira ukonceni
dormance zvysila na 72 % (SD = 20) u tolice a na 79 % (SD = 23) u planého hrachu.

U obou druhli vykazala lokalita Mad’arsko (HUN) trend vys§i miry ukonceni dormance v
pudnich podminkach, coz souviselo s vyssi vlhkosti a nizsi teplotou oproti lokalitam SPN a
GRC. U tolice byla frekvence srazek asociovana vice nez s celkovym thrnem (mm), na rozdil
od planého hrachu, ktery vykazoval signifikantni pozitivni regresi v obou parametrech prostredi

(obr. 1).
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Obr. 9: Regrese mezi a) frekvenci srazek b) teplotou c) stupiio-dny d) béhem obdobi
pohibivani a proporci ukonceni dormance semen u tolice (vlevo) a planého hrachu

(vpravo).
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PCA redukovaného datového souboru Wordclim (obr. 2) zndzorfuje Ctyii shluky ve vztahu k
makroklimatickym podminkdm plvodu, pfevdzné se liSici letnimi a podzimné-zimnimi
podminkami. PC1 vysvétluje 56,2 % (tolice) a 59,8 % (plany hrach) z celkové variace a Ize jej
interpretovat jako gradient letni aridity. PC2 ptedstavuje 34,6 % (tolice) a 22,9 % (plany hrach)
z celkové variace a lze jej interpretovat jako gradient zimni aridity. Letni sucho omezuje riist a
je hlavni pfi¢inou mortality sazenic, zatimco sucho v obdobi podzim-zima omezuje vegetativni
rast. Shluk sucho-sucho odpovida nejméné piiznivym podminkam k pteziti a rastu rostlin.
Tento klastr obsahuje nejvétsi pocet polozek s 54 % tolice a 41 % planého hrachu (obr. 2). Byly

102



OBSAH
Uroda 12/2020, védeckd pfiloha ¢asopisu

pozorovany rozdily v odezvé dormance ve vztahu k pidnimu prostfedi, makroklimatu mista
puvodu polozky i mezi obéma rostlinnymi druhy.

Humidni podminky (Mad’arsko) zvysily u obou druhti podil miry ukonceni dormance semen v
pudnich podminkach (vice potencialniho kli¢eni) ve vztahu k suché pudé. Rozsah zmény miry
ukonc¢eni dormance v reakci na pudni podminky ukézal adaptivni fenotypovou plasticitu, ktera
byla vyssi u planého hrachu ve srovnani s tolici. Na druhou stranu rezidualni rozptyl linearni
regrese v piipad¢ planého hrachu byl nizsi nez u tolice. Vysoka odchylka v ro¢nim obdobi u
miry ukoncéeni dormance semen v pidnich podminkach by mohla byt zptisobena reakci bet-
hedging strategie na nepiedvidatelnost prostfedi (Simons 2014). Adaptivni plasticita a bet-
hedging reakce na miru ukonéeni dormance jak v pidnich podminkach, tak i béhem nasledného
testovani v laboratornich podminkéch byla u obou druhii niz§i nez mira ukon¢eni dormance
pouze v pudnich podminkach (obr. 2). Vzhledem k makroklimatickym podminkdm se mira
dormance u vzorkti pochazejicich ze shluku vlhko-vlhko u obou druhti v reakci na ptdni
podminky (obr. 2) obvykle vyznamné nezménila (r> 0,10).

Obr. 10: Analyza hlavnich komponent (PCA) vybranych bioklimatickych dat planého hrachu
(a) a tolice (b). Vysoka mira ukon€eni dormance semen a nasledné potencialni kliceni odpovida
vysoké hodnoté BIO 18 (srazky nejteplejsiho Ctvrtleti) a nizkému BIO 5 a 10 (maximalni teplota
nejteplejSiho mésice a primérna teplota nejteplejSiho Ctvrtleti). Vhodné podminky pro rist
rostlin byly spojeny s vysokym BIO12 a 16 (ro¢ni srazky a srdzky nejvlhciho ctvrtleti).
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U tolice se neprokazal vyznamny rozdil v uvoliiovani semen z fyzikalni dormance ve vztahu k
environmentalnim klastrim a pidnim podminkdm (obr. 4a). U planého hrachu byla v
podminkach sucho-vlihko vyssi mira semen s ukonéenou dormanci nez u ostatnich klastrti se
suchou ptdou (obr. 4b). Kromé toho makroklima sucho-sucho a sucho-vihko vykazovalo vyssi
miru ukonceni dormance semen (pfipravené ke kliceni) ve vlhkych pidnich podminkach (obr.
4b).
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Obr. 11: Mira dormance semen tolice (a, b) a planého hrachu (c, d) po exhumaci z pidy
a nasledném testovani v kontrolovanych podminkach (vlhko pfi 25 °C) v reakci na
prostiedi pidni semenné banky (sucho na lokalitich SPN a GRC, vlhko na lokalité¢ HUN

v letech 2017 az 2019).
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Cervené, zelené, Zluté a modré linie odpovidaji makroenvironmentalnim klastrim sucho-sucho, sucho-vlhko,
vlhko-sucho a vlhko-vlhko. Pismena oznacuji signifikantné odlisna makroprosttedi a barevné hvézdy oznaduji
signifikantné odlisné prostfedi ptidni semenné banky (LSD test). Svislé Gisecky oznacuji + stiedni chybu priméru.
,» ¥ ¥ oznacuji vyznamnost pii p <0,01, pfi p <0,05 a ,,ns* statisticky neprukazny rozdil (p> 0,05).

Ptredpoklada se, ze kolisani teploty (Baskin a Baskin, 2014) je jednou z hlavnich pti¢in ukon¢eni
fyzikéalni dormance, coz bylo experimentdlné potvrzeno u nékolika druhii luskovin, vcetné
hrachu a tolice (Hradilova et al., 2019; Renzi et al. 2020). Oscilace plidni vlhkosti vSak byla
studovdna mnohem mén¢ kviili problémlim s jejim fizenim a manipulaci a nejsou pIn€ ovétena
v laboratornich experimentech. Tato studie ukazuje ukonceni vegeta¢niho klidu u dvou druhti
v ptirozenych podminkach plidni semenné banky a efekt dostupnosti vody v pfirozeném
prostfedi. Pfedchozi prace analyzovala pouze dormanci v kontrolovanych laboratornich
podminkach v prosttedi nasyceném vodou a nebylo manipulovano s vodnim potencialem
(Hradilova et al. 2019; Renzi et al. 2020). V této studii byla k minimalizaci vlivu matetského
prostfedi pouzita plné€ zrald sucha semena ziskana z rostlin péstovanych ve skleniku béhem tii

rokti (2017 az 2019).
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Obr. 12: Ukonéeni dormance semen po exhumaci z pudy (vlevo) a po testovani (vpravo)
v reakci na pidni podminky prostiedi (suché a vlhké) u tolice (a) a planého hrachu (b)
seskupeném dle makroklimatickych podminek
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Svislé usecky oznacuji + stiedni chybu priméru. Mala pismena oznacuji vyznamné odlisné prostfedky s ohledem
na makroklimatické podminky pro kazdou piidni podminku a velka pismena mezi pidnimi podminkami (Fisherav
LSD test, a = 0,05)

Riziko neuspé$ného vzchazeni rostlin se zvySuje, pokud jsou srazky spoustéjici kliceni
doprovazeny prodlouzenym suchem béhem vegeta¢niho obdobi podzim-zima (Larson et al.
2020). Investice do dormance je tedy strategii k zajiSténi vytrvalosti. Fyzikalni dormance byla
vy$§i v suchych pidnich podminkéach nez ve vlhkych (81 vs. 38 %; p <0,01), ale liSila se mezi
druhy v zavislosti na vlhkostnich podminkach ptady a dostupnosti vody v laboratofi (obr. 3). V
suchych podminkach (sucha ptida a okamzit¢ exhumovana semena) byla dormance vyssi u
planého hrachu neZz u tolice (96 vs. 68 %, p < 0,01), ale ve vlhkych podminkéch (vlhka piida a
vodni nasycenost v laboratofi) byla dormance vyssi u tolice neZ u planého hrachu (20 vs 8 %,
p < 0,01). Kapacita bet-hedgingu mezi ro¢nimi obdobimi by tedy zavisela na padnich
podminkach a plasticité¢ druhu modifikujici jejich reakei.

Tato studie podporuje hypotézu, Ze v nckterych piipadech je dormance spojena
s environmentalnimi faktory v misté jejich vzniku (makroklimatické), a je tedy adaptivni. Vyssi
podil semen s dormanci se o¢ekava na mistech s niz§imi srazkami (Hudson et al. 2015), coz
bylo skute¢né pozorovano u planého hrachu, ne vSak u tolice. U tolice se mezi jednotlivymi
shluky neprojevil signifikantni rozdil v ukon¢eni dormance (obr. 8a), zatimco plany hrach ve
shluku sucho-vlhko vykazoval vy$si miru ukonceni fyzikalni dormance u semen v suchych
pudnich podminkéach. Toto lze povaZovat za vysoce adaptivni strategii, kterd je vysledkem
silného selekéniho tlaku na vybér prostfedi v pribéhu casu. Na druhou stranu méné
predvidatelngjsi suché letni prosttedi (shluky sucho-sucho a sucho-vlhko) mtze vyselektovat
diive v pribéhu ro¢niho obdobi fenologii kli¢eni (niz§i dormanci).

Adaptivni fenotypova plasticita a bet-hedging v ro¢nim obdobi i mezi jednotlivymi rocnimi
obdobimi by mohly zlepsit fitness v ramci variaci prostfedi. Vztah mezi t€émito dvéma zplisoby
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reakce by mohl byt strategii, kterd chrani druhy proti nepfedvidatelnosti lokalniho prostredi.
Ukonceni dormance semen je idealni pro studium takového vztahu, protoze vykazuje plasticitu
ve vztahu k environmentalnim faktorim (svétlo, teplota, voda, atd.), odchylky v potencialnim
kli¢eni béhem ro¢niho obdobi (bed-hedging v ramci sezdny) a riizna Groven dormance semen
mezi vegetaénimi obdobimi (mezisezonni bed-hedging).

Zavér

Adaptivni strategie byla u dvou studovanych druhi luskovin odlisna. V pfirozenych ptidnich
podminkach vykazoval plany hrach vyssi adaptivni fenotypovou plasticitu nez tolice, zatimco
tolice méla vyssi bet-hedging béhem roc¢niho obdobi. V suchych ptidnich podminkéch
vykazovaly oba druhy bet-hedging strategii. Naopak, s vySsi dostupnosti vody se zvysil
potencial ukonéeni dormance. NasSe zjisténi naznacuji, ze adaptivni plasticita a bet-hedging jsou
dualezitou soucasti mechanismu ukonceni dormance a kliceni.
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HODNOCENI ODOLNOSTI SOUBORU :IéRNiCH JECMENU
(HORDEUM VULGAREL.) VUCI SUCHU

Evaluation of drought response in a set of spring barley genotypes
(HORDEUM VULGARE)

Kosova K., Vitamvas P., Ovesna J., Nesvadba Z., Prasil 1. T.

Vyzkumny ustav rostlinné vyroby, v.v.i., Praha

Abstrakt

Sucho patfi celosvétové mezi nejvyznamnéjsi environmentalni stresové faktory snizujici vynos
a kvalitu rostlinné produkce. Porozuméni klicovym fyziologickym mechanismim
podmiiiujicim zvySenou odolnost (toleranci) vic¢i suchu predstavuje ziklad pro Slechténi
novych genotyptl se zvySenou odolnosti k suchu. Cilem nasi studie bylo fenotypovani odezvy
na postupné se zvysujici stres sucha u souboru 22 genotypu jarnich je¢mend na zakladé
relativné rychlych stanoveni ristovych charakteristik (hmotnost nadzemni biomasy), obsahu
vody v listovych pletivech (pomér Cerstvé a suché hmotnosti 2. listu), osmotického potencialu
a fluorescence chlorofylu - parametru maximalni fotochemicka ta¢innost fotosystému II Fv/Fm
jako nepiimého ukazatele stavu fotosyntetického aparatu. Ziskana data ukazala odliSnou
odezvu riiznych genotypii na aplikované sucho na turovni Fv/Fm, osmotického potencidlu,
hmotnosti nadzemni biomasy i obsahu vody v listech. Klastrova analyza Z-skore
transformovanych dat z pomérii suchych variant ke kontrolnim rozd¢lila soubor 22 genotypt
na Ctyfi skupiny s rozdilnou odezvou na sucho. Hodnoceni fyziologickych charakteristik
s naslednou mnohorozmérnou statistickou analyzou lze tedy vyuzit jako vhodny nastroj pro
rozliSeni riznych typt stresové odezvy obilnin.

Kli¢ova slova: sucho; jeCmen sety; rastové charakteristiky; Fv/Fm; osmoticky potencial;
klastrova analyza

Abstract

Drought represents globally probably the most important environmental stress factor adversely
affecting crop yield and quality. Understanding the key physiological mechanisms underlying
enhanced drought tolerance represents the basis for breeding novel varieties with improved
drought tolerance. The aim of our study lies in phenotyping responses to increasing drought
levels in a set of 22 spring barley genotypes based on the assessment of growth-related
characteristics (total shoot biomass weight), water content in leaf tissues (a ratio between
drought and fresh weight of 2nd leaf), osmotic potential and chlorophyll fluorescence parameter
maximum quantum yield of photosystem Il photochemistry Fv/Fm. Cluster analysis of Z-score
transformed data of the ratios of drought-treated variants to control ones distinguished the
genotypes into four groups revealing differential kind of drought response. Assessment of basic
growth and physiological characteristics followed by multidimensional statistical analysis can
be utilized as a useful tool for distinguishing differential types of stress responses in cereals.
Key words: drought; barley; growth-related characteristics; Fv/Fm; osmotic potential; cluster
analysis

Uvod

Sucho predstavuje celosvétové nejvyznamnéjsi stresovy faktor snizujici vynos a kvalitu
rostlinné produkce. Sucho je komplexni fenomén z hlediska rtiznych védnich disciplin,
Z hlediska rostlinné fyziologie a agronomie jsou kli¢ové definice tzv. fyziologického sucha jako
stavu, kdy vydej vody rostlinou (prytem) pfevysuje jeji piijem koteny, a agronomického sucha,
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které predstavuje stav, kdy nedostatek vody vede k min. 10% sniZeni vynosu oproti optimalni
zalivee. Sucho ma specifické dopady na riizné fyziologické procesy (vodni rezim, fotosyntéza)
a rizna vyvojova stadia rostlin (vegetativni vs. reproduktivni stadium; blize viz Kosova et al.
2014).

Naprosta vétSina zemédeélskych plodin patii mezi tzv. homoiohydrické rostliny, tj. rostliny,
které jsou citlivé k bunééné dehydrataci. Rostlina se snazi i za snizeného piijmu vody udrzet
homeostazi, tj. relativné nezménény obsah vody v rostlinnych pletivech. Jelikoz se vSak piijem
i vydej vody z rostlinnych pletiv fidi gradientem vodniho potencidlu, v systému ptida — rostlina
— vzduch, za podminek snizené¢ho obsahu vody v ptidé 1ze udrzet piijem vody z ptidy do bun¢k
jedin¢ diky zvySené akumulaci tzv. osmoticky aktivnich latek, coz vede k tzv. osmotickému
prizptisobeni, tj. snizeni osmotického potencialu jako hlavni slozky vodniho potencialu (Serraj
a Sinclair 2002).

Fotosyntéza piedstavuje klicovy metabolicky proces z hlediska odezvy na sucho. U C3 rostlin,
k nimz patii obilniny ze skupiny Triticeae vCetné¢ je¢mene seté¢ho, vede zavieni priaducht v
dusledku snizeného obsahu vody soucasné i k snizenému piijmu CO: a ke snizeni rychlosti tzv.
sekundarnich fotosyntetickych procest spojenych s asimilaci CO,. Primarni fotosyntetické
procesy spojené s absorpci svételného zafeni a aktivaci tzv. fotosyntetického
elektrontransportniho fetézce vSak zavisi na jinych faktorech (ozafenost), takze za sucha
dochazi k diskrepancim mezi primarnimi a sekundidrnimi fotosyntetickymi procesy a
v dasledku toho k nartistu procesii spojenych s disipaci absorbované energie, a to bud’ termalni
disipaci, vyjadienou pomoci tzv. nefotochemického zhaseni fluorescence, anebo tzv.
fluorescenci chlorofylu a v reakénim centru fotosystému II. Fluorescenéni parametr zvany
maximalni fotochemicka uc¢innost fotosystému II Fv/Fm se pouzivéa jako nepifimy ukazatel
stresu; jeho hodnoty se u riznych rostlin za optimalnich podminek pohybuji kolem 0.82, a za
stresu klesaji (Krause a Weis 1991; Rizza et al. 2001).

Cilem nasi studie bylo provést fenotypovani sady 22 jarnich je¢mena z hlediska jejich odezvy
na sucho na zakladé stanoveni zakladnich charakteristik spojenych s ristem a vyvojem rostlin
(pocCet listt, délka a Sitka 2. listu), obsahem vody v listovych pletivech (pomér Cerstva
hmotnost/suchd hmotnost), osmoticky potencial, a fluorescencni parametr Fv/Fm jako neptimy
indikator stavu fotosyntetického aparatu (aktivity fotosystému II).

Material a metodika

Byl hodnocen soubor 22 genotypti jarniho jeCmene, skladajici se z 5 odriid registrovanych v
CR (Sebastian, Laudis 550, Petrus, Spitfire, Aligator), 2 odriid (Atlas 68, Tadmor)
pochazejicich ze suchého prostfedi (Syrie, USA) a pouzitych jako standardy, a z 15
Slechtitelskych linii, které byly ziskany z Vyzkumného centra SELTON, s.r.o., SS Stupice.
Osivo bylo pred nakli¢ovanim promyto postupné studenou, teplou vodou, 1 % dezinfekénim
roztokem chlornanu sodného (SAVO), studenou a destilovanou vodou a bylo nakli¢ovédno za
stiidavého plisobeni optimdlni teploty (20 °C) a chladu (5 °C) celkem po dobu 5 dnii (1 den pii
20 °C nasledovany 3 dny pii 5 °C a 1 dnem pii 20 °C), aby byla zajist€éna co nejvyssi
homogenita kli¢eni.

Organizace experimentl: Nakli¢ené osivo bylo vyseto po 8 zrnech do kvétina€l naplnénych
200 g zahradnického substratu B, prekryto 60 g substratu a zalito na 75% plidni vodni kapacity
(PVK; zhruba 70 ml vody; vyslednd hmotnost kvétinace zhruba 350 g) jako optimalni zalivka.
Kazdy genotyp byl vyset po 8 zrnech do tii kvétinact slouZzicich jako kontrolni varianta a tfi
kvétinact urcenych pro suchou variantu. Po dobu prvnich 10 dnt od vysevu byly obé varianty
zalévany gravimetricky na 75 % PVK, poté byla u suché varianty zélivka sniZzena na 35 % PVK.
Posledni 4 dny pted odbérem nebyly suché varianty zalévany, ¢cimz obsah vody v padé v dobé
odbéru klesl aZ na cca 20 % PVK (Obr. 1). Po 14 dnech od vysevu pii stalé zalivce na 75 %
PVK byly provedeny fyziologické analyzy odebranych kontrolnich rostlin a po 21 dnech od
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vysevu byly provedeny fyziologické analyzy rostlin ze suché varianty, tj. rostlin péstovanych
prvnich 10 dni od vysevu pii 75 % PVK, dalsich 7 dnii péstovanych pod snizenou zavlahou
35 % PVK a nasledné 4 dny vystavenych vysychani na 15-20 % PVK. Péstovani probihalo
Vv kontrolovanych podminkach klimaboxu (typ Tyler T-64, Budapest, Mad’arsko) pfi teploté 18
°C, iradianci 350 pmol m?s? a dlouhodennim rezimu (16 h svétlo/ 8 h tma). V jednom
klimaboxu bylo soucasné¢ kultivovano 20 genotypu plus 2 genotypy Atlas 68 a Tadmor
pouzivané jako standardy pro porovnani testovanych parametri.

V dob¢ odbéru byly stanoveny nasledujici charakteristiky: Pocet vzeslych rostlin v kvétinaci,
hmotnost celkové nadzemni biomasy v kvétinaci, Cerstva a suchd hmotnost 2. listu, délka a
Sitka 2. listu ze 4 rostlin (plocha 2. listu), fluorescencni parametr maximalni fotochemicka
ucinnost fotosystému II Fv/Fm, osmoticky potencial §tavy vymackané z 2. listu. Hmotnost
nadzemni biomasy, Cerstva a suchd hmotnost byly stanoveny gravimetricky (analytické vahy
Sartorius), délka a Sitka 2. listu byly stanoveny méfenim, fluorescencni parametr Fv/Fm byl
stanoven u temnotné adaptovanych rostlin (min. 30 min. ve tm¢) pomoci ru¢niho fluorometru
FluorPen FP100 (PSI, Drasov, Brno, CR), osmoticky potencial byl stanoven jako osmolarita
pomoci osmometru VAPRO (Wescor, Utah, USA). VSechna data byla stanovena jako
minimaln¢ 4 biologickéd opakovani. Jednotlivé charakteristiky (kontrolni i suché varianty vSech
genotypil jako jeden soubor dat) byly vyhodnoceny pomoci analyzy rozptylu (ANOVA),
signifikantni rozdily na hladiné 0,05 byly stanoveny pomoci Duncanova testu rozpéti (DMRT)
v programu STATISTICA verze 13 (TIBCO Inc.). Klastrova analyza Z-skore
transformovanych pomérit suché a kontrolni varianty (S/K) z jednotlivych charakteristik
(fluorescencni parametr maximalni fotochemicka ucinnost fotosystému II Fv/Fm, osmoticky
potencial, hmotnost nadzemni biomasy, pomé&r suché a €erstvé hmotnosti 2. listu (%), plocha
2. listu) byla provedena v softwaru Permutmatrix verze 1.9.3 (Caraux a Pinloche 2005) za uziti
Euklideanskych vzdalenosti a Wardovych minimalnich kritérii.
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Obr. 1. Schéma uspofadani experimentu. Prvnich 10 dni od vysazeni naklicenych semen byly
vSechny rostliny (kontrolni i sucha varianta) zalévany na 75% pidni vodni kapacity (PVK).
Nasledné byly na 75 % PVK zalévany pouze kontrolni rostliny az do doby odbéru, tj. 14 dnt
od vysazeni rostlin, zatimco u suché varianty byla nejprve dalSich 7 dnii zalivka sniZzena na 35%
PVK, a néasledné¢ byly dal$i 4 dny aZ do odbéru ponechany zcela bez zalivky, ¢imz se obsah
vody V pidé (zahradnicky substrat) snizil az na zhruba 20% PVK v dob¢ odbéru. Suché varianty
byly odebirany 21 dnii od vysazeni rostlin.
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Vysledky a diskuse

Bylo provedeno hodnoceni odolnosti souboru 20 genotypii jarnich je¢menti viici suchu (deficitu
vody). Jednalo se o nadobovy pokus, rostliny byly péstovany v klimaboxu (t = 18 °C, 16 h
fotoperioda) v kvétinacich naplnénych zahradnickym substratem, u né¢hoz byly stanoveny
mezni hodnoty ptidni vodni kapacity (PVK; 0% = vysuseni v susarné pii 60 °C; 100% nasyceni
vodou). Rostliny byly péstovany do stadia 3 listli a nasledné byl odebran 2. list pln¢ vyvinuty
pro analyzu biomasy, poméru Cerstvé hmotnosti a susiny, stanoveni fluorescence chlorofylu a
parametr maximalni fotochemicka tc¢innost fotosystému II Fv/Fm a stanoveni osmotického
potencialu. Kontrolni rostliny byly po celou dobu péstovani (14 dni) zalévany na 75% PVK;
rostliny vystavené suchu byly prvnich 10 dnt (vzchézeni rostlin az vytvofeni pln¢ vyvinutého
1. listu) zalévany na 75%, nasledn¢ byly dalSich 7 dnii (vytvofeni 2. a 3. listu) zalévany na 35%
PVK a poté byly pied odbérem ponechany 4 dny bez zalivky, ¢imz doslo k poklesu na cca 20%
PVK. Tento zptisob péstovani a o 7 dnil pozdéjsi doba odbéru suchych variant byly zvoleny
proto, aby ob¢ varianty byly v dob€ odbéru ve stejné fenologické fazi vyvoje (plné vyvinuty 2.
listajiz vytvoteny 3. list), nebot snizena zalivka vede k opozdéni vyvoje rostlin. U obou variant
(kontrola i sucho) byly odebrany 2. listy pro analyzu zakladnich rustovych charakteristik (délka
a Sifka 2. listu), pomér Cerstvé hmotnosti a susiny, stanoveni fluorescence chlorofylu a parametr
maximalni fotochemicka ucinnost fotosystému II Fv/Fm (na intaktnich temnotn¢ adaptovanych
rostlinach).

Tabulka 1: Hodnoty kontrolnich variant u 22 genotypl jarniho jeCmene u nasledujicich
parametri: fluorescence chlorofylu a parametr maximalni fotochemicka uc¢innost fotosystému
IT Fv/Fm u temnotn¢ adaptovanych listli, osmoticky potencial, hmotnost Cerstvé nadzemni
biomasy, procento pomeéru suché a cCerstvé hmotnosti 2. listu (DW/FW)*100 (%). Data
predstavuji priméry + smérodatné odchylky min. ze 3 méteni (biomasa, (DW/FW)*100 (%), 4
meieni (osmoticky potencidl) anebo 6 méieni (Fv/Fm), odliSnd pismena znaci statisticky
vyznamny rozdil na hladin¢ 0,05 stanoveny pro jednotlivé charakteristiky pomoci ANOVA,
Duncanova testu rozpéti (DMRT) (souhrnné hodnoceni pro data v Tabulkach 1 a 2).
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Genotyp Kontrola (75 % PVK)
Fv/Fm Osmoticky Biomasa (g)  (DW/FW)*100
potencial (MPa) (%)
QK19 ST/1 | 0,783 £0,0124 -1,531 £ 0,008 de 6,58 + 0,085 12,932 + 0,535
Sebastian abcde a ab
QK19 ST/2 | 0,781 +£0,015 -1,611 £0,014 h 5,33 +0,252 12,468 + 1,288
Laudis 550 | abcdef ef ab
QK19 ST/3 | 0,794 +£0,011 a -1,446 £ 0.018 ¢ 6,473 +£0,176 11,85+0,729
Petrus a a
QK 19ST/4 | 0,789 +£0,015ab  -1,512+0,021d 6,027 £ 0,25 13,442 + 0,39
Spitfire abcd ab
QK 19ST/5 | 0,787 £0,0134ab  -1,508 +£0,03 d 6,173 £0,186 12,351 +0,721
Aligator ab ab
QK 19 ST/6 | 0,792 + 0,006 ab -1,375+£0,028 a 6,277 £0,21 12,47 + 0,441
ab ab
QK19 ST/7 | 0,795+0,01 a -1,682+0.014 i 52+0,571 f 13,321 +0,718
ab
QK 19ST/8 | 0,789 +0,0129ab  -1,676 0,018 i 53+£0,35ef 13,418 +0,21
ab
QK 19 ST/9 | 0,789+ 0,012 ab -1,617£0,01 h 6,133 +£0,138 12,712 +0,515
abc ab
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QK 19
ST/10
QK 19
ST/11
QK 19
ST/12
QK 19
ST/13
QK 19
ST/14
QK 19
ST/15
QK 19
ST/16
QK 19
ST/17
QK 19
ST/18
QK 19
ST/19
QK 19
ST/20
Atlas 68

Tadmor

Prumér
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0,785 + 0,0096
abcd
0,785 + 0,0096 abc

0,784 + 0,0088
abcde

0,783 £0,013
abcdee

0,778 £0,0102
abcdefg

0,781 +0,0143
abcdef

0,784 + 0,0146
abcde
0,786 + 0,0088 abc

0,783 +0,0109
abcde

0,776 = 0,0104
abcdefghi

0,778 £0,0111
abcdefgh

0,796 £0,0123 a

0,793 £0,019 a

0,786

-1.44 +£ 0,009 ¢ 6,197 £ 0,525
ab

-1,664 + 0,034 i 5,373 £ 0,359
def

-1,538 +£ 0,022 de 5,663 +£0,317
bcdef

-1,544 £ 0,011 ef 6,36 £0,263
ab

-1,587+0,011 gh 6,173 £0,373
ab

-1,404 £ 0,012 b 5,863 + 0,644
abcdef

-1,605 £ 0,009 h 5,983 + 0,521
abcde

-1,572£0,022 fg 6,15+ 0,336
abc

-1,521 £ 0,021 de 5,172 £0,522
f

-1,729 +£ 0,015 j 6,147 + 0,321
ab

-1,748 £ 0,009 5,46 + 0,321
cdef

-1,338+£ 0,19 a 4,894 +0,55f

-1,346 £ 0,054 a 4,04 £0,39 f

-1,545 5,771

12,403 + 0,501
ab

13,785+ 0,188
b

12,885 + 0,397
ab

12,966 + 0,407
ab

13,568 +£ 0,913
ab

13,964 + 1,229
b

12,947 £ 0,41
ab

14,214 + 0,65
b

13,399 + 0,473
ab

14,056 + 0,257
b

14,169 + 0,47
b

12,869 +
0,2264 ab
12,723 +
0,3465 ab

13,128

Tabulka 2: Hodnoty suchych variant u 22 genotypt jarniho je¢mene u nasledujicich parametr:
fluorescence chlorofylu a parametr maximalni fotochemicka ucinnost fotosystému II Fv/Fm u
temnotné adaptovanych listli, osmoticky potencidl, hmotnost Cerstvé nadzemni biomasy,
procento poméru suché a cerstvé hmotnosti 2. listu (DW/FW)*100 (%). Data ptedstavuji
praméry + smérodatné odchylky min. ze 3 méfeni (biomasa, (DW/FW)*100 (%), 4 méteni
(osmoticky potencidl) anebo 6 métfeni (Fv/Fm), odlisnd pismena znaci statisticky vyznamny
rozdil na hladiné€ 0,05 stanoveny pro jednotlivé charakteristiky pomoci ANOVA, Duncanova
testu rozpéti (DMRT) (souhrnné hodnoceni pro data v Tabulkéach 1 a 2).
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Genotyp Sucho (35-20 % PVK)

Fv/Fm Osmoticky Biomasa (g) (DW/FW)*100

potencial (MPa) (%)

QK19 ST/1 | 0,758 £0,036 hijkl -2,908 £ 0,021 qrs 3,237 +0,133 22,442 + 0,493
Sebastian g cd
QK19 ST/2 | 0,742 £0,0305 -3,064 + 0,063 u 2,77 £ 0,095 23,022 + 2,681
Laudis 550 | Imn gh def
QK 19ST/3 | 0,739 +0,0384 mn -2,852+0,0180 3,143 £0,012 24,613 +0,518
Petrus gh fgh
QK 19ST/4 | 0,777 £ 0,027 -2,871 £0,009 op 2,8 £0,057 gh 21,225+0,142
Spitfire abdefgh c
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QK19 ST/5
Aligator
QK 19 ST/6

QK 19 ST/7
QK 19 ST/8
QK 19 ST/9

QK 19
ST/10
QK 19
ST/11
QK 19
ST/12
QK 19
ST/13
QK 19
ST/14
QK 19
ST/15
QK 19
ST/16
QK 19
ST/17
QK 19
ST/18
QK 19
ST/19
QK 19
ST/20
Atlas 68

Tadmor

Prumér
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0,79 + 0,0095 ab
0,75 £ 0,0306 kImn
0,747 £ 0,066 klmn

0,765 + 0,0478
defghijk
0,762 + 0,0367
fghijk
0,733 + 0,0644 n

0,763 £ 0,028
fghijk

0,766 + 0,025
cdefghijk

0,771 + 0,023
cdefghij

0,756 = 0,0258
ijklm

0,758 = 0,032 hijkl
0,79 £0,013 ab
0,76 £ 0,028 hijkl
0,786 +£0,0123 abc
0,755 +0,0367
jKIm

0,764 +0,0192
efghijk

0,79 + 0,0085 ab
0,776 £0,0347 cdef

0,763

-2,706 £ 0,018 1
-2,579 £ 0,01 k
-2,858 £ 0,014 0
-3,014 £ 0,015 t
-2,894 + 0,023 pq
-2,994 +£ 0,018 t
-2,747 £ 0,021 m
-3,314 £ 0,008 v
-2,937+ 0,016 s
-3,046 £ 0,012 u
-2,9+0,021 q
-2,933 £ 0,013 rs
-2,91 £0,025 gr
-3,315+ 0,015 v
-3,314 £ 0,014 v
-2,804 + 0,008 n
-4,419 £ 0,015 x
-4,086 + 0,46 x

-3,112

2,72+ 0,171
gh

3,17+ 0,078
gh

2,877 £ 0,067
gh

2,677 £0,103
gh

2,997 £ 0,035
gh

2,983 + 0,093
gh

2,793 £ 0,186
gh

2,69 £ 0,128
gh

2,943 £0,137
gh

2,943 + 0,188
gh
2,48 + 0,145
hi
2,717 £ 0,163
gh

2,937 £ 0,265
gh

2,483 £ 0,131
hi

2,753 £ 0,15
gh

1,937 + 1,448
i

2,4167 +
0,091 hi
2,333 + 0,081
hi

2,764

23,608 = 1,167
defg

23,998 + 0,809
defg

24,599 + 0,377
fgh

24,377 +£ 0,731
efgh

24,143 £ 1,291
defg

27,216 +£ 1,422
J

22,593 +£ 0,401
cde

26,833 £ 0,704
1)

23,735+ 0,414
defg

24,684 + 1,027
fgh
27,61 + 1,821

25,292 £1,155
ghi

26,112 +£1,895
hij

26,788 £ 1,285
1)

27,317 £ 0,456
J

26,55 + 1,604
i

24,922 +
1,0764 fgh
24,246 +
0,7267 def
24,815

V tabulkach 1 a 2 jsou uvedeny vysledky zjisténé pro jednotlivé stanovené charakteristiky
vyhodnocené na zaklad€ analyzy rozptylu (ANOVA), Duncanova testu rozpéti na hlading
vyznamnosti 0.05 (DMRT 0.05). Z vysledki uvedenych v tabulkach 1 a 2 jsou ziejmé
statisticky vyznamné rozdily v jednotlivych charakteristikich (Fv/Fm, OP, biomasa,
DW/FW*100) mezi kontrolnimi a suchymi variantami, ale rovnéz mezi jednotlivymi genotypy,
coz ukazuje na moznosti jejich rozliSeni. Parametru maximalni fotochemicka ucinnost
fotosystému II Fv/Fm jak mezi kontrolnimi a suchymi variantami, tak pfedev§im mezi riznymi
genotypy je¢mene v odezvé na sucho (35 % PVK). Vysledky tak ukazuji dobré usporadani
experimentu umoznujici rozlisit genotypy s odlisSnou odezvou (toleranci) k suchu.
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Po vyhodnoceni jednotlivych charakteristik zv1last’ jsme provedli mnohorozmérnou statistickou
analyzu dat - pomérti hodnot jednotlivych charakteristik u suché vs. kontrolni varianty (S/K) -
pomoci klastrové analyzy (Obrazek 2).

Jako tolerantni k suchu lze hodnotit genotypy, které¢ maji rel. vysoky pomér (S/K) (v klastrové
analyze Cervena policka), tj. maly pokles za sucha, u hodnot Fv/Fm a hmotnosti Cerstvé
nadzemni biomasy, a rel. nizky néartst suché hmotnosti a poméru suché k ¢erstvé hmotnosti
(DW/FW)*100 (%) za sucha (v klastrové analyze Cervena policka). V pfipadé osmotického
potencialu velky pokles za sucha oproti kontrole, tj. nartst (S/K) (v klastrové analyze ¢ervena
policka) mize znamenat odolnost (vysokd mira akumulace osmolytt, a tim pokles OP, za
sucha) i citlivost (vysoka ztrata vody za sucha) genotypt, proto je vhodné OP hodnotit spole¢né
s charakteristikami spojenymi s obsahem vody v daném organu (2. list), jako jsou napf.
(DW/FW)*100 (%), vodni sytostni deficit (VSD), relativni obsah vody v listu (RWC), aj.
Genotypy Atlas 68 a Tadmor vybrané jako kontrolni, mély vSechna policka Cervena, t;.
vyznacovaly se v daném souboru genotypt rel. vysokou odolnosti k suchu.

Rows - Objective function : R=0.527
- Sum of all pairwise distances of neighboring rows (path length): S=28.644
- Linkage rule: Ward's criteria
- Tree Seriation rule: Multiple-fragment heuristic (MF)
Columns - Objective function : R=0.848
- Sum of all pairwise distances of neighboring columns (path length): S=17.350
Dissimilarity : - Euclidean distance
The colors scale
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Obr. 2. Klastrova analyza zakladnich rustovych a fyziologickych parametrti (Fv/Fm, osmoticky
potencial, biomasa, pomér suché a Cerstvé hmotnosti 2. listu DW/FW (%)) u suchych vs.
kontrolnich (S/K) variant genotypt 1-20. Klastrova analyza byla provedena u Z-skore
transformovanych dat z poméra (S/K) pomoci softwaru Permutmatrix verze 1.9.3 (Caraux a
Pinloche 2005) za uziti Euklideanskych vzdélenosti a Wardovych minimalnich kritérii pro
klastrovani dat.

Klastrova analyza (Obrazek 2) rozdélila analyzované genotypy do 4 skupin. Skupinu 1 tvofi
genotypy 1, 4, 5, 8, 11, 13, 14, 17, které je mozno oznacit za citlivé vli¢i suchu (zelena policka),
skupinu 2 tvoti genotypy 12, 15, 16, 18, 19, 20, které jsou tolerantni z hlediska fotosyntézy (rel.
maly pokles Fv/Fm za sucha), osmotického potencidlu a poméru suché a cerstvé hmotnosti 2.
listu u suchych a kontrolnich variant, avSak sucho u nich zpiisobuje vyznamné zpomaleni ristu
projevujici se jako rel. vyznamny pokles Cerstvé nadzemni biomasy u suchych variant vzhledem
ke kontrolam (zelena policka). Skupinu 3 tvoii genotypy 2, 3, 6, 7, 10, které jsou odolné k suchu
Z hlediska rtstu a vysychani (OP, biomasa, DW/FW), avsak citlivé z hlediska fotosyntézy
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(vyznamny pokles Fv/Fm u suchych variant oproti kontrolam), a koneéné skupinu 4 tvori
genotypy Atlas 68 a Tadmor, které byly zvoleny jako kontrolni a které se vyznacuji velkou
odolnosti k suchu na trovni vsech sledovanych charakteristik.

Zavér

Klastrova analyza hodnocenych dat rozdélila genotypy na nékolik skupin z hlediska jejich
zpusobu hospodareni s vodou a vlivu sucha na fotosynteticky aparat neptimo indikovany
odezvou Fv/Fm. Ziskané vysledky jsou v souladu s poznatky tykajicimi se riznych strategii
hospodaieni s vodou u rostlin s C3 typem fotosyntézy, tj. se strategii tzv. ,,water-saver"
(,,8etfeni vodou®, tj. zavirani praducht jiz pfi mirném vodnim deficitu, které zabranuje
dehydrataci prytu, av§ak snizuje dostupnost COz pro fotosyntézu a v disledku vede ke snizeni
fotosyntetické asimilace) Ci se strategii tzv. ,,water-spender* (rostliny nechavaji priduchy
oteviené az do vytvoreni vyznamného deficitu vody v pletivech, ztraceji vodu, ale maji dostatek
CO: pro fotosyntézu). Ob¢ tyto krajni strategie mohou vést k rel. vy$§im vynosiim plodin za
sucha, zalezi na charakteru sucha, resp. souhrnu a rozlozeni srazek v priibéhu vegetacni sezony
(blize viz Kosova et al. 2014).
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POUZITi METODY FLORAL DIP PRO TRANSFORMACI LNU

The use of floral dip method for linseed transformation
Ludvikova M., Griga M., Vrbova M., Smykalova I.
Agritec Plant Research s.r.o.

Abstrakt

Tato prace je zaméfena na vyuziti metody floral dip jako alternativy pro agrobakteridlni
transformaci olejného Inu (Linum usitatissimum L.). Pro zkusebni transformaci metodou floral
dip byl pouzit konstrukt pBIaMT obsahujici gen uidA, umoznujici selekci transformantti na
zéklad¢ histochemického stanoveni. Histochemické GUS testovani prokazalo tuspéSnou
transformaci u 28 % ziskanych semen. Uspé&$nost transformace byla ovéfena také metodou
PCR. Vysledky prace potvrdily, Ze je metoda floral dip u Inu pouzitelnou alternativou pro
agrobakterialni transformaci kalusii. Transformace metodou floral dip je ve srovnani s jinymi
metodami transformace pomérné snadna a nenaro¢na, jeji provedeni je nizkonakladové. Hlavni
vyhodou je prokdzana vysoka transformacni efektivita.

Klic¢ova slova: len, transformace, Agrobacterium tumefaciens, floral dip

Abstract

This work is focused on the use of the floral dip method as an alternative for agrobacterial
transformation of linseed (Linum usitatissimum L.). For trial floral dip Agrobacterium flax
transformation the pBlaMT construct containing the uidA gene was used, allowing selection of
transformants based on histochemical staining. The histochemical GUS testing showed
successful transformation in 28 % of the seeds obtained. The success of the transformation was
also verified by PCR. The results confirmed that the floral dip method is a useful alternative for
agrobacterial transformation of calli for flax. Transformation by the floral dip method is
relatively easy and undemanding in comparison with other transformation methods, its
implementation is low-cost. The main advantage is the proven high transformation efficiency.
Key words: flax, transformation, Agrobacterium tumefaciens, floral dip

Uvod

Len sety (Linum usitatissimum L.) je tradi¢ni kulturni plodinou s kultivary péstovanymi na
vlakno a olej. V prubehu let byla popsana fada postupt transformace Inu. NejpouZzivanéjsi
metodou pro transformaci Inu je (stejné¢ jako u dalSich dvoudéloznych druhti) transformace
hypokotylli za pomoci agrobakteria, popsand u Inu jiz v roce 1983 (Hepburn et al., 1983).
Buiky Inu mohou byt relativné snadno transformovany pomoci A. tumefaciens a snadno
pestovany, pokud je aplikovdna vhodnd inokulacni/ selekéni/ regeneraéni metoda (Jordan a
McHughen, 1988). Byla u¢inéna fada pokust, jak zvysit efektivitu transformacniho procesu
vcetn¢ prodlouzeni induk¢ni faze kalusu, odstranéni epidermis a prodlouzené kokultivace.
Dalsi moZznosti je agrobakterialni transformace kalust Inu ziskanych z pra$nikové kultury, které
jsou kokultivovany s A. tumefaciens (Chen a Dribnenki, 2003; Chen et al., 2008; Chen et al.,
2015). Popsana byla také transformace Inu s uzitim Agrobacterium rhizogenes. Prvni zminka o
regeneraci Inu transformovaného A. rhizogenes pochazi z roku 1988 (Zhan et al.). Usp&sna
transformace Inu byla provedena také v protoplastové kulture (Ling a Binding, 1997).
Vysledky nicméné ukazaly, Ze pfimy transfer genti do protoplastil je vhodnou metodou zejména
u planych druhti Inu jako je napf. snadnéji regenerovatelny Linum suffruticosum, zatimco u L.
usitatissimum se zda byt tato technologie mén¢ u€inna. Dal§im Casto uzivanym pftistupem pro
transformaci rostlin je biolistickd metoda (particle bombardment). Wijayanto a McHughen
(1999) dokumentovali uspéSnou biolistickou transformaci a regeneraci transgenniho Inu na
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standardnim selekénim médiu. Pomérné nedavno byla popsano pouziti metody ,,floral dip* pro
agrobakterialni transformaci pfadného i olejného Inu (Bastaki a Cullis, 2014; 2019). Vyhodou
metody jsou jednoduchost provedeni, nizké naklady a vysoka transformacni efektivita. Po dalsi
optimalizaci by mohla byt vyuzivana ve spojeni s progresivnimi technikami cilené editace
genomu (TALENs, CRISPR/Cas) pro modifikaci Inu za ucelem potravinaiského (modifikace
obsahu mastnych kyselin) i nepotravinaiského (napt. fytoremediaéni technologie) vyuZziti.

Material a metody

Pro transformaci Inu metodou floral dip byl pouzit plasmid pBlaMT (Vrbova et al., 2013)
vytvofeny z plasmidu pBI121 (Clontech). HMT1A zna¢i doménu sav¢iho metalothioneinu 1A
obsahujici gen uidA. Transformace byla provedena dle metodiky Bastaki et al. (2014).
Agrobacterium bylo ptfes noc naockovano do tekutého LB média doplnéného pfislusnymi
antibiotiky. Druhy den, po zmé&feni optické denzity suspenze (ODsoo> 0,5) byla provedena
centrifugace (5,000 x g pi1 pokojové teplote). Pelet byl rozpustén v infiltraénich médiich,
tvotrenych 5% roztokem sachar6zy ve vod¢ a smacedlem Silwet L-77. Smacedlo bylo pfidavano
do jednotlivych médii v riznych koncentracich — podle velikosti pupenti, které byly nasledné
namaceny, jak je uvedeno v tabulce 1. Po 6 dnech byla transformace opakovana. Pro
transformaci byl pouzit genotyp olejného Inu AGT145 ze Slechtitelského programu Inu firmy
AGRITEC, vyzkum, §lechténi a sluzby, s.r.o.

Tab. 1: Velikost poupat a koncentrace smacedla pro floral dip u Inu

Velikost poupat Koncentace Silwet L-77 Koncentace Silwet L-77
vV médiu(%) opakovana transformace

poupata do 2 mm 0,003 0,05

poupata do 5 mm 0,05 0,03

poupata do 1 cm 0,03 Opakovani neprobihalo

Nadoba s rostlinami byla poloZena horizontalné a poupata Inu byla do roztoku namocena na 2
minuty. Nasledn¢ byly transformované pupeny piekryty plastovymi pytliky, které udrzuji
potiebnou vlhkost. Druhy den rano byla nadoba S rostlinami opét postavena a pytliky byly
odstranény. Po opakované floral dip transformaci byly rostliny dopéstovany ve skleniku do
semen. Rostlin vypéstované z téchto semen poslouzily pro izolaci DNA pouzité nasledné pro
testovani pfitomnosti transgent.

Sklizena semena byla naklicena na navlhc¢ené buni¢iné ve 100ml Erlenmeyerovych bankéch.
Po sedmi dnech byl proveden u naklicenych semen histochemicky GUS test pro ovéfeni
ucinnosti transformace. Pro lepSi zviditelnéni modrého zbarveni byly vzorky nasledné
odbarveny pomoci inkubace v 70% etanolu. Roztoky pouZité pro histochemicky GUS test byly
ptipraveny dle Fiitterer et al. (1995).

DNA z vybranych vzorki pozitivnich pfi histochemické GUS detekci byla izolovana pomoci
kitu Invisorb® Spin Plant Mini Kit (STRATEC Molecular, Berlin, Némecko). Jako kontrola
byly izolovany také dva vzorky GUS negativni. Pouzity byly primery ohranicujici fiizi gent
uidA a aMT (gen pro savéi metalothionein). Sekvence primerd je uvedena v tabulce 2.
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Tab. 2: Primery pro PCR testovani Inu transformovaného konstruktem pBlaMT
metodou floral dip

Nazev primeru Sekvence
MT_Forw ATGAAGAGCTGCTGCTCCTGCTGC
GUS TCTGCCAGTTCAGTTCGTTG

Slozeni reakéni smési bylo: 20 — 50 ng DNA, 1x Dream Taq PCR buffer, 100 uM kazdého
nukleotidu, 0,4 pM kazdého primeru a 1 U Dream Taq polymerazy (Fermentas, Vilnius, Litva).
Ocekévana délka amplifikovaného PCR produktu byla 550 bp.

Teplotni profil PCR reakce byl: 95 °C/ 9 min + 40x ( 95 °C/ 45 s, 60 °C/ 1 min, 72 °C/ 90 s) se
zavérecnou elongaci 72 °C/ 7 min.

Vysledky a diskuze

Podle velikosti pupend, které byly transformovany a pouzitého konstruktu, byly stonky po
transformaci oznaceny prislusnou znackou. Nadoba se Iny byla polozena horizontaln€ a poupata
Inu byla namocena do roztoku agrobakteria. Nasledné byly transformované pupeny piekryty
plastovymi pytliky, které udrzuji vlhkost (Obr. 1 a 2). Po opakované floral dip transformaci
byly rostliny dopéstovany do semen, coz trvalo zhruba 2 mésice.

Obr. 1 a 2: Transformace Inu metodou floral dip

Sklizend semena byla nakli€ena a byl u nich proveden histochemicky GUS test pro ovéteni
ucinnosti transformace. Nakli¢en4 semena byla pies noc inkubovana pii teploté 37 °C v GUS
roztoku obsahujicim barvivo X-gluc, druhy den probéhlo vyhodnoceni zabarveni. Modré
zbarveni u vysokého procenta nakli¢enych rostlin potvrdilo tspésnost transformace (obr. 3).

o

- £ d
Obr. 3: Modré zbarevni vzorka — histochemickd GUS detekce nakli¢enych rostlin po
kontrolni floral dip transformaci konstruktem pBlaMT
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Po izolaci DNA z histochemicky GUS pozitivnich vzorkd transformovanych konstruktem
pBIaMT byla provedena PCR detekce flize vnasenych transgenti. Amplifikovana byla oblast
gend UIdA a aMT v délce 550 bp. PCR detekce prokazala, ze vzorky, které vysly jako
histochemicky GUS pozitivni, obsahuji zminéné geny. Ptiklad pozitivni PCR detekce fiize
transgent UIdA a aMT je uveden na obr. 4.
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Obr. 4: PCR detekce transgent po floral dip transformaci konstruktem pBlaMT

1. 100 bp Plus DNA Ladder (Fermentas, Vilnius, Litva), 2.—6. amplifikované fragmenty
fize gent UidA a pBlaMT, 7. negativni kontrola.

Transformace Inu metodou floral dip byla provedena dle prace Bastaki et al. (2014). Ve
zminéné publikaci byl pouzit agrobakterialni kmen LBA4404, pro nasi praci byl pro floral dip
transformaci pouzit kmen agrobakteria EHA105, bézné uzivany na pracovisti Agritec pro
transformaci hypokotyla Inu. Bastaki et al. (2014) demonstrovali fungovani metody floral dip
na dvou velmi rozdilnych odradéach Inu. Prvni byl responzivni genotyp pradného Inu nazvany
Stormont Cirrus, druhym pokus byl proveden s odridou olejného Inu Bethune (v publikaci
popisovana jako neresponzivni k transformacim). V ramci nasi prace byla metodou floral dip
pokusné transformovana Slechtitelska linie olejného Inu firmy Agritec nazvana AGT145.

Bastaki et al. (2014) popisuji uodrady Stormont Cirrus dosazeni piekvapivé vysoké
transformacni efektivity (50 — 60%), coZ je Cislo nesrovnateln€ vyssi oproti popsané uspésnosti
floral dip metody u Arabidopsis thaliana (ziskano max. 1 % transformanti dle publikace Bent
et al., 2006), stejné jako s vysledky publikovanymi u dal$ich rostlin (Mu et al., 2012; Yasmeen
et al., 2009).

Sklizena semena byla naklic¢ena a histochemicky testovana. Z 250 ks ziskanych semen se 28 %
vzorkl (70 ks) jevilo jako GUS pozitivnich. Pfitomnost genu uidA byla ve vzorcich potvrzena
také prostfednictvim PCR. Pozorovana 28% uspésSnost je sice niZsi nez popisovana v ¢lanku
Bastaki et al. (2014), nicméné i tak se jedna o nezvykle vysokou transformacni efektivitu.

Je tfeba vzit v Givahu, Ze byl testovan jiny kmen agrobakteria a jind odrtida neZ V ptivodni
publikaci. Je pravdépodobné, Ze s uzitim responzivnéjSiho genotypu Inu a také pii dalsi
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optimalizaci metody (napf. srovnani riznych kment agrobakterii, odlisné doby kokultivace) by
bylo mozno dosédhnout jeste vyssi transformacni efektivity.

Zavér

Konstrukt pBIaMT obsahujici gen uidA byl pouzit pro zkusebni transformaci Inu metodou floral
dip. Dle vysledkt histochemického testovani naklicenych semen ziskanych po transformaci a
PCR detekcei genti UidA a aMT v transformovanych vzorcich je metoda floral dip pouZitelnou
alternativou pro transformaci Inu.

Vyhodou metody floral dip je jeji jednoduchost, nizsi cena a vyssi transformacni efektivita.
Diky vysokému poctu relativné snadno ziskanych transformantt by po dalsi optimalizaci mohla
nahradit stavajici postupy pfi transformaci Inu.
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MRAZUVZDORNOST PSENICE PODLE RUSTOVEHO TYPU
A GEOGRAFICKEHO PUVODU

Frost tolerance of wheat according to growth habit and geographical origin
Prasil I.T.}, Musilova J.}, Ve§krna 0.2, JeZek S.?, Kosova K.%, Vitamvas P.}

YWyzkumny distav rostlinné vyroby v.v.i. v Praze
2Selgen a.s., Slechtitelska stanice ve Stupicich

Abstrakt

Stupent mrazuvzdornosti 378 genotypi pSenice ve stupnici 0 az 9 (9 = nejvyssi mrazuvzdornost)
byl vypocten jako primér hodnot ze tii nezavislych testi mrazuvzdornosti (laboratorniho,
kombinovaného a bedynkového). Stupen mrazuvzdornosti se pohyboval od 0 do 1,8 u vzorkt
jarni pSenice a od 0,8 do 9 u o0zimé pSenice. Primér stupini mrazuvzdornosti pocitany pro
skupinu genotypl pSenic pivodem ze zemi severovychodni Evropy se pohyboval kolem 7, u
pSenic ze sttedni Evropy kolem 5 a nejnizsi, kolem 3 u genotypti ptivodem ze zapadni Evropy.
Kli¢ova slova: mrazuvzdornost, genotypy, pSenice, testy

Abstract

The degree of frost tolerance of 378 wheat genotypes on a scale from 0 to 9 (9 = highest frost
resistance) was calculated as the average of the values obtained from three independent frost
tolerance tests (laboratory, combined and wooden-box). The degree of frost tolerance ranged
from 0 to 1.8 for spring wheats and from 0.8 to 9 for winter wheats. The average degrees of
frost tolerance calculated for a group of genotypes of wheat originating from North-eastern
Europe was around 7, for wheat from Central Europe around 5 and the lowest, around 3 for
genotypes originating from Western Europe.

Key words: frost tolerance, genotypes, wheat, tests

Uvod

I pres postupné oteplovani patii mrazuvzdornost pSenice k dulezitym znakiim sledovanym na
naSem Uzemi. Mrazuvzdornost odriid psSenice je geneticky zaloZena a jeji indukce je ovlivnéna
fadou vnéjSich a vnitfnich faktorti (Kosova and Prasil 2011). I kdyz byly popsany u pSenice dva
geny mrazuvzdornosti (Frl a Fr2), zavislost indukce mrazuvzdornosti na dalSich genech,
spojenych zejména s riistovym typem a vyvojem rostlin je pfedmétem intenzivniho studia
(Tchagang et al. 2017). V ramci projektu NAZV QK1710302 ,,Zvyseni odolnosti pSenic vaci
suchu, mrazu, padli a fuzari6zadm klasu pomoci metod genomiky a proteomiky* byla vytvotena
kolekce odrtud a linii pSenice vhodnych pro asociacni mapovani vybranych znakl. V tomto
ptispévku piinaS§ime prvni vysledky ziskané z hodnoceni mrazuvzdornosti shromazdéné
kolekce vzorkt psenice.

Material a Metody

Celkem bylo vybrano 485 genotypovych linii pSenice (Triticum aestivum L.). Zdrojem osiva
souboru odriid a linii byly Genové banka VURV, UKZUZ a §lechtitelé. Vzorky byly jednotng
mnoZeny na stanicich Selgenu. Pro hodnoceni mrazuvzdornosti pSenice byly pouzity tfi ptimé
testy:

Laboratorni test (Stupice), kdy vzorky pSenice byly zasety do agroperlitu v fizenych
podminkach skleniku a pozdéji v rlstovych komorach s regulovanou zavlahou a umélym
osvétlenim. Po obdobi otuzovani (+5 °C) byly rostliny vystaveny zasahovym teplotam -11 °C,
-13 °C a -15 °C v mrazovych komorach po dobu 24 hodin. Po regeneraci v podminkéch
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skleniku byl hodnocen podil ptezitych rostlin z jednotlivych zasahovych teplot a vysledna
Kombinovany test (Stupice) vyuziva otuzovani rostlin v pfirozenych podminkach béhem zimy
a jejich vystaveni mrazovym testim v mrazicich komorach. Vzorky psenice byly na podzim
vysety do truhlikii. To umoznilo jejich snadnou manipulaci a relativni nezavislost na promrznuti
pudy a sné¢hové pokryvce. Truhliky s rostlinami byly v zim¢ pfeneseny do mrazovych komor a
vystaveny pusobeni zasahovych teplot -12 °C, -14 °C a -16 °C. Poté byly rostliny regenerovany
tii tydny vtemperovaném skleniku a hodnocen podil prezitych rostlin. Vysledna
mrazuvzdornost byla opét vyjadiena ve stupnici 0-9.

Provoka¢ni bedynkovy test v p¥irozeném prostiedi (VURV Praha). Jedna se o kazdoro¢né
pouzivanou metodu, kdy byly rostliny pSenic péstovany béhem zimy v difevénych bedynkach
umisténych ve dvou vyskéach nad zemi (5 a 50 cm). Vzorky pSenice byly vysety na podzim do
bedynek naplnénych zeminou z pole. Na jafe po pfezimovani rostlin v bedynkach byl hodnocen
podil ptezitych rostlin jednotlivych vzorki a vysledna odolnost byla vyjadiena ve stupnici 0-9.
V bedynkovém testu se krom¢ mrazu uplatituji 1 dalsi abiotické stresy zimy, proto tento test
pouzivame k hodnoceni zimovzdornosti odrad (Prasilova a Prasil 2007).

Vzhledem k dominantnimu vlivu mrazu ve vSech tfech testech, zpracovali jsme vysledky téchto
testt dohromady. Hodnoty ziskané =z jednotlivych testi uvadime jako dil¢i hodnoty
mrazuvzdornosti a jejich primér ze tii testli jako stupenn mrazuvzdornosti (SM) vypocitany
pro kazdy vzorek pSenice.

Hodnoceni vzorki pSenic probihalo tfi roky (2018 az 2020) a vysledky byly porovnany pomoci
zékladnich statistickych metod (MS Excel a Statistica v. 13.3).

Vysledky a diskuze
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Obr. 1: Porovnani mrazuvzdornosti vzorka pSenice ziskanych ze tii testl, laboratorniho (barva
modra), kombinovaného (oranzova) a bedynkového (Zlutd). A-krabicovy graf, B-linearni
trendy, blize viz text.
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Do srpna 2020 bylo spolec¢né vyhodnoceno na mrazuvzdornost celkem 378 vzorkii pSenice.
Zbyvajicich 107 vzorkl je nutné znovu namnozit kvilli nedostatku osiva, silnému poskozeni
rostlin nebo jejich $tépeni béhem mnozeni. Primér dil¢ich hodnot mrazuvzdornosti ziskany pro
uvedenou kolekci genotypit pSenice byl u testu laboratorniho 2,6, kombinovaného 6,1 a
bedynkového 4,8. K nejsilnéjSimu vymrznuti vzorki doslo u laboratorniho testu, oba zbylé dva
testy (kombinovany a bedynkovy) poskytly rozliSeni v celé skale odolnosti. Nazorné to ukazuje
krabicovy graf (obr.1A), kde primér znaci kiizek, medidn vodorovna ¢ara, horni a spodni
hranice krabice (obdélnika) oznacuji 3. a 1. kvartil (= 50 % hodnot), antény ukazuji ptilehlé
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body a jsou maximaln¢ 1,5 ndsobek mezikvartilového rozpéti (= 1,5 x krabice) a odlehlé body
jsou mimo tyto antény. Ty se vyskytuji pouze u laboratorniho testu. Z grafu vyplyva, ze median
ma hodnotu 2,5 u laboratorniho, 7,0 u kombinovaného a 4,7 u bedynkového testu. Zaroven je
vidét, ze 50 % vzorku (dolni a horni strana krabice) mélo dil¢i hodnoty mrazuvzdornosti od 0,6
do 3,5 u laboratorniho, od 4,5 do 8,0 u kombinovaného a od 3,5 do 6,0 u bedynkového testu.
SM jednotlivych vzorki, vypocitané jako primér ze vSech tfi testt, a zobrazené vuci dil¢im
hodnotdm mrazuvzdornosti jednotlivych testli jsou zachyceny na obrazku 1B. Vzhledem
k velkému poctu dat jsou zde uvedeny jen linearni trendy pro kazdy test, které maji vysoké
indexy determinace (R?). Uvedené trendy jsou shodné pro kombinovany a bedynkovy test a
témét rovnobezné posunuty je trend pro laboratorni test.

Rovnéz vziajemné korelace mezi stupni mrazuvzdornosti jednotlivych testi byly vysoce
prukazné (P = 0,01), tésnost vztahu byla sttedn¢ vysoka a korela¢ni koeficienty se pohybovaly
od 0,56 do 0,61. To ukazuje na specifika kazdého testu, ktera mohou ovlivilovat stanoveni
mrazuvzdornosti jednotlivych vzorkti pSenice a vyplyvaji z riznych postupti; napiiklad
otuzovani rostlin probihalo v pfirozeném (kombinovany a bedynkovy test) ¢i regulovaném
prostiedi (laboratorni test), pouzity byl laboratorniho mrazovy test (kombinovany a laboratorni
test) nebo stfidavé pisobeni mrazu v pfirozeném prostiedi (bedynkovy test). Pro lepsi
podchyceni co nejvice jev, které ovliviiuji mrazuvzdornost jednotlivych genotypi pSenice, je
tedy lepsi pouzit vysledky vSech tii testt dohromady.

Lze shrnout, Ze vSechny tfi metody umoZznily rozliS§it mrazuvzdornost sledované kolekce
pSenice. Pro hodnoceni a porovnani jednotlivych genotypl pSenice mezi sebou jsme proto pro
kazdy genotyp dale pouzivali SM pocitany jako primér ze vSech tii testa.

V testech bylo 25 vzorki jarnich pSenic a 353 ozimych pSenic. Primérny SM jarnich pSenic byl
0,5 a ozimych pSenic 4,7. Jak ukazuje krabicovy graf (obr. 2A) rozsah SM byl u jafin od 0 do
1,8, u ozimi od 0,8 do 9,0. Nepodaiilo se nam oddélit pfesivky, které mohou byt v obou
uvedenych ristovych typech. Pivodné v naSem péstovaném sortimentu ke konci 19. a v prvni
poloving 20. stoleti presivky pievazovaly (Petr and Hnilicka 2002). V soucasnosti se vyskytuji
V sortimentu jafin, nejsou vSak odliSovany.
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Obr. 2: Vypocitané priméry stupiitt mrazuvzdornosti pro skupinu odrd jarniho (modra) ¢i
ozimého (oranzova) typu (2A) a pro vzorky rizného geografického plivodu (2B). 2A —
krabicovy graf, 2B — doplnén¢ standardni odchylky.
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Z uvedenych 378 vzorkl pievazovaly psenice ¢eského (76) a némeckého (76) pivodu. VEtsi
zastoupeni mély odridy francouzského (58) slechténi, déle ruského (18), rakouského (17) a
madarského (12) ptivodu. Déle se jednalo o vzorky slovenského (9), holandského (8),
Svycarského (8), kazasského (8), ukrajinského (7), danského (7) a polského (6) ptvodu.
V mensim poctu péti az dvou vzorkl se vyskytovaly pSenice plivodem z Velké Britanie, USA,
Turecka, Koreji, Svédska, Srbska, Chorvatska, Finska, Bulharska, Belgie, Kanady, Rumunska,
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Italie, Argentiny, Ciny a Japonska. Podetné pfevazoval sortiment penic evropského pivodu. U
pSenic s veétSim poctem vzorki byl orienta¢né stanoven prumérny SM a sestaven byl graf podle
puvodu statu (obr. 2B). Ukéazalo se, ze pramér SM byl nejvyssi u psSenic pivodem ze
severovychodu Evropy, dale se snizoval v zemich stiedni Evropy a nejniz$i hodnoty byly
zjistény u psenic ze statli zapadni Evropy. To bezesporu souvisi s drsnosti zim, které panuji
V jednotlivych oblastech Evropy. Podobny zavér, ale u jiného souboru vzorkl psenice
testovanych pomoci bedynkového testu, jsme zjistili u odrid vyslechténych v druhé poloving
20. stoleti (Prasilova a Prasil 2001). Do budoucna bude zajimavé porovnat, nakolik s globalnim
oteplovanim dochazi ke zménam SM u pSenic Slechténych v rizném obdobi.

Zavér

Na zaklad¢ dil¢ich vysledkd tii nezavislych testi mrazuvzdornosti byl spocitin SM 378
genotypil pSenice ptivodem z 29 zemi. SM vyjadieny ve stupnici 0 az 9 (9 = nejvyssi odolnost)
vyjadiuje pro kazdy genotyp potencidlni genetickou mrazuvzdornost. Jarni pSenice meély
vV priuméru SM kolem 0,5, zatimco ozimé 4,7. Ozimé pSenice vSak na rozdil od jafin pokryvaly
celou stupnici od 0,8 az do 9. Vypoclteny primér SM pro genotypy pSenice rizného
geografického ptvodu byl nejvyssi u vzorkti ptivodem z Ruska, Ukrajiny a Kazachstanu,
sttedni hodnoty mél u genotypti ze stiedni Evropy a nejnizsi u pSenic ptivodem z Francie, Velké
Britanie a Nizozemi. Vypocitané SM budou vyuzity pro asociaéni mapovani genli souvisejicich
S mrazuvzdornosti.
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METODICKE ASPEKTY AGROBAKTERIALNI GENETICKE
TRANSFORMACE LNU

Methodological aspects of agrobacterial genetic transformation of flax
Prokopova M., Smykalova L., Griga M.
Agritec Plant Research, s.r.o.

Abstrakt

Cilem prace byla moznost zvysit pfirozenou rezistenci Inu vici tézkym kovim expresi
heterolognich peptidii a proteinti s vysokou vazebnou schopnosti pro t€zké kovy v transgennich
rostlindch Inu. K tomuto tcelu bylo potfeba nejprve optimalizovat transformaci Inu. Zakladem
transformacniho protokolu je metoda kokultivace hypokotylti kli¢nich rostlin s virulentnimi
kmeny Agrobacterium tumefaciens s vyuzitim reportérového genu pro GUS. Produkce
heterolognich peptidi a proteinti byla v transgennich rostlinach ovéfena odpovidajicimi
molekuldrnimi technikami.

Kli¢ova slova: tézké kovy, metalothionein, len, agrobakterialni transformace

Abstract

The aim of the work was a possibility to increase the natural resistance of flax to heavy metals
by the expression of heterologous peptides and proteins with high binding capacity for heavy
metals in transgenic flax plants. Fot this purposes, it was necessary to optimize the
transformation procedure of flax. The basis of the transformation protocol is the method of co-
cultivation of hypocotyls of seedlings with virulent strains of Agrobacterium tumefaciens using
GUS reporter gene. The production of heterologous peptides and proteins in transgenic plants
was verified by appropriate molecular techniques.

Keywords: heavy metals, metalothionein, flax, agrobacterial transformation

Uvod

U Inu setého (Linum usitatissimum L.) byla jiz nékterymi autory prokazana schopnost zvySené
akumulace tézkych kovia zpidy (Mankowski et al.,, 1994; Bjelkova, 2011). Jednu
bunice. Jednd se predevSim o fytochelatiny a metalothioneiny. Pfirozenou hladinu
metalothioneini by bylo mozno zvysit pomoci genetické transformace, jak jiz prokazaly
pokusy s riznymi rostlinnymi druhy (Misra a Gedamu, 1989; Diopan et al., 2007). U Inu
existuje fada praci popisujicich uspéSnou transformaci ,,uzite¢nymi* geny (Rutkowska-Krause
et al., 2003; Musialak et al., 2008) a jeden kultivar byl uplatnén v praxi (McHughen et al.,
1997). Dosud vS8ak nebyl do Inu vloZen gen zvysujici tvorbu metalotioneinil a nebyly zkoumany
vlastnosti rostlin s timto insertovanym genem. Z vyse uvedenych praci Ize odvodit, Ze len ma
potencidl pro zvySeni ptirozené tolerance ke kadmiu vlozenim genu pro zvySenou produkci
heterolognich proteini vazajicich kadmium, tj. metalothioneinti. Pfestoze transformace Inu byla
publikovana v nékolika pracich (Dong a McHughen, 1993; Mlynarova et al., 1994; Pretova et
al., 2007; Jhala et al., 2009), cilem naSich experimenti bylo optimalizovat transformacni
protokol pro transformaci Inu konstruktem obsahujicim gen pro sav¢i metalothionein tak, aby
ucinnost transformace byla téméf nezavisla na genotypu Inu.
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Material a Metody

Podminky agrobakterialni transformace:

Sterilizovana semena Inu byla asepticky nakli¢ena v kultiva¢ni komoie (19 + 2 °C, 3 dny ve
tmé, potom 3 dny pii 16-h fotoperiod¢) ve 100ml Erlenmeyerovych bankach obsahujicich
zdkladni MS médium (pH 5,8) s 5,5 ¢.I"" Bacto agarem (Difco, Detroit, Michigan, USA).
Z klicenct ziskané segmenty hypokotylt (délka 0,5-1 cm) byly kultivovany 7 dni na MS
médiu s 1 mg.I"t 6-benzylaminopurinu (BAP) a 0,02 mg.I"! kyseliny o-naftyloctové (NAA),
nékteré segmenty hypokotyla byly zbaveny z 50-60 % epidermis. Explantaty hypokotylt byly
ponoieny do suspenze agrobaktéria v LB médiu (Langley a Kado, 1972). Byly testovany dvé
kokultiva¢ni piisady, a to celulaza (SERVA, Feinbiochemica, Heidelberg, Némecko) v
koncentracich 0, 50, 100, 200 mg.I, a acetosyringon (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko) v
koncentracich 0, 50, 100, 200 mg.I%, které byly ptidany do kokultivaéniho média LB. Déle bylo
testovano pét intervali kokultivace (5, 15, 30, 60, 120 min) v tekutém LB médiu. Po kokultivaci
byly inokulované explantaty osuSeny sterilnim filtranim papirem a pfeneseny na vrstvu
sterilniho filtraéniho papiru pokryvajici MS médium bez ptidavku antibiotik dopIlnéné 3% (w/v)
sacharézou, 0,8% (w/v) agarem, 1 mg.l * BAP a 0,02 mg.I* NAA a 7 dni kultivovany v
kultivaéni komoie (19 + 2°C, pii 16-h fotoperiod¢). Poté byly explantaty oplachnuty
destilovanou vodou s ptidavkem antibiotik (500 mg.I* kanamycinu, 500 mg.I? timentinu) a
pievedeny na selekéni médium (MS1) obsahujici 150 mg.I™* kanamycinu, 500 mg.I* timentinu,
200 mg.I"t augmentinu, 1 mg.l * BAP a 0,02 mg.I'* NAA. Po tiech tydnech byly vSechny
pieZivajici zelené explantaty pasdzovany na cerstvé médium se 150 mg.I" kanamycinu, 100
mg.I"t augmentinu, 300 mg.I** timentinu, 1 mg.l * BAP a 0,02 mg.I" NAA (MS2). Po dalsich
ttech tydnech byly explantaty pasiZovany na &erstvé médium se 150 mg.I"t kanamycinu a 250
mg.I"t timentinu, 1 mg.l *BAPa 0,02 mg.I"* NAA (MS3).

Hodnoceni GspéSnosti transformace:

GUS stanoveni

Pro optimalizaci transformaéniho protokolu byly analyzovany explantaty tfi tydny po
agrobakterialni infekci. Pro histochemické stanveni GUS aktivity byl pouzit upraveny protokol
dle Jeffersona et al. (1987). Explantaty byly inkubovany v GUS pufru (10 mM fosfatovy pufr
[pH 7], 0,5% Triton X-100, 1 mg/ml X-gluc, 2 mM kyanozZelezitanu draselného) 1 den pii 37 °C
ve tm¢. Explantaty / pupeny / pryty s tmavé modrymi skvrnami nebo oblastmi (silna GUS
exprese) byly povazovany za transformované a nasledné testovany pomoci PCR na piitomnost
transgenu. Silnd GUS exprese (zaznamenana pomoci obrazové analyzy) korelovala s vlozenim
transgenu (PCR) a je povazovana za métitko ucinnosti transformace (TE) (proporce oblasti
modfe obarvenych pletiv hypokotylu).

Obrazova analyza

Pro hodnoceni u¢innosti transformace explantati hypokotyld Inu po agrobakterilni
transformaci byla pouzita analyza obrazu na zéklad¢ transientni GUS exprese. Data pouzita
k vyhodoceni byla ziskana na zédkladé meéteni objektd prostiednictvim softwaru NIS-
ELEMENTS ver. 3.1 (Laboratory Imaging, Praha, CR). Snimky hypokotylil Inu byly potizeny
prostiednictvim makro objektivu Pentax Cosmicar ptfipojeného k barevnému digitdlnimu
fotoaparatu Nicon (5 Mpx), osvétleny svétlem Kaiser ProLite Basic (Kaiser Fototechnik,
Buchen, Némecko). Externi osvétleni explantatl pii sniméni bylo zajisténo tubularnim zdrojem
svétla (Schott Glass, Mainz, Némecko). Kalibrace obrazu byla provedena snimanim objektii-
hypokotyli a tyto udaje byly ulozeny pro pozdgjsi stanoveni plochy (%) GUS pozitivni exprese
z celkové plochy explantatu. Digitalni obraz byl nejprve pieveden do binarni formy na objekt
a pozadi, upraven v programovém editoru a poté byla meéfena procenta plochy
transformovanych pletiv (tmavé modra plocha po histochemickém GUS testu). Ziskand data
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byla exportovana do Excelu a statisticky vyhodnocena (pramér, smérodatna odchylka a plocha
v %) (obr. 1).

#v !“ > 4
fﬂg s K2
€«

Obr. 1: Explantaty Inu (segmenty hypokotyiy)3 tydny po kokultivaci s Agrobacteriem, na MS
médiu (vlevo) pied testem GUS, po testu GUS (uprostied), kvantitativni hodnoceni exprese
GUS - procento tmavé modré oblasti - pomoci softwaru IA LUCIA G (vpravo).

Statistické zpracovani vysledku obrazové analyzy

Pro kazdou variantu bylo pouzito minimalné 20 explantati a experimenty byly opakovany
trikrat. Ciselné udaje, jakoz i prepocitana rozlozeni ¢etnosti, zejména pii hodnoceni kategorii,
byly analyzovany pomoci ANOVA a praméry porovnany pomoci Fischerova testu S pouzitim
software LSD Statistica 9 CZ (StatSoft, Tulsa, USA).

TE (G¢innost transformace) — stanoveni plochy (%) GUS pozitivni exprese z celkové plochy
explantatu.

Frekvence transformace (TF) byla hodnocena jako pocet transgennich prytl na inokulovany
hypocotyl x 100 (%).

Vysledky a diskuze

Vliv genotypu na efektivitu agrobakterialni transformace

Bylo testovano 16 odrad nebo linii novoslechténi Inu (3 pfadné a 13 olejnych typl) na
schopnost agrobakterialni transformace. Byly zjistény rozdily mezi jednotlivymi genotypy a
novoslechténimi, v nékterych ptfipadech jsme opakované neobdrzeli zadné transformované
pryty. Vyssi frekvence transformace byla pozorovdna u genotypt olejného Inu. Frekvence
transformace (TF) byla hodnocena jako pocet transgennich pryti na inokulovany hypokotyl x
100 (%). Z testovanych genotypt vykazovalo nejvyssi frekvenci transformace novoslechténi
AGT 917 (tab. 1).

127



OBSAH
Uroda 12/2020, védeckd pfiloha ¢asopisu

Tab. 1: Prehled genotypi transformovanych genem aMT1a::gus

*TF reprezentuje pocet explantati produkujicich transformované pryty per pocet
inokulovanych explantati hypokotylu x 100 [%]. Transformace byla stanovena 3 tydny po
inokulaci na zékladé¢ silné exprese GUS.

Odrida / linie Technologicky typ TF (%)
pradny / olejny len Frekvence transformace (%)

AGT 514/03 olejny len 1
AGT 583/05 olejny len 13
AGT 917 olejny len 17
AGT 952/04 olejny len 4
Amon olejny len 0
Antares olejny len 1
Atalante olejny len 10
Bilstar olejny len 5
Flanders olejny len 15
Jitka pradny len 3
Lola olejny len 1
Norlin olejny len 6
Ocean olejny len 4
Recital olejny len 1
Tabor pfadny len 2
Venica pradny len 0

Vliv délky kokultivace na acinnost transformace

Pro ovéfeni vlivu doby kokultivace na ucinnost transformace bylo navrzeno testovat pét
rozdilnych Casii kokultivace explantatti s agrobaktériem v tekutém LB médiu: 3, 10, 15, 60, 120
minut. Ke kokultivaci byly pouzity hypokotyly o délce 0,5—1 cm, které byly predkultivovany
sedm dnti na médiu s ptidavkem BAP a NAA (MS médium, 1 mg.I" BAP, 0.02 mg.I"t NAA).
Po 7-denni kokultivaci s agrobaktériem a nasledné eliminaci agrobaktéria destilovanou vodou
s pridavkem antibiotik byly explantaty umistény na selek¢ni médium s pfidavkem antibiotik.
Podle silné GUS exprese, sledované na explantatech po tfech tydnech od inokulace pomoci
obrazové¢ analyzy, méla prikazné vyssi transformacni efektivitu doba inokulace explantatu 10
a 15 minut, pfi¢emz 10 minut se jevi na zéklad¢ nejvyssich hodnot TE jako nejvhodné;jsi doba
délky kokultivace. Jiné délky kokultivace mély efektivitu nizsi (graf 1).

Graf 1: Vliv délky kokultivace (min) na transientni GUS expresi (i¢innost transformace,
TE%) u hypokotyli pradného Inu (odruda Jitka) a olejného Inu (linie AGT 917)
transformovanych pomoci agrobaktéria
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Data reprezentuji prumér + stf. chybu tfi opakovani s 30 hypokotyly na kazdé opakovani.
Rozdilna pismena znamenaji statisticky prukazny rozdil na urovni o = 0.05.

Vliv kokultiva¢nich latek (acetosyringon, celuldza) na ucinnost transformace

Pro hodnoceni vlivu kokultiva¢nich latek na TE byl vybran acetosyringon, ktery zvysuje
virulenci agrobaktéria. Tato latka byla ptidana do kokultivaéniho média v koncentracich 10,
50, 100 a 200 mg.I"t. Data ziskand pomoci obrazové analyzy GUS oblasti na explantatech
ukazala, ze nejvyssi frekvence pozitivnich GUS explantati (statisticky odlisna od kontroly)
byla ziskana po ptidani 100 mg.I" acetosyringonu do kokultivaéniho média LB u odridy Jitka
(47,97 %). Také linie AGT 917 reagovala na pfidani 100 mg.I* acetosyringonu vyraznym
zvysenim GUS pozitivni plochy explantatd (43,28 %). Aplikace 10, 50 a 200 mg.I*!
acetosyringonu nemé¢la zadny statisticky prikazny vliv na frekvenci transformace ve srovnani
s kontrolou (graf 2).

Graf 2: Vliv kncentrace acetosyringonu béhem kokultivace na transientni expresi GUS (TE%) u
hypokotylii piradného Inu (odriida Jitka) a olejného Inu (linie AGT 917) transformovanych pomoci

agrobaktéria.
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Data reprezentuji pramér £ stf. chybu tii opakovani s 30 hypokotyly na kazdé opakovéni. Rozdilna
pismena znamenaji statisticky prikazny rozdil na irovni o = 0.05.

Jako dalsi kokultivaéni agens pro potencialni zvySeni transformacni efektivity byla vybrana
celulaza. Po vyhodnoceni vysledkidl ziskanych pomoci obrazové analyzy GUS pozitivnich
explantatli bylo zjisténo, Ze nejvyssi frekvence GUS pozitivnich pletiv na explantatu byla
ziskana po pridani 200 mg.I" celulazy do kokultivaéniho média u odridy Jitka (49,22 %). Také
linie AGT 917 reagovala na 200 mg.I* celuldzy zvysenim GUS pozitivni plochy explantatti
(55,99 %), rozdily v procentu transgennich pletiv na explantitu mezi koncentraci 200 mg.I* a
kontrolou byly statisticky pritkazné u obou genotypti. Koncentrace celulazy 50 a 100 mg.I*
vedla také ke zvySeni frekvence v transfomaci Inu, ale rozdily nebyly statisticky vyznamné
(graf 3).
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Graf 3: Vliv koncentrace celulazy na transientni GUS expresi u hypokotyli piradného Inu

(odriida Jitka) a olejného Inu linie (AGT 917) transformovanych pomoci agrobaktéria
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Data reprezentuji pramér + stf. chybu tii opakovani s 30 hypokotyly na kazdé opakovani. Rozdilna pismena
znamenaji statisticky prukazny rozdil na trovni a = 0.05.

Mnoho experimenti s transformaci prokazalo, ze kokultivaéni podminky a genotyp mohou byt
kli¢ovymi faktory urcujicimi u¢innost genetické transformace. Doba inokulace A. tumefaciens
byla optimalizovédna v fadé¢ experimentli u rtiznych plodin: 5 minut bylo optimalni na
hypokotylu ramie (Ma et al., 2010), nad 30 minut u nodt okurky (Miao et al., 2009), a 120
minut u hypokotylu Inu (Mlynafova et al., 1994). U explantat Inu se v nasich experimentech
ukazala prodlouzena doba kokultivace s A. tumefaciens jako neucinna, naopak se TE snizovala.
Naopak explantaty, inokulované 10 nebo 15 minut s A. tumefaciens, prokazaly vyznamné
zvySenou transformacni efektivitu, nez explantaty inokulované 5, 60 a 120 minut. Nase
vysledky jsou velmi podobné t€m, které ziskal v transformaci Zizyphus jujuba Gu et al. (2008)
a byl potvrzen cas kokultivace pouzity pti transformaci Inu publikovany Dongem a
McHughenem (1993).

Ptidani acetosyringonu jako fenolického induktoru je jednou z moznosti, jak zvysit procento
transformovanych pletiv. Optimalizovana kokultivace za pomoci 200 uM acetosyringonu byla
publikovana u fazolu ostrolistého (Phaseolus acutifolius), 150 uM acetosyringonu v induk¢énim
médiu bylo uzito pti transformaci kultivart mandlong (Costa et al., 2006) a hrachu (Svabova a
Griga, 2008). V embryogenni suspenzi batatu byl nejvyssi efekt zvySeni transformace zajistén
piidanim 200 uM acetosyringonu (Xing et al., 2007). Pii agrobakterialni transformaci Cenchus
ciliaris L. bylo optimalni 100 uM AS v kokultiva¢nim médiu (Batra and Kumar, 2003). Tato
prace je v souladu s nasimi vysledky: 100 uM acetosyringonu vyrazné zvysilo TE u hypokotylt
Inu. Vysledky ukazuji, Ze acetosyringon je jednou z kokultiva¢nich latek, kterou Ize usp&$né
pouzit k posileni agrobakterialni transformace u rtiznych rostlinnych druhd, véetné Inu.
Celulaza byla aplikovéana s cilem narusit epidermis hypokotylu Inu. Diivodem je to, Ze tento
maceraéni enzym muze byt alternativou k odstranéni epidermis (Dong a McHughen, 1993),
ultrazvuku (Beranova et al., 2008) nebo poranéni sklenénymi stiepinami u slunec¢nice (Weber
et al., 2003), a to pro umoznéni lepsi prichodnosti A. tumefaciens do bunék. Kombinace
celulazy a pektinazy byla uspé$né vyuzita napt. u explantati slunec¢nice (Weber et al., 2003).
Nase vysledky ukazuji, ze 200 mg.I celulazy zvysilo G¢innost transformace.

Pro uspésnost transformace mutize byt rozhodujici pouzity genotyp. Genotypova citlivost k
transformaci byla pozorovana napt. u hrachu (Svabova et al., 2005), fepky olejné (Dutta et al.,
2008) a ramie (Ma et al., 2010). U Inu je na zakladé publikovanych praci evidentni, ze se lisi
schopnost produkovat transgenni rostliny u pradnych a olejnych Ini. Zatimco Rakousky et al.
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(1999) neziskali zadnou transgenni rostlinu S pfadnym Inem odrudy Jitka, u olejnych Ind
Antares (Basiran et al., 1987), Linola (Lorenc-Kukula et al., 2007) a Norlin (Dong a McHughen,
1993) byly transgenni rostliny ziskany. Tato vlastnost muize byt také diivodem, pro¢ byla v
nasich experimentech pozorovana vyznamné vyssi uc¢innost TE na 3 tydny starych explantatech
po inokulaci agrobaktériem u olejného Inu (AGT 917), zatimco TE genotypu ptadného Inu
(Jitka) byla vyznamné nizs$i. Podobny trend byl pozorovan pii porovnani TE prytd
regenerovanych z 16 genotypu Inu v této studii.

Zavér

Pro ziskéani transgennich rostlin produkujicich metalothionein jako potencialni molekularni
nastroj pro zvySenou detoxifikaci kadmia v rostlinnych bunkéch bylo nejdiive potieba
optimalizovat jiZ publikované transformacni protokoly (nizka efektivita transformace, omezeno
jen na nekteré kultivary). Pfi porovnani publikovanych transformacnich postupi jsme
aplikovali nové kroky (ptfidavek acetosyringonu, celuldzy) a ovéfili nejvhodnéjsi cas
kokultivace explantati s agrobaktériem. Zarovenl jsme porovnali susceptibilitu 16 odriad Inu
k transformaci agrobaktériem. Na zakladé vysledku ziskanych v experimentech s délkou
kokultivacni doby a pouzitou kokultivaéni latkou jsme dospéli k zavéru, Ze nejvhodné;si
kombinaci pro zvySeni TE pfi agrobakteridlni transformaci hypokotyll Inu je délka kokultivace
10 min a pouziti acetosyringonu v koncentraci 100 mg.I" a celuldzy v koncentraci 200 mg.I*
pii vlastni kokultivaci explantata s A. tumefaciens.
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ZMENY VE VYSKYTU FUSARIOZ V GENOVYCH ZDROJICH LNU
Changes in fusarium occurence in flax gene resources

Prokopova M., Ondrackova E.
Agritec Plant Research s.r.o.

Abstrakt

Vv

je tato choroba vyvolavana nékolika druhy rodu Fusarium (napt. F. avenaceum, F. culmorum,
F. oxysporum f. lini). Pfiznaky jsou odumirani vzchazejicich rostlin, na starSich rostlinach
vyrazné¢ zpomaleni rlstu, rostliny vadnou, stidCeji se a odshora Zloutnou a zasychaji jim
vegetaéni vrcholy. Skodlivost spodiva v ubytku rostlin na jednotku plochy. Jedind mozna
ochrana spociva v dodrzeni péstebnich postupti a predevsim péstovani odolnych odrid. S cilem
vyhledat odridy Inu rezistentni k patogenu Fusarium oxysporum f. lini bylo vyseto 130
genotypt/odrid z genové banky firmy AGRITEC, vyzkum, Slechténi a sluzby, s.r.o. Souc¢asti
hodnoceného souboru genotypti/odrid byly jak staré krajové odridy (datum zafazeni do genové
banky pred rokem 1970), tak novoslechténi (genotypy Inu ve fazi Slechtitelskych F-linii) a
moderni odridy, komeréné voln€ dostupné.

Kli¢ova slova: Fusarium oxysporum, genové zdroje, rezistence, odrudy

Abstract

The most serious disease of flax in our conditions is considered to be Fusarium wilting of flax.
In our country, this disease is caused by several species of the genus Fusarium (eg F.
avenaceum, F. culmorum, F. oxysporum f. lini). Symptoms include the death of emerging
plants, a significant slowdown in older plants, the plants wither, twist and turn yellow from
above and the vegetation tops dry out. Harm is the loss of plants per unit area. The only possible
protection is to follow cultivation practices and, above all, to grow resistant varieties. In order
to look for flax varieties resistant to Fusarium oxysporum f. lini, 130 genotypes / varieties were
sown from the gene bank AGRITEC, research, breeding and services, Ltd. The evaluated set of
genotypes / varieties included both old regional varieties (date of inclusion in the gene bank
before 1970), and new breeding (flax genotypes in the phase of breeding F-lines) and modern
varieties, free available commercially.

Keywords: Fusarium oxysporum, gene resources, resistance, varieties

Uvod

Fusariové vadnuti Inu zptisobuje fytopatogenni houba Fusarium oxysporum f. lini (Bolley)
W. C. Snyder & H. N. Hansen. Jedna se o kosmopolitné rozsifenou chorobu. Patogen se prenasi
osivem a pudou. V pudé¢ pieziva v podobé chlamydospor a na organickych zbytcich rostlin
(Kroes 1997). Tvoti tfi typy nepohlavnich spor — malé jedno nebo dvoubunééné mikrokonidie,
srpovité makrokonidie se Ctyfmi az péti prehradkami a klidové spory - chlamydospory
(Edirisinghe 2016, Kroes 1997). Chlamydospory mohou v ptdé piezivat i desitky let
(Edirisinghe 2016). Z jednoho pole na druh¢ se patogen §ifi vétrem a vodou. K napadeni rostlin
Inu maze dojit v jakékoli ristové fazi v pribéhu vegetace. Zavaznost onemocnéni koreluje
infekce je 25-28 °C a houba preferuje spise sussi podminky (Edirisinghe 2016, Ally et al. 2011,
Kommedahl et al. 1970).

Fusarium oxysporum f. lini napada rostliny pies kofeny, postupné prorusta do vodivych pletiv,
ucpava je a zabranuje transportu vody a zivin do nadzemnich ¢asti rostlin. Ptiznaky se lisi
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Vv zavislosti na rustové fazi, ve které k napadeni dojde. Kratce po vzejiti dochazi v misté
kotenového kré¢ku ke zmeknuti pletiv a k naslednému padani klicnich rostlin. Ve fazi stromecku
a na zaCatku rychlého ristu se infekce projevuje vadnutim a zloutnutim vegetacnich vrcholu a
nasledné celé rostliny. Dochdzi k typickému ohnuti vrcholu. Listy nejprve svétlaji a Zloutnou,
pozd¢€ji hnédnou, nicméné ze stonku neopadavaji. Na bazi stonku napadenych rostlin se
odlupuje pokozka a na fezu je patrné cervené nebo hnédé zbarveni cévnich svazki. S rozvojem
choroby postupné odumiréd celd rostlina. Pokud k napadeni dojde v dobé mezi kvetenim a
zranim, nedochazi jiz k typickému ohybani vegetacnich vrchold, listy rychle schnou, krouti se
a neopadavaji, jako pfi bézném zrani, ale zlstavaji na lodyze. Lodyha hnédne, odumira a
napadené rostliny byvaji Casto druhotné napadeny cernémi. Napadené rostliny lze lehce
vytdhnout z ptidy. Vyskyt napadenych rostlin v porostu je ¢astéjsi v ohniscich, ale mohou byt
rozptyleny 1 po celém pozemku. (Rataj 1958, Kroes 1997). Tuto infekci také podporuje
extrémng teply priubéh pocasi, zvysené riziko vyskytu také predstavuji kyselejsi pidy (Vaculik
stfedné rezistentnich odrid (Edirisinghe et al. 2016). Rezistentni k fuzariéze mohou byt i starsi
odridy nebo $lechtitelské materialy, které mohou byt zaroven donory i jinych odolnosti nebo
vyznamnych hospodaiskych vlastnosti. V genové bance firmy AGRITEC, vyzkum, Slechténi a
sluzby, s.r.o. je uloZeno vice nez 2500 genovych zdroja Inu (Linum usitatissimum L.). Podle
puvodu jsou tyto genové zdroje (dale GZ) rozdéleny do tii skupin: X11 je skupina
Slechtitelskych linii, tedy materiala slechténych za ticelem ziskani nové odrady. X12 jsou staré
krajové odrady, které v nékterych ptipadech pochazi 1 zroku 1955. Tyto GZ nespliuji
parametry pro odrudy (napiiklad nemaji dostatecné vysoky vynos nebo jiny hospodaisky
dalezity parametr), ale jsou nositeli jiné vlastnosti, naptiklad odolnosti vii¢i nékteré z fady
chorob. Posledni skupinou je soubor GZ s oznaceni X13, coZ jsou moderni komer¢ni odridy.
Z tohoto souboru byla vybrana skupina GZ s cilem ziskat informace o dalSich moznych
genovych zdrojich rezistence viici fusariovému vadnuti Inu.

Material a metody

Na lokalité BratruSov bylo z genové banky firmy AGRITEC, vyzkum, Slechténi a sluzby, s.r.o.
vyseto celkem 130 genotypt/odriid Inu Linum usitatissimum L. do parcelek o velikosti 1 m2.
Tticet genovych zdroji (ECN) patii do skupiny X11, 70 do skupiny X12 a 30 do skupiny X13.
X11 — novoslechténi, Slechtitelské linie s ustalenymi znaky — 30 genovych zdroja (ECN)

X12 — staré krajové odrudy — 70 genovych zdroja (ECN)

X13 — moderni odrady — 30 genovych zdrojti (ECN)

Fusariové vadnuti Inu bylo hodnoceno ve fazi zelené zralosti v ¢ervenci 2019 a 2020. Z kazdé
parcelky se spocitaly vSechny rostliny s ptiznaky choroby. Dle vzorce pro vypocet procent byl
stanoven podil napadenych rostlin na jednotku plochy: pocet vzeslych rostlin na parcele o
velikosti 1m? /pocet napadenych rostlin fusariovym vadnutim Inu — ve viech fazich ristu
(obrazek 1).
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A B

Obr. 1: rizné faze napadeni rostliny Inu F. oxysporum f. lini. A. Faze rychlého ristu, B.
Faze kveteni, C. Faze zelené zralosti

Vysledky a diskuze

vyvolavana nékolika druhy rodu Fusarium (napf. F. avenaceum, F. culmorum, F. oxysporum f.
lini). Vyskyt jednotlivych druht je Casto vazan na fenofazi rostliny. Pfiznaky fusarioz se
projevuji ve vSech vyvojovych fazich rostlin. V ranych fazich odumiraji kli¢ni rostliny (padéni),
u starSich rostlin se objevuji hnédé nekrdzy stonkli, nékdy s rtizovym nadechem, vadnuti a
zasychani (Obrazek 1). Houby rodu Fusarium ptezivaji na rostlinnych zbytcich v pidé, nékteré
druhy jsou pfenosné i osivem. Sifeni houby v porostu napomaha vysoka relativni vlhkost
vzduchu (Prokinova, Kazda 2001). Tomuto konstatovani odpovida korelace hodnoty praimérné
vlhkosti vzduchu v porovnavanych letech a vyskytu fusariového vadnuti u jednotlivych
popisovanych GZ. V roce 2019 byla primérné vlhkost za hodnocené obdobi 68,3 % , v roce
2020 to bylo 77 %, tedy 0 10 % vyssi (Obrazek 2).
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Obr. 2: Pramérna denni vlhkost vzduchu v obdobi od 1. 6. do 15. 7. v roce vysevu souboru
GZ - rok 2019 a 2020

Zakladem ochrany pted vyskytem fusariového vadnuti Inu je dbat na vybér pozemku — slévavé
pudy a kyselé pidy nejsou pro péstovani Inu vhodné. Len by nemé¢l byt na jednom pozemku
péstovan diive nez po 6ti letech. Dulezita je kvalitni pfedsetova piiprava piidy a dodrZzovani
agrotechnické lhity seti. Na zaklad¢ poznatkil o biologii a interakcich n€kterych zastupcii pidni
mikroflory ve vztahu k péstovanym plodinam se také nedoporucuje do osevnich sledil se Inem
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zatazovat fepku (zvySeni vyskytu fusarioz Inu) (Vaculik et al. 2018). Veskeré tyto skutecnosti
byly v obou pozorovanych letech dodrzeny. Na vyskyt fusarioz v hodnocenych letech mél tedy
vliv pouze rok, kdy byly vybrané genové zdroje vysety (Tabulka 1).

Tabulka 1: Podil napadenych rostlin Inu fytopatogenni houbou Fusarium oxysporum f.
lini na parcelkach o velikosti 1 m? v letech 2019 a 2020 (v %)
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ECN 201 202 | Primé ECN 201 202 | Pramé ECN 201 202 | Pramé
9 0 r 9 0 r 9 0 r
%) )| () %) | %) %) | )
05X110023 05X120011 05X120040
7 0 0 0 3 03 08| 06 6 4 13 | 85
05X110024 05X120015 05X120013
1 0 0 0 6 0 14| 07 0 12 16 | 86
05X110025 05X120018 05X120013
1 0 0 0 2 04 1 0.7 7 12 16 | 86
05X110025 05X120035 05X120013
8 0 0 0 7 02 12| 07 5 0 175| 88
05X110029 05X120005 05X120002
7 0 0 0 0 08 08| 08 1 13 164| 89
05X110030 05X120041 05X120016
0 0 0 0 7 08 1 0.9 0 17 17 | 94
05X110030 05X120006 05X120000
4 0 0 0 4 03 16 1 1 2 173| 97
05X110034 05X120007 05X120002
0 0 0 0 6 0 2 1 9 24 18 | 10.2
05X110037 05X120014 05X120003
0 0 0 0 9 0 22| 11 1 04 20 | 102
05X110037 05X120006 05X120016
4 0 0 0 6 04 2 1.2 8 08 20 | 104
05X110037 05X120001 2 | 05X120039
5 0 0 0 2 05 2 1.3 |29 03 224 114
05X110038 05X120007 B | 05%120001
£|3 0 0 0 > |8 0 25| 13 ‘g 9 1.9 21 | 115
5 | 05X110038 2 | 05X120013 ' | 05X120002
E|6 0 0 0 8|8 03 27| 15 | 2|5 4 196]| 11.8
§ 05X110039 ‘g 05X120015 & | 05X120040
=3 0 0 0 T |4 0 33| 17 |93 58 18.8| 12.3
g 05X110049 < | 05X120010 05X120010
S |8 0 0 0 5|1 0 36| 18 8 48 21 | 129
7 | 05X110049 & | 05X120012 05X120011
9 0 0 0 5 04 32| 18 0 5 265 15.8
05X110029 05X120008 05X120002
8 0 0 0 1 13 24| 19 6 4 28 16
05X110023 05X120012 05X120010
3 0 25| 13 7 0 4 2 7 72 28| 176
05X110026 05X120014 05X120014
6 05 2 1.3 5 0 4 2 0 1.8 37 | 194
05X110024 05X120012 05X120012
5 05 23| 14 4 0 42| 21 8 9 322| 206
05X110033 05X120005 05X120011
7 08 23| 16 1 1.3 3 2.2 5 12 351 23.6
05X110037 05X120010 05X120006
3 03 29| 16 5 02 5 2.6 3 7 404| 237
05X110036 05X120007 05X120002
8 05 32| 19 5 08 5 2.9 0 4 532| 286
05X110025 05X120010 05X120013
2 08 3.1 2 6 08 52 3 6 9.2 759| 42.6
05X110024 05X120003 2 | 05X130112
8 0 45| 23 7 08 62| 35 :g 1 0 0 0
05X110045 05X120018 S | 05X130112
2 1 37| 24 9 02 68| 35 | £12 0 0 0
05X110030 05X120015 =2 | 05X130112
|5 0 57| 29 9 02 72| 37 | =]3 0 0 0
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05X110036 05X120007 05X130112

3 12 48| 3 2 04 76| 4 4 0 0
05X110037 05X120016 05X130112

8 02 65| 34 0 0 8 4 5 0 0
05X110038 05X120003 05X130112

1 15 85| 5 0 19 68| 44 6 0 0
05X120009 05X120016 05X130112

4 0 o0 0 2 02 88| 45 8 0 0
05X120010 05X120004 05X130112

9 0 0 0 8 1 84| 47 9 0 0
05X120035 05X120011 05X130113

3 0 0 0 8 08 9 | 49 2 0 0
05X120035 05X120014 05X130113

5 0 0 0 3 06 96| 51 5 0 0
05X120037 05X12000 4 05X130113

8 0 0 0 9 12 96| 54 6 0 0
2 | 05X120050 05X120005 05X130113

2 |2 0 0 0 6 15 10.3| 5.9 7 0 0
2 | 05X120009 05X120017 05X130113

218 02 02| 02 8 0 12 6 9 0 0
-2 | 05X120036 05X120005 05X130114

A 02 02| 02 2 06 12.8| 6.7 0 0 0
5 | 05X120009 05X120004 05X130114

@ |2 02 04| 03 6 13 12.8] 7.1 2 0 0
05X120006 05X120006 05X130114

5 0 08| 04 2 26 115| 7.1 3 0 0
05X120009 05X120015 05X130114

7 0 08| 04 7 0 15| 75 4 1] 05
05X120011 05X120040 05X130113

2 06 04| 05 0 13 14| 77 1 15| 08
05X120016 05X120004 05X130113

4 0 1| 05 3 15 15| 8.3 3 2 1
05X130114

1 35| 1.8

V celkovém poctu 130 hodnocenych GZ bylo oznaceno jako rezistentni (nulovy vyskyt F.
oxysporum f. lini na parcelce) celkem 47 GZ. Nejvétsi podil rezistentnich linii byl v souboru
X13 —tedy ve vybranych modernich odrtidach Inu (16 rezistentnich/4 s vyskytem F. oxysporum
f. lini). V souboru X11 — §lechtitelské linie — byl podil rezistentnich genotypt 17/13 s vyskytem
choroby. Nejvice napadené byly plochy ze souboru X12 — krajové odrudy. Zde bylo napadeno
celkem 74 z celkovych 80 vysetych GZ, na nékterych parcelkach bylo napadeni fuzari6zou
velmi masivni a pocet regenerujicich rostlin byl siln¢ zredukovan (Obrazek 3). Z uvedenych
dat vyplyva, Ze zatimco u plvodnich historickych krajovych odriid byla rezistence vici
fusariozam spiSe vyjimkou, u novéjsich Slechtitelskych materidlii jiz pfevazuji rezistentni nebo
stfedné rezistentni linie.

iy

48 5

Obrazek 3: Foto parcelky silné napadené chorobou Fusarium lini (vlevo), srovnani
napadené a zdravé rostliny ve fazi kveteni (uprostied), parcelka s rezistentnim genotypem
(vpravo)
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Zavér

Vyhodnocenim dat ziskanych zaznamenanim vyskytu fusariového vadnuti Inu v souboru
vysetych genovych zdroji Inu byly potvrzeny, ale také zjistény nové genotypy /odrady
resistentni vici této chorobé. Projevu nachylnosti k této chorobé pomohl v tomto roce pribeh
pocasi s vysokou relativni vlhkosti v rozhodném obdobi v disledku nadmérnych srazek. V
pribéhu desetileti Slechténi Inu se tedy podafilo rezistenci vici patogenu jako je F. oxysporum
uspésné upevnit v genomu komercnich odrud, u kterych je pfitomnost této vlastnosti jednou z
podminek pro splnéni statnich odridovych zkouSek. Zarovenn bylo nalezeno nékolik
potencialnich novych donort rezistence z dosud nepopisovanych GZ.
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VLIV GENOMU NA ENERGII KLICENIMAKU SETEHO
(PAPAVER SOMNIFERUM)

The influence of genome on the germination energy of Poppy
(Papaver somniferum)

Rychla A.%, Vrbovsky V.2 GaliSova V.2

YOSEVA PRO s.r.0., o. z. VUO Opava
20SEVA vyvoj a vyzkum s.r.o.

Abstrakt

Na dobry pribéh vegetace a uspokojivy vynos ma velky vliv kvalita vzchazeni porostti. Nékteré
plodiny, jako i mak sety, jsou velmi citlivé na stres suchem v tomto obdobi. Byla testovana
energie kli¢eni 226 genovych zdroji maku s cilem potvrdit vliv genomu na tuto vlastnost.
Kli¢ova slova: mak sety, energie kliceni, semeno, genovy zdroj

Abstract

The quality of crop emergence is a major influence on the good vegetation pattern and
satisfactory yield. Some crops, such as the poppy seed, are very sensitive to the stress of drought
during this period. The germination energy of 226 poppy genetic sources was tested to confirm
the genome's impact on germination rate.

Keywords: Poppy, germination energy, seed, genetic source

Uvod

V dobé meéniciho se klimatu a vyskytu extrémnich projevl pocasi nabyva na vyznamu vybér
Vhodnych genetickych zdroji (GZ), nesoucich ve svém genomu geny souvisejici s odolnosti
K nejriznéjsim biotickym i abiotickym stresim. Pouziti takovych rodi¢ovskych komponent
Vv procesu Slechténi a tvorba novych rezistentnich odrid je jednou z vyznamnych cest, jak se
S nastalou situaci vyrovnat. Diky realizaci Narodniho programu konzervace a vyuziti
genetickych zdroju rostlin a agrobiodiverzity (NP) je Slechtitelim k dispozici obsahla kolekce
starSich 1 modernich materiald, jejichz studiem mohou byt odhaleny potencionalné vyznamné
materidly vhodné k pouziti do kiizeni pro ziskani specifickych odolnosti nové vzniklych odrad.
Podle Ramcové metodiky NP (Holubec, 2020) je povinnosti kazdého kuratora plodinové
kolekce realizovat na ukladanych GZ tadu morfologickych, fenologickych a kvalitativnich
hodnoceni podle platnych klasifikator. Tato data slouzi potfebam uzivatelt, tedy predevsim
Slechtiteld, pfi vybéru vhodnych materidli. Nejde jen o Cinnost rutinni, nebot’ zohlediuje
aktualné feSené problémy zemédélské praxe a snazi se rozsitfovat portfolio hodnocenych znaki
podle soucasnych pozadavkl. Jsou vytvaieny a testovany nové deskriptory, které rozsiii
popisna data jednotlivych GZ. Na pracovisti spoleénosti OSEVA PRO s.r.0, 0.z. VUO Opava
jsou vedeny kolekce olejnych plodin, jejichZ soucasti je 1 kolekce maku setého. V soucasné
dobé je uchovéavano 203 polozek méaku v kolekcei fadné a 70 GZ v kolekci pracovni. Jedna se o
materidly doméaciho i zahrani¢niho ptivodu, od nejstarsich odrid aZ po souc¢asna novoslechténi,
svilj podil zaujimaji 1 polozky ze sbérovych expedic — staré krajové materidly ¢i GZ se
specifickymi vlastnostmi. Mk sety je pro nasi republiku vyznamnou plodinou. V péstovani
maku na semeno pro potravinaiské vyuziti patiime ke sv&tové Spic¢ce. V roce 2019 dosahla
péstebni plocha témét 36 000 ha s primérnym vynosem 0,68 t/ha (Zehnalek, 2020). Mék je
pomérné citliva rostlina, a to predevS§im v obdobi vzchazeni. Dobré zaloZeni porostii z velké
miry ovliviluyje kone¢ny vynos semen. Drobné semeno je vysévano brzy na jare do jemnéji
pfipravené pudy. Pocatecni vyvoj rostlin je pomaly, dochazi v§ak k rychlému rastu kilového
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kofene, ktery zajistuje pro malou rostlinu dostatek vldhy z hlubsich vrstev ptidy. Diky tomu
Vv pozdéjsich fazich vyvoje neni rostlina az tak ovlivnéna piisusky, které snasi Iépe nez tieba
jen kratkodobé piremokieni. Jako nejzranitelnéjsi obdobi tedy lze vytipovat dobu vzchédzeni a
raného rustu, kdy ¢asto dojde k zaschnuti klicencti v prosychajici horni vrstveé jemné pfipravené
pudy. Dalsi vyvoj rostlin je jiz rychly, siln€ reagujici na délku dne (Fabry, 1990).

Material a metody

Pro tcely pokusu bylo z kolekce NP vybrano celkem 226 GZ méku setého. Jednalo se ptevazné
o maky jarni formy, pouze jednotky zdroji byly formy ozimé. Pracovisté vyuzilo metodické
koncepce postupu hodnoceni polozek NP, kdy vSechny dostupné materialy jsou kazdoro¢né
vysévany do maloparcelnich pokust pro ucely shroméazdéni popisnych dat. Jako vychozi zdroj
pro zasev bylo vzdy pouzito izolované osivo z regeneraci. Pokusy byly zakladany v letech
2017-2019 maloparcelnim secim strojem Haldrup bezprostiedné po néstupu jara a oschnuti
vrchni vrstvy pidy. Konecna velikost parcel byla 1,25 x 4 m, rostliny byly vysety do fadku 12,5
cm Sirokych. Béhem vegetace byl pokus standardné oSetfovan herbicidy a insekticidy;
fungicidni oSetfeni bylo z dlivodi hodnoceni odolnosti k chorobdm vynechano. V dobé plné
technické zralosti bylo z kazdé parcely odebrano 30 primarnich makovic, které byly ruéné
odsemenény. Ziskany semenny material byl pouzit pro realizaci test energie kliceni a celkové
kli¢ivosti. Rostliny materialli, z nichZ bylo testované osivo sklizeno, byly vystaveny stejnym
faktoriim a prabéhu pocasi vegetacniho roku a mtizeme se tedy domnivat, Ze zjiSténa energie
kliceni semen je z velké ¢asti projevem genomu GZ. V zimnich mésicich sklizinového roku, po
odeznéni dormance semen, byl realizovan standardni test kli¢ivosti. Z kazdého GZ bylo
odpocitano 50 semen a ta byla umisténa na vlhéeny papir na Petriho misce o priiméru 9 cm.
Misky byly zakryty a ponechéany pii teploté kolem 20 °C a standardnim osvétleni. Dva dny po
zalozeni byl realizovan odpocet kliCicich rostlin a paty den stanovena celkova klicivost.
V prvnim roce feSeni byl zaroven realizovan pokus, kdy stejné zalozeny test byl ulozen do
chladnicky (4-8 °C) na dobu tfi dnti. Poté byly misky vytazeny a umistény v laboratofi pii
teploté 20 °C. Byl proveden odecet kli¢encti po dvou dnech.

Vysledky a diskuze

Mezi testovanymi materialy byly patrné jiz v prvnim roce vyznamné rozdily. V kolekci
existovaly polozky, které dosahly celkové klicivosti (50 semen) jiz druhy den po zalozeni testu.
Naopak fada materialti druhy den neklicila viibec. Celkova kli¢ivost paty den byla ale velmi
dobra pro vSechny materialy. Tento trend se podafilo potvrdit i pokusy z let 2018 a 2019. Pokud
byl zalozeny test umistén do chladnicky, doslo k zastaveni ristu a semena pouze nasavala vodu.
Tteti den nebyly pozorovany zadné klicici rostliny v celé kolekci. Po umisténi v teplejSim
prostfedi semena zacala rychle kli¢it a paty den (druhy den pfii 20 °C) jiz byla vétSina semen
vSech GZ vykli¢ena. Timto postupem doslo k vyruSeni vlivu genomu na energii kliceni.

Po ukonéeni tfi hodnoceni z let 2017-2019 byla data statisticky zpracovana a byla vyjadiena
korelace mezi jednotlivymi roky. Vysledky jsou uvedeny v tab.1.

Tab.1 Korela¢ni koeficient pro energii kliCivosti 226 GZ maku setého mezi roky

2017-2019
korelace mezi roky 2017 az2019 pro 226 GZ
2017 vs. 2018 0,512
2017 vs. 2019 0,599
2018 vs. 2019 0,547
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Z uvedenych vysledkt je patrné, ze genetickd informace velmi siln€ ovlivituje rychlost ristu

rostlin maku v pocatcich vyvoje. Jde o prikaznou zavislost.

V nasledujici tabulce je uveden vybér materidlti s nejveétsim rozdilem v energii klic¢ivosti. Jsou
zde uvedeny pocty kli¢enct z celkovych 50 semen druhy den experimentu a primér za tfi roky.

Tab.2 Pocet kli¢enct druhy den testu v letech 2017-2019

ECN Nazev 2017 2018 2019 pramér
1500800174 | Zeno 0 0 0 0,00
1500800186 | Opava-Komarov 4 0 0 1,33
1500800198 | Ametiszt 3 0 2 1,67
1500800149 | Pap.somn.z Laosu 3 3 0 2,00

15008 Morfeusz 0 0 7 2,33
1500800077 | Zwetleruv sedy krajovy 49 47 49 48,33
1500800121 |R4 49 49 47 48,33
1500800018 | Fontaine Fouseke 49 47 50 48,67
1500800151 | Papaver 41 49 50 49 49,33
1500800150 | Papaver 7 49 50 50 49,67

Z celkové kolekce byla nasledné vybréana core kolekce odrud, vyuzivanych v zemédélské praxi,
veetné staré¢ odrady Hanacky modry a byla porovnana jejich energie kliceni. Z dat je patrné, ze
pievaha téchto polozek ma rychly start vegetace, ale byly zde zahrnuty 1 materialy rizikové.
Velmi dobrych vysledki dosahuje stara (prvni) ¢eska odriida Hanacky modry z roku 1934,
Ptehled vysledkii uvadi tab.3.

Tab.3 Pocet kli¢encii nosnych odrud soucasnosti, véetné nejstarsi ceské

ECN Nazev 2017 2018 2019 pramér
1500800200 | Agat 44 4 3 17,00
15008 Akvarel 42 26 16 28,00
1500800159 | Albin 37 43 40 40,00
1500800198 | Ametiszt 3 0 2 1,67
1500800205 | Aplaus 41 29 22 30,67
1500800199 | Aristo 48 34 14 32,00
1500800184 Bergam 47 34 32 37,67
1500800148 Gerlach 33 17 45 31,67
1500800022 Hanacky modry 49 40 48 45,67
1500800155 | Lazur 48 15 14 25,67
1500800182 | Major 45 23 24 30,67
1500800181 Maraton 43 24 49 38,67
15008 Onyx 49 49 16 38,00
1500800169 | Opal 33 35 2 23,33
1500800203 | Opex 48 50 18 38,67
1500800204 | Orbis 41 25 13 26,33
1500800187 | Orel 48 31 21 33,33
1500800190 | Orfeus 21 3 0 8,00
1500800195 | postomi 8 10 3 7,00
1500800188 | Racek 45 14 41 33,33
1500800189 | Redy 10 48 32 30,00
1500800179 | Sokol 48 41 44 44,33
1500800174 | Zeno 0 0 0 0,00
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Nasledujici histogram cetnosti (Graf 1.) uvadi pocty GZ v kolekci podle dosazené primérné
energie kliceni z let 2017-2019

Graf.1 Histogram Cetnosti GZ podle primérné energie kli¢eni
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Exponencionalni rast poctu GZ s vyssi energii kliceni obsahlé kolekce maku (226 GZ)
potvrzuje domnénku, Ze pozitivni genotypy jsou v ptirodnim prostiedi preferovany a ze naopak
vyskyt GZ s nizsi energii kliceni bude zfejmné vazan na jinou vyznamnou vlastnost genotypu.

Zavér

Diky realizaci rozsahlych laboratornich testli energie klieni a celkové kli¢ivosti semen GZ
maku setého bylo mozné potvrdit hypotézu, ze genotyp hraje vyznamnou roli pro tspéSny start
vegetace. Genetika podminuje vyznamné rozdily v rychlosti kliceni, a tedy i odolnosti
materidlii k casnym jarnim ptisuSkiim. Pokud je osivo vyseto do vlhké pudy a v dobé& nizsich
teplot, dojde k jeho bobtnani, rozdily budou smazany a po pfichodu teplych dnti rovnomérné a
rychle vzejde. Pokud bude prub¢h pocasi teplejsi a suchy, projevi se geneticka dispozice odrud.
Existuji materidly, které i za téchto okolnosti dobie a rychle vzejdou a rychle piekonaji krizové
obdobi. Cast materiald si ale ve své genetické vybavé nese informaci s negativnim dopadem na
zdarné vykliCeni, protoze potitebuji vyrazné delsi dobu k tomu, aby dobie vyklicily. Tyto
vlastnosti se zdaji byt dilezité v dneSni dob¢ predevSim s ohledem na Casty vyskyt jarnich
prisuskll a mély by byt zohlednény i ve Slechtitelském programu.
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VYBER MIKROSATELITNICH MARKERU PRO IDENTIFIKACI
ODRUD OVSA

Selection of microsatellite loci suitable for oat variety identification
LeiSova-Svobodova L., Dvoracek V.

Vyzkumny ustav rostlinné vyroby, v.v.i. Praha — Ruzyné

Abstrakt

Celkem bylo testovano 42 mikrosatelitnich markert na setu 140 odrtd a Slechtitelskych liniich
ovsa setého (Avena sativa L.). Ctrnact markert bylo vylou¢eno z naslednych analyz, protoze
u nich byla detekovana pouze jedna alela. Bylo identifikovano 51 lokusti a celkem 255 alel. Na
zéklad¢ vysledkli byla vypoctena hodnota informac¢niho indexu (polymorphic information
content - PIC) pro kazdy lokus. Je diskutovan minimalni pocet lokust pro jednozna¢nou
identifikaci odrid ovsa. Vysledky mohou slouzit k pravni ochrané¢ odrid nebo k odhalovani
falSovani.

Kli¢ova slova: oves, mikrosatelity, PIC, identifikace odrad

Abstract

In total, 56 microsatellite loci were tested on the set of 140 varieties and breeding lines of oat
(Avena sativa L.). Fourteen markers were excluded from the following analyses, because they
were monomorphic. Fifty-one loci were identified giving 255 alleles. Based on results, value
of the Polymorphic information content (PIC) was calculated for each locus. A minimal number
of loci for unambiguous identification of each of 140 oat genotypes is discussed. The results
could be used for legal protection of oat varieties or for adulteration discovery.

Key words: oat, microsatellites, PIC, variety identification

Uvod

Oves sety (Avena sativa L.) je obilnina péstovana zejména na zrno, a dale jako zelena pice.
Oves je jednodélozna rostlina z Celedi lipnicovité (Poaceae). Oves sety (Avena sativa L.) je
nejrozsifenéjsi druh ovsa. Do Evropy se dostal jako plevel mezi jeémenem a pSenici. Plivod
pluchatého ovsa setého saha do oblasti Malé Asie (Moudry, 2014). Jedna se o nejmladsi kulturni
obilninu. Bezpluchy oves vznikl spontanni mutaci v horskych oblastech Ciny a Mongolska.
Bezpluchy oves je nejvice rozsifen ve Velké Britanii, Kanad¢, USA, Chile, Mexiku, Cing
a Polsku. V Ceské republice se §lechti od 2. svétové valky. Z ovesné mouky se piipravuje riizné
pecivo, v euroamerické spolecnosti jsou ovesné vlocky oblibenym zakladem zdravych pokrmd.
Ovesny Srot se zkrmuje a ovesna slama se hlavnég stele. Oves, spolecné s pSenici, je¢menem
a Zitem, je jednou z nejrozsifenéjSich obilnin mirného pasma. Oves jako krmivo je vynikajici
hlavné pro koné.

Oves je samospra$ny allohexaploidni druh travy charakteristicky velkym genomem 14 Gb/1C.
Haploidni genom mé zakladni sestavu 7 chromozomi n = 3x = 21.

Identifikace odrtid pro potfeby semenarskych podniki, Slechtitelskych stanic a odridového
zkuSebnictvi je obecnym problémem. S objevem polymerazové fetézové reakce (PCR) se vSak
zna¢n€ zrychlil vyvoj metod pro studium genetické variability a tudiz se i problém
charakterizace odrud stal feSitelnym. V soucasné dobé jiz existuje mnoho metod, které¢ vedou
k pochopeni rozdili mezi odridami a jsou zdkladem pro vyvoj molekuldrnich markert
vyuzivanych ve Slechténi. Jednou z nich je analyza mikrosatelitt, ktera je zalozena na detekci

143



OBSAH
Uroda 12/2020, védeckd pfiloha ¢asopisu

alelickych variant usekiit DNA, které obsahuji repetitivni sekvence, které sndze podléhaji
mutacim v diisledku chyb transkripce (Goldstein a Schlotterer, 2000). Proto se vyznacuji
vysokou mirou variability 1 v ramci druhu a jsou specifické pro danou odrtiidu ¢i individuum
(Plaschke et al., 1995). Proto se vyuzivaji ve forenznich aplikacich: ur€ovani paternit zvitat
i lidi, v kriminalistice, apod. Dals§i vyhodou analyzy mikrosatelitd je jejich kodominantni
charakter, vysoka reproducibilita a spolehlivost (Russel et al. 1997; Leisova-Svobodova et al.,
2014, 2018). Proto jsou mikrosatelity vyuzivany u rostlin pro studium biodiverzity a pro rizné
mapovaci a populacéni studie.

Hlavnim zamérem této studie bylo najit optimalni sadu mikrosatelitnich markert k jednoznacné
identifikaci uvedenych odrud ovsa.

Material a metody

Pro analyzu bylo vybrano celkem 140 odrid a novoslechténi ovsa. Souhrn je uveden
v Tabulce 1. Z celkového poctu bylo 108 genotypt typu pluchatého ovsa, 22 bezpluchych
(z CR, Kanady, Velké Britanie, Némecka a Ruska) a 10 typu ¢erného ovsa (z Francie, Ceské
republiky a Velké Britanie).

DNA byla extrahovéna z listovych cepeli cca 30 rostlin ve stadiu 1. pravého listu pomoci
detergentu CTAB dle optimalizovaného protokolu. Kvalita a koncentrace extrahované DNA
byly ovéteny elektroforeticky v 0,8 % agar6zovém gelu a vizualizaci pomoci ethidiumbromidu
v UV svétle srovnanim s velikostnim a koncentra¢nim standardem AHind III.

Tab: 1: Zemé pivodu analyzovanych genotypt ovsa

Zemé puvodu  Pocet genotypu Zemé puvodu Pocet genotypt
Argentina 2 Mad’arsko 1
Rakousko 6 Irsko 2
Belgie 2 Italie 1
Kanada 8 Holandsko 8
Ceska republika 46 Norsko 1
Estonsko 2 Polsko 2
Finsko 6 Rumunsko 1
Francie 10 Rusko 5
Némecko 18 Srbsko 1
Velka Britanie 8 Svédsko 3

Spojené staty 8
Celkem 140

Pro analyzu mikrosatelitd bylo vybrano 42 markert (Li et al., 2000; Holland et al., 2001; Pal et
al., 2002; Oliver et al., 2010). Po pfedchozi optimalizaci reakénich podminek byly provedeny
amplifikace u vSech 140 vzorkl ovsa. Produkty amplifikace byly separovany elektroforeticky
pomoci kapilarni elektroforézy v pfistroji ABI PRISM 3130. Elektroforetogramy byly
analyzovany v programu GeneMapper. Statistické analyzy byly provadény pomoci programi
MS Excel a Darwin (Perrier and Jacquemoud-Collet, 2006).

Vysledky a diskuze

Aplikaci 42 primerovych kombinaci na 140 genotypl ovsa bylo nalezeno 51 mikrosatelitnich
lokusii s celkovym poctem 255 alel. Primérna hodnota ¢ini 5,0 alely na lokus. 14 lokust se
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ukazalo byt monomorfni. Nejvyssi pocet alel (24) byl nalezen u lokusit AM3 a AM114c
(Tabulka 2). Hodnota indexu PIC (Polymorphism Information Content) se pohybovala
Vv intervalu od 0 (u monomorfnich lokust) do 0,898 (Tabulka 2).

Tab. 2: Charakteristika markeri pouZitych ve studii variability souboru 140 genotypi

ovsa
Pocet  Pozorovana Predpokladana _G-W PIC
alel  heterozygozyta heterozygozyta  index
AMla 2 0,150 0,328 0,028 0,318
AM1b 13 0,514 0,842 0,086 0,836
AM2a 1 0,000 0,000 0,000 0,000
AM2b 13 0,093 0,785 0,117 0,779
AM3 24 0,171 0,862 0,094 0,857
AM4a 3 0,000 0,315 0,053 0,242
AM4b 10 0,050 0,531 0,524 0,529
AMd4c 18 0,207 0,882 0,419 0,879
AM22 7 0,086 0,763 0,089 0,711
AM25 2 0,064 0,358 0,667 0,356
AM42a 4 0,057 0,306 0,034 0,132
AM42b 3 0,057 0,521 0,176 0,518
AMA47 1 0,000 0,000 0,000 0,000
AM102 6 0,171 0,505 0,316 0,503
AM54 6 0,143 0,629 0,353 0,627
AMS83 2 0,000 0,056 0,021 0,028
AMB84 2 0,100 0,095 0,069 0,095
AM103 2 0,000 0,082 0,400 0,082
AM112 8 0,029 0,255 0,229 0,254
AM87 8 0,036 0,416 0,381 0,414
AM92a 6 0,014 0,174 0,092 0,150
AM92b 12 0,050 0,826 0,308 0,823
AM104 1 0,000 0,000 0,000 0,000
AM107 3 0,007 0,103 0,018 0,090
AM114a 5 0,064 0,439 0,041 0,132
AM114b 19 0,021 0,906 0,093 0,897
AM1l4c 24 0,079 0,907 0,115 0,898
AM115 2 0,079 0,127 0,667 0,127
AM201 1 0,000 0,000 0,000 0,000
AM203 2 0,079 0,151 0,400 0,151
AM204 1 0,000 0,000 0,000 0,000
AM205 3 0,136 0,129 0,061 0,129
AM206 3 0,014 0,028 0,429 0,028
AM207 1 0,000 0,000 0,000 0,000
AM208a 3 0,021 0,394 0,027 0,383
AM208b 2 0,014 0,349 0,020 0,018
AM209 1 0,000 0,000 0,000 0,000
AM210 3 0,243 0,586 0,097 0,584
AM211 1 0,000 0,000 0,000 0,000
AM212 1 0,000 0,000 0,000 0,000
AM213 1 0,000 0,000 0,000 0,000
AM214 1 0,000 0,000 0,000 0,000
AM215a 4 0,043 0,573 0,267 0,570
AM216 1 0,000 0,000 0,000 0,000
AM215b 3 0,000 0,344 0,231 0,342
AM217a 5 0,014 0,631 0,047 0,618
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AM217b 3 0,000 0,390 0,024 0,380
AM218 1 0,000 0,000 0,000 0,000
AM219 1 0,000 0,000 0,000 0,000
AM220 2 0,000 0,182 0,012 0,170
AM221 4 0,200 0,188 0,571 0,188

Pro vybér mikrosatelitnich lokust rozliSujicich 140 genotypd ovsa byla zvolena strategie
vybéru dle hodnoty PIC (Tabulka 2). Postupné byly vypocteny genetické vzdalenosti pro lokusy
s hodnotami PIC vétsi nez 0,1 (32 lokust); 0,3 (21 lokust); 0,5 (15 lokust); 0,6 (10 lokust)
a 0,8 (6 lokust) pomoci koeficientl jednoduché shody (SM). Shlukovaci metodou nevazenych
vzdalenosti nejblizSich sousedu byl ziskany pfislusné dendrogramy. Dendrogram zahrnujici
6 lokusti s PIC vétsi nez 0,8 je uveden na Obrazku 1. Je z n&j patrné, ze tento pocet lokusi uz
nedokéze odlisit odriidu ovsa Ranch od odridy Black a odriidu Expo od odriidy Expander.

Obr. 1: Dendrogram zaloZeny na analyze 6 lokusti mikrosateliti s PIC > 0,8
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Nejlepsich vysledkl bylo dosazeno, kdyz bylo do analyzy zahrnuto 10 lokust s PIC vétsi nez
0,6. Vysledny dendrogram je uveden na obrazku 2, kde jsou barevné zvyraznény odridy, které
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nebylo mozno odlisit pomoci 6 lokustu. Amplifikaci 140 genotypti ovsa s 10 lokusy bylo
detekovano celkem 122 alel s primérnou hodnotou 12,2 alely na 1 lokus.

Obr. 2: Dendrogram zaloZeny na analyze 6 lokust mikrosateliti s PIC > 0,6
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Zavér
Na zaklad¢ wvysledki byl selektovan soubor 10 polymorfnich mikrosatelitnich lokust
s vysokymi hodnotami indexu polymorfismu, pomoci kterého je mozno odlisit vS§ech 140 odrad

a Slechtitelskych linii ovsa. Sestava alel uvedenych lokust pro kazdy ze 140 genotypd muzZe
slouzit jako jednozna¢na identifikace pro Gicely pravni ochrany odrid a odhalovani falsovani.
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HODNOCENI VYBRANYCH DUPLICITNICH POLOZEK V KOLEKCI
GENETICKYCH ZDROJU LOCIKY SALATOVE (L. SATIVA L.)

Evaluation of selected duplicates of lettuce (L. sativa L.) germplasm
1Sochor, M., Dolezalova L.

YCentrum regionu Hand pro biotechnologicky a zemédélsky vyzkum
2Vyzkumny vistav rostlinné vyroby, v.v.i. Praha

Abstrakt

Ceska kolekce genovych zdroju lociky seté (Lactuca sativa L.) zahrnuje v sou¢asné dobé 849
polozek, pficemz na zdklad€ pasportnich dat vice nez 30 % kolekce tvofi pravdépodobné
duplicity. U 32 vybranych polozek odrid Kral Méje, Kamenac, Lednicky, Achat a Kunovicky
byla provedena analyza deseti SSR markerd u tii jedincd z kazdé polozky a fenotypizace u
deseti jedincli ve dvou sezonach. Ve studovaném souboru byly jako vysoce pravdépodobné
duplicitni vyliSeny pouze polozky ¢tyfi polozky odridy Lednicky, ¢tyfi (az pét) odrid Kral
Mjje/Kralovna Mdaje a tf1 polozky nazvané Majskij, Majus Kirali a Majskij Jar. Ostatni
studované polozky vykazuji diferenciaci v SSR a/nebo fenotypovych znacich.

Klicova slova: duplicity, fenotypizace, genetické zdroje, salat, SSR markery

Abstract

The Czech collection of cultivated lettuce (Lactuca sativa L.) genetic resources currently
includes 849 accessions. Based on passport data, more than 30% of the collection is probable
duplication. For 32 selected accessions of the Kral Mgje, Kamena¢, Lednicky, Achat and
Kunovicky varieties, an analysis of ten SSR markers was performed on three individuals per
accession, and phenotyping in 10 individuals and two seasons. In the studied set, only four
accessions of the Lednicky variety were considered as highly possible duplicates; further four
(up to five) accessions of the variety Kral Maje/Kralovna Maje; and two accessions named
Majskij, Majus Kirali and Majskij Jar. Other accessions show differences in SSR and/or
phenotypic traits.

Key words: duplicates, phenotyping, genetic resources, lettuce, SSR markers

Uvod

Na zaklad¢ riznych analyz se ptedpoklada, ze pouze 25 az 30 % polozek genovych zdroji (GZ)
rostlin je odlisnych a ostatni tvofi duplicity ulozené ve stejnych nebo castéji riiznych kolekcich
ve svéte¢ (FAO 2010). Dilezitymi aspekty u¢inného managementu GZ rostlin jsou identifikace
a eliminace nadbytec¢nych (identickych nebo témét identickych) polozek v genovych bankéch,
protoze takové polozky neptispivaji ke genetické rozmanitosti kolekei, ale vyzaduji zdroje pro
jejich uchovani (Spooner et al. 2005). Efektivni vyuZivani GZ v genovych bankach vyzaduje
pfesnd a kompletni pasportni a popisna data polozek. Pro identifikaci duplicit v kolekceich je
vhodné pouzit komplexni ptistup a potencialni duplicity vytipované na zaklad¢ pasportnich dat
ovétit morfologickym porovnanim polozek a metodami molekuldrnich markert (van Treuren
et al. 2010). Ceska kolekce GZ lociky seté, salatu (Lactuca sativa L.) zahrnuje v sou¢asné dobé
849 polozek (Hybl et al. 2019), pfi€emz na zéklad¢ pasportnich dat vice nez 30 % kolekce tvori
pravdépodobné duplicity (GRIN Czech Release 1.10.3. 2020). Nejvice duplicit se na zaklade
pasportnich dat vyskytuje u polozek s ndzvy Kral Maje, Kamenac, Atrakce a dalSich. Cilem
této studie bylo identifikovat duplicitni polozky odrudy Kral Maje a odrid s podobnymi nazvy
Vv riznych jazycich, skupiny Kamenaci a dale odrid Lednicky, Achat a Kunovicky.
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Material a Metody

Na zakladé pasportnich dat bylo vybrano 32 polozek péti odriid salatu, u nichz se ocekavala
vysoka mira identity. Byla provedena analyza deseti SSR markert u tfi jedinct z kazdé polozky
podle metodiky Sochor et al. (2019). Fenotypizace byla provedena ve dvou sezéonach (2016 a
2017) vzdy u 15 jedincl. Znaky rozmisténi antokyanu a zptisob rozmisténi antokyanu, déleni
Cepele, zilnatina, tvar Cepele, okraj Cepele a vertikalni zvinéni okraji u mladych listd; u
dospélych listd barva, rozmisténi antokyanu a zpisob rozmisténi antokyanu, bublinatost,
velikost hlavky, tvar hlavky v podélném fezu a prekryti listy byly hodnoceny podle
klasifikatoru pro L. sativa (http://genbank.vurv.cz/genetic/nar_prog_rostlin/klasifikatory/
Lactuca.pdf). U péti jedinci (skupina A) byla vytfiznuta hlavka a byly méfeny tyto znaky: délka
listu (tfi méfeni), Sitka listu (tfi méfeni), hmotnost, pevnost, vySka a Sitka hlavky. Hodnoty
délky a sitky listu byly pro kazdého jedince zprimeérovany a jako proménné byly pouzity
pramér, minimum a maximum. U zbyvajicich deseti jedinct (skupina B) pak byla sledovana
délka stonku, barva oplodi a €as vybihani, kveteni a zralosti prvni nazky. Jedinci, ktefi v
pribcéhu sezony uhynuli, nebo se u nich z jinych pficin nepodafilo nékteré znaky zméfit, byli
Z analyzy vyfazeni.

Jak molekularni, tak fenotypové znaky byly kodovany podle jejich charakteru jako vicestavové
(kategorialni) nebo kvantitativni proménné a analyzovany ve tfech skupinéch tak, aby zadny
analyzovany soubor neobsahoval chybéjici data z diivodu nepiekryvajicich se (¢i jen ¢astecné
se prekryvajicich) vybéra jedinct: SSR data, fenotypova data pro skupinu A a fenotypova data
pro skupinu B. Pro lepsi ptfehlednost pak byl vytvofen souhrnny dataset z vybéru jedinct
skupiny A s jejich SSR daty, k nimz byla vzdy v ramci jedné polozky nahodné piifazena data
Z jedinct skupiny B. Tento dataset tedy obsahuje vSechny studované molekularni a fenotypové
znaky pro tii jedince kazdé polozky, pfi¢emz ¢ast hodnot je pro dané jedince extrapolovana.
Analyza hlavnich koordinidt (PCoA) zaloZzend na Gowerové koeficientu podobnosti byla
provedena v softwaru MVSP 3.22 (Kovach 2010), pro SSR data také v programu GenAlEX 6.5
(Peakall a Smouse 2012). Zatazeni jedinci do molekularné homogennich (¢i téméf
homogennich) skupin bylo provedeno v programu Genotype/Genodive 2.0b23 (Meirmans a
van Tienderen 2004).

Vysledky a diskuse

Ackoliv se na zédklad¢ pasportnich data ocekéavala vysokd mira identity mezi nékterymi
polozkami, jak fenotypova, tak mikrosatelitovd data ukazuji na pomérné¢ vyznamnou
diferenciaci (Obr. 1-3). Oproti ptedpokladu, ze studovany soubor se v multidimenzionalnim
PCoA prostoru rozd€li do péti izolovanych shlukli, analyza fenotypovych znakii vyustila
prakticky v kontinuum, jen s c¢asteénym vymezenim polozek 09H5700040 Kunovicky a
09H5700225 Kamennaja Golovka a relativn€ izolovanou pozici tésného shluku polozek
09H5700011 Lednicky, 09H5700166 Mayqueen, 09H5700176 Majskij, 09H5700180 May
King, 09H5700188 Kral Maje, 09H5700193, 09H5700700 Kral Maje, 09H5700833 Lednicky
a 09H5700931 Lednicky (Obr. 1, 2).

Stejné tak SSR data vykazovala pomérné velkou variabilitu (s ohledem na studovany soubor).
Heterozygotnost vSak nebyla pozorovana u zddného z jedincii s jedinou vyjimkou jedince
polozky 09H5700178 na lokusu SML13. Pii stanoveni hranice dvou rozdilu (tj. jednoho lokusu)
pro pfifazeni jedince ke ,,genotypu“ bylo v souboru vyliSeno sedm skupin, které vsak
neodpovidaly puvodnimu piedpokladu (Tab. 1). Jednou z nich byli dva jedinci polozky
09H5700237 (Kunovicky zimni), ktefi se lisili ¢tyfmi lokusy od tfetiho jedince a tiemi lokusy
od vétSiny jedinci ,,genotypu 2.
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PCO case scores (Gower General Similarity Coefficient)
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Obr. 1: PCoA diagram pro skupinu A (fenotypova data); prvni dvé osy zachycuji 20 %,
respektive 12 % variability souboru. Kazdy symbol oznacuje jednu polozku, ptfi¢emz v legendé
je uvedeno pouze posledni ¢tyicisli jejiho identifikatoru (09H570XXXX).
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Obr. 2: PCoA diagram pro skupinu B (fenotypova data); prvni dvé osy zachycuji 21 %,
respektive 15 % variability souboru.
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Obr. 3: PCoA diagram pro SSR data; prvni dvé osy zachycuji 23 %, respektive 20 % variability
souboru.
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Obr. 4: PCoA diagram pro ¢astecné extrapolovany dataset zahrnujici v§echny molekularni a
fenotypové znaky.

Tab. 1: SSR data pro jednotlivé lokusy (SML45 — LSSA26) a piifazeni jedinci ke ,,genotypu‘
pii hranici (threshold; th) nula, dvou a Ctyf rozdilt; ,,genotypy* vyliSené pro hranici 2 jsou
vyznaceny stejnou barvou, sloupec skupina oznacuje predpoklddanou identitu polozek na
zéklad¢ pasportnich dat. ID polozky je pro piehlednost zkraceno z piivodniho tvaru

09H570XXXX.
o N <t
TR TR
> o = 5 5
% s E s 8: § § Ty ™ S ™ Q - N 8 o I
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& 4o 3 5§ 8§35 5 8 5 8 8 35 & 3 8
= n = 0O O O O w %) _ %) | | %) — %) —
1
1 1 2 Achat 1 1 1 240 208 322 279 191 244 341 254 233 360
1
1 4 Achat 1 1 1 240 208 322 279 191 244 341 254 233 360
1 8 Achat 1 1 1 240 208 322 279 191 244 341 254 233 360
1
714 1 8 Achat 9 1 1 237 208 322 279 191 244 341 254 233 360
1 1
714 1 0 Achat 9 1 1 237 208 322 279 191 244 341 254 233 360
1 1
714 1 4 Achat 9 1 1 237 208 322 279 191 244 341 254 233 360
10 2 1 Kral Maje 2 2 1 237 209 324 274 191 244 341 254 237 360
10 2 3 Kral Maje 3 2 1 237 209 324 277 191 244 341 254 237 360
10 2 4 Kral Maje 3 2 1 237 209 324 277 191 244 341 254 237 360
184 2 1 Kral Maje 3 2 1 237 209 324 277 191 244 341 254 237 360
184 2 9 Kral Maje 3 2 1 237 209 324 277 191 244 341 254 237 360
1
184 2 0 Kral Maje 3 2 1 237 209 324 277 191 244 341 254 237 360
1
11 3 5 Lednicky 4 2 1 237 209 322 279 191 244 341 254 237 360
1
11 3 8 Lednicky 4 2 237 209 322 279 191 244 341 254 237 360
11 3 9 Lednicky 4 2 237 209 322 279 191 244 341 254 237 360
1
700 3 1 Lednicky 4 2 1 237 209 322 279 191 244 341 254 237 360
1
700 3 3 Lednicky 4 2 1 237 209 322 279 191 244 341 254 237 360
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700 3 6 Lednicky 4 2 1 237 209 322 279 191 244 341 254 237 360
1
833 3 1 Lednicky 4 2 1 237 209 322 279 191 244 341 254 237 360
833 3 6 Lednicky 4 2 1 237 209 322 279 191 244 341 254 237 360
833 3 8 Lednicky 4 2 1 237 209 322 279 191 244 341 254 237 360
931 3 6 Lednicky 4 2 1 237 209 322 279 191 244 341 254 237 360
1
931 3 5 Lednicky 4 2 1 237 209 322 279 191 244 341 254 237 360
931 3 8 Lednicky 4 2 1 237 209 322 279 191 244 341 254 237 360
26 2 9 Kral Maje 5 2 1 237 209 322 277 191 244 341 254 237 360
26 2 1 Kral Maje 5 2 1 237 209 322 277 191 244 341 254 237 360
1
26 2 7 Kral Maje 5 2 1 237 209 322 277 191 244 341 254 237 360
Kralovna
27 2 3 Maje 5 2 1 237 209 322 277 191 244 341 254 237 360
Kralovna
27 2 9 Maje 5 2 1 237 209 322 277 191 244 341 254 237 360
Kralovna
27 2 6 Maje 5 2 1 237 209 322 277 191 244 341 254 237 360
166 2 1 Mayqueen 5 2 1 237 209 322 277 191 244 341 254 237 360
166 2 8 Mayqueen 5 2 1 237 209 322 277 191 244 341 254 237 360
1
166 2 5 Mayqueen 5 2 1 237 209 322 277 191 244 341 254 237 360
176 2 4 Majskij 5 2 1 237 209 322 277 191 244 341 254 237 360
1
176 2 1 Majskij 5 2 1 237 209 322 277 191 244 341 254 237 360
1
176 2 3 Majskij 5 2 1 237 209 322 277 191 244 341 254 237 360
177 2 6 Majskij 5 2 1 237 209 322 277 191 244 341 254 237 360
177 2 8 Majskij 5 2 1 237 209 322 277 191 244 341 254 237 360
1
177 2 0 Majskij 5 2 1 237 209 322 277 191 244 341 254 237 360
180 2 2 May King 5 2 1 237 209 322 277 191 244 341 254 237 360
180 2 8 May King 5 2 1 237 209 322 277 191 244 341 254 237 360
1
180 2 4 May King 5 2 1 237 209 322 277 191 244 341 254 237 360
182 2 1 Majus Kiraly 5 2 1 237 209 322 277 191 244 341 254 237 360
182 2 3 Majus Kiraly 5 2 1 237 209 322 277 191 244 341 254 237 360
182 2 7 Majus Kiraly 5 2 1 237 209 322 277 191 244 341 254 237 360
186 2 1 Majskij Jar 5 2 1 237 209 322 277 191 244 341 254 237 360
186 2 4 Majskij Jar 5 2 1 237 209 322 277 191 244 341 254 237 360
186 2 7 Majskij Jar 5 2 1 237 209 322 277 191 244 341 254 237 360
188 2 3 Kral Maje 5 2 1 237 209 322 277 191 244 341 254 237 360
1
188 2 7 Kral Maje 3 2 1 237 209 324 277 191 244 341 264 237 360
1 1
188 2 4 Kral Maje 3 2 1 237 209 324 277 191 244 341 264 237 360
193 2 6 Kral Maje 5 2 1 237 209 322 277 191 244 341 254 237 360
193 2 8 Kral Maje 5 2 1 237 209 322 277 191 244 341 254 237 360
1
193 2 4 Kral Maje 5 2 1 237 209 322 277 191 244 341 254 237 360
196 2 3 Kral Maje 5 2 1 237 209 322 277 191 244 341 254 237 360
196 2 4 Kral Maje 5 2 1 237 209 322 277 191 244 341 254 237 360
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196 2 9 Kral Maje 5 2 1 237 209 322 277 191 244 341 254 237 360
1
1574 2 2  Kral maje 5 2 1 237 209 322 277 191 244 341 254 237 360
1
1574 2 4  Kral maje 5 2 1 237 209 322 277 191 244 341 254 237 360
1574 2 7  Kral maje 5 2 1 237 209 322 277 191 244 341 254 237 360
Melnicky
28 2 1 Mg 6 2 1 237 212 322 277 191 244 341 254 237 360
Melnicky
28 2 7 Mg 6 2 1 237 212 322 277 191 244 341 254 237 360
1 Melnicky
28 2 1 Mg 6 2 1 237 212 322 277 191 244 341 254 237 360
1 Kunovicky
237 4 3 Zimni 6 2 1 237 212 322 277 191 244 341 254 237 360
1 Kunovicky 1
237 4 1 Zimni 6 6 4 240 209 331 277 191 244 327 254 237 360
1 Kunovicky 1
237 4 5 Zimni 6 6 4 240 209 331 277 191 244 327 254 237 360
47 5 3  Kamenac 8 2 1 237 212 322 277 191 244 341 254 231 360
1
47 5 3  Kamenac 8 2 1 237 212 322 277 191 244 341 254 231 360
1
47 5 9 Kamenac 8 2 1 237 212 322 277 191 244 341 254 231 360
Kamenac
453 5 6  Plzensky 8 2 1 237 212 322 277 191 244 341 254 231 360
1 Kamenac
453 5 3  Plzensky 8 2 1 237 212 322 277 191 244 341 254 231 360
1 Kamenac
453 5 4  Plzensky 8 2 1 237 212 322 277 191 244 341 254 231 360
455 5 6  Kamenac 8 2 1 237 212 322 277 191 244 341 254 231 360
1 1
454 5 5  Kamenac 7 2 1 237 212 320 277 191 244 341 254 231 360
1
454 5 6  Kamenac 7 2 1 237 212 320 277 191 244 341 254 231 360
1
454 5 8 Kamenac 7 2 1 237 212 320 277 191 244 341 254 231 360
1
455 5 3  Kamenac 7 2 1 237 212 320 277 191 244 341 254 231 360
1
455 5 9  Kamenac 7 2 1 237 212 320 277 191 244 341 254 231 360
1
538 2 4 MayKirop 8 2 1 237 209 322 277 191 244 341 254 233 360
1
538 2 6 MayKirop 8 2 1 237 209 322 277 191 244 341 254 233 360
1 1
538 2 1 MayKirop 8 2 1 237 209 322 277 191 244 341 254 233 360
40 4 2 Kunovicky 7 3 2 240 209 333 288 191 244 327 262 237 360
40 4 8  Kunovicky 7 3 2 240 209 333 288 191 244 327 262 237 360
1
40 4 5  Kunovicky 7 3 2 240 209 333 288 191 244 327 262 237 360
1 Majusi
173 2 1 Kiraly 9 4 1 237 208 322 288 191 244 341 270 237 360
Majusi
173 2 7 Kiraly 9 4 1 237 208 322 288 191 244 341 270 237 360
1 Majusi
173 2 5 Kiraly 9 4 1 237 208 322 288 191 244 341 270 237 360
1
178 2 4  Kral Maje 0 4 1 237 208 322 288 191 244 341 254 237 360
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1 1
178 2 2 Kral Maje 1 4 1 237 209 320 283 191 244 341 254 237 360
283
128
178 2 7  Kral Maje 4 1 237 208 320 8 191 244 341 254 237 360
Kamennaja
225 2 1 Golovka 5 3 237 209 312 281 191 244 327 264 227 360
Kamennaja
225 2 3 Golovka 5 3 237 209 312 288 191 244 327 264 227 360
Kamennaja

225 2 5 Golovka 237 209 312 288 191 244 327 264 227 360

981 2 5  Kamenacek 7 1 237 212 322 277 191 244 341 274 233 360

981 2 1 Kamenacek 7 1 237 212 322 277 191 244 341 274 233 360

ONONONUUIFRUOIFRL,BRAREDNE
(6]
w

981 2 4  Kamenacek 7 1 237 212 322 277 191 244 341 274 233 360

Van Hintum a Kniipffer (1995) popsali rtizné typy duplicitnich polozek GZ uchovavanych
V kolekcich a mezi kolekcemi genovych bank, pfi¢emZ poukazali na nizkou pravdépodobnost
vyskytu zcela identickych polozek. Navzdory pasportnim datim, ktera indikovala velké
mnozstvi pravdépodobnych duplicit v Ceské kolekei genovych zdroji lociky seté (GRIN Czech
Release 1.10.3. 2020), ve studovaném souboru byly jako vysoce pravdépodobné duplicitni
vyliSeny pouze polozky 09H5700011, 09H5700700, 09H5700833 a 09H5700931 odrudy
Lednicky; dale polozky 09H5700176, 09H5700180 a 09H57000193 (ptipadné také
09H5700188, ktera vSak obsahuje dvé mutace u studovanych mikrosateliti u nékterych
jedincl) odriidy Kral Maje a polozka 09HS5700166 odriady Kralovna Maje; a polozky
09H5700177 nazvana Majskij, 09H5700182 Majus Kirali a 09H5700186 Majskij Jar. Ackoli
pievladajici samospraSnost snizuje schopnost genetické rekombinace celkova geneticka
variabilita u autogamnich druhti véetné lociky salatové muze byt vyznamna (Sochor et al.
2019). Tato nami zjisténa skute¢nost odpovida faktu, ze variabilita uvniti polozek GZ rostlin
se vyskytuje i u tak vysoce autogamnich druht jako je napi. je¢men (van Treuren a van Hintum
2001).

Ostatni studované polozky vykazovaly urCitou, byt mozna zanedbatelnou, diferenciaci v SSR
a/nebo fenotypovych znacich. U téchto polozek nelze jednoznacné a objektivné rozhodnout,
kam polozit hranici mezi (t¢éméf) identickymi a velmi podobnymi polozkami, které se v pritbéhu
casu diferencovaly nasledkem rGznych populacné genetickych procesti (mutace, drift,
neumyslnd selekce apod.). Tyto procesy jsou ptic¢inou ve zménach frekvence jednotlivych alel.
Pokud lze zabranit Gplnému vymizeni jednotlivych alel v poloZzce, material zistava béznou
duplikaci (van Hintum a Kniipffer 1995), a jako s béznou duplikaci s nim Ize i nakladat.

Zavér

Pokud se rozhodneme duplicitni polozky v kolekci uchovat, je napf. mozné je zatadit do
procesu regenerace v delSich regeneracnich cyklech. Vysoce pravdépodobné duplicitni polozky
salatu tvoii 28 % ze studovaného souboru 32 polozek, coz se blizi odhadovanému stavu
duplicitnich polozek v kolekei lociky seté na zékladé pasportnich dat. Jestlize bychom chtéli
tyto polozky eliminovat, ptineslo by to jednozna¢nou usporu prostoru na skladovani, Casu i
finan¢nich prostfedk.
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MOLEKULARNI CHARAKTERIZACE A HODNOCENI GENETICKE
DIVERZITY GENETICKCYH ZDROJU MAKU

Molecular characterization and evaluation of genetic diversity of poppy
genetic sources

Stara M., Jozova E., Curn V.
Zemédélskd fakulta JCU v Ceskych Budéjovicich

Abstrakt

Podobné¢ jako u dalSich hospodaiskych plodin 1 u maku probih4 intenzivni §lechténi. Klicovym
piedpokladem pro ziskani novych odrid je dostatecny rozsah genetické variability Slechtitelské
populace a dostupna rozsahld geneticka rozmanitost vyskytujici se v souborech genetickych
zdroji. Metody molekularni biologie umoznuji jednoznac¢nou identifikaci genetickych
zdroji. K hodnoceni genetické diverzity pomoci molekuldrnich markerti bylo zatazeno 99
odrid maku setého (P. somniferum) pochazejicich z ¢eského a evropského slechténi, moderni i
krajové odrudy a 3 genotypy maku vI¢iho (P. rhoeas). Pro popis genetickych zdroji maku byla
pouzita analyza mikrosatelitii. Tyto markery jsou uvadény jako vhodné pro popis variability na
urovni odrud. Celkem bylo zvoleno 10 mikrosatelitovych primert, které amplifikovaly 70 alel.
Analyzované markery vykazovaly vysoky stupen polymorfismu, jednoznaéné bylo rozliSeno
97 odrid. Pozitivnim faktem je, ze z hlediska Ceského Slechténi dochdzi k rozsifovani miry
genetické diverzity u novych odrud.

Klic¢ova slova: méak, molekularni markery, SSR, Slechténi

Abstract

As with other crops, intensive breeding is carried out for poppies. A key prerequisite for
obtaining new varieties is a sufficient range of genetic variability of the breeding population
and the available extensive genetic diversity occurring in sets of genetic resources. Molecular
merkers allow unambiguous identification of genetic resources. To evaluate genetic diversity
using molecular markers, 99 varieties of poppy (P. somniferum) originating from Czech and
European breeding, modern and regional varieties and 3 genotypes of Papver. rhoeas were
included. Microsatellite analysis was used to describe poppy genetic resources. These markers
are reported to be suitable for describing variability of varieties. A total of 10 microsatellite
primers were selected that amplified 70 alleles. The analyzed markers showed a high degree of
polymorphism, 97 varieties were clearly distinguished. A positive fact is that from the point of
view of Czech breeding, the degree of genetic diversity in new varieties is expanding.

Key words: poppy, molecular markers, SSR, breeding

Uvod

Mak sety (Papaver somniferum L.) je stara kulturni plodina, jejiz pivod neni zcela znam
(Novak, 1992). Patii do Celedi makovitych, ktera zahrnuje ptiblizné 120 druht. Kromé& méku
setého se lze v Ceské republice setkat i s vyskytem dal$ich druhti maku, jako je napf. mak
pochybny (Papaver dubium), mak Lecoquv (Papaver lecoqui), mak ¢asny (Papaver cosine),
mak bélokvety (Papaver maculosum), mak polni (Papaver argemone), vzacné mak zvrhly
(Papaver hybridum) a zejména nejznaméjsi druh, mak vI¢i (Papaver rhoeas) (Baranyk a kol.,
2010).

Mak je druhd nejpéstovanéjsi olejnina péstovand u nas na ploSe piesahujici 30 tisic hektart.
V roce 2019 byla osevni plocha maku 36 tis. ha, s hektarovym vynosem 0,71 t/ha, v roce 2020
pak byla péstebni plocha 40 tis. hektarii, tedy nejvyssi za poslednich 10 let, s celkovym

157



OBSAH
Uroda 12/2020, védeckd pfiloha ¢asopisu

vynosem 29 tis. tun (www.czso.cz). Ceské republika je nejvyznamnéjsim svétovym legalnim
péstitelem maku s nizkym obsahem alkaloidd. Tyto odridy poskytuji olejnatd semena
s dobrymi dietetickymi vlastnostmi vyuZzivanymi pfevazné v potravinaistvi, ale naptiklad i
V kosmetickém priimyslu. Naopak ve svété se péstuji odridy s vysokym podilem alkaloidt
Vv makoviné vyuzitelnych pievazné ve farmaceutickém primyslu. Vice nez 90% tuzemské
produkce je exportovano do zahrani¢i. Pfedev§sim do slovanskych zemi (Rusko, Polsko,
Bélorusko, Ukrajina) a do zemi, které jsou ovlivnéné slovanskou kuchyni (Zukalova a kol.,
2009).

Pro své vSestranné vyuziti je mak péstovan v mnoha zemich svéta. Potravinaisky mak se
zasadné lisi od ,,opiovych® maki tim, Ze jeho mlécnice témer neprodukuji latex a obsah
alkaloidtl je (velmi) nizky. V Ceské republice se péstuje pievazné mak s moudrou barvou
semen, avSak v poslednich letech dochdzi ke zvySeni osevnich ploch maku s bilou barvou
semen. Predpoklada se, Ze tato tendence bude do budoucna pokracovat (Liska, 2019, Vasak,
2010).

V dusledku intenzivniho Slechténi, kdy se Slechtitelé zaméfuji pouze na nékteré vlastnosti,
dochazi k zuzovani genetické variability u zemédélskych plodin. Dfive pouZivané
morfologické znaky, které byly jedinym néstrojem pro hodnoceni, jiZ nejsou dostacujici pro
urceni genetické variability. Jako vhodny nastroj k upfesnéni genetické variability pak mohou
byt molekularni markery, které jsou schopné detekovat DNA polymorfismus mezi jednotlivymi
odridami a pomoci lépe porozumét genetické struktufe rodi€ovskych komponent. Spojeni
morfologickych charakteristik a molekularnich markera se tak stdva G¢innym ndastrojem pro
vybér vhodnych genotypli, selekci zadanych rostlin a udrzeni dostateCné genetické
rozmanitosti.

Material a metody

Celkove bylo do hodnoceni genetické diverzity zafazeno 96 odrid maku setého a tii genotypy
maku vi¢iho. Kompletni analyzovany materidl zahrnuje jak staré odrudy, tak i odrady a
novoslechténi pochazejicich zejména ze sttedni Evropy. Z celkového poctu 96 odrad jsou 4
odriidy ozimé a ostatni jarni. Dale jsou mezi analyzovanymi vzorky zahrnuty odriidy s riznou
barvou semene pocinaje od odrud s bilymi semeny, pres Sedé, okrové az po rtizné odstiny
modrych maka.

Ziskany materidl byl péstovan ve vysevnim substratu po 40-ti semenech od kazdé odrudy.
Piiblizn€ po 14 dnech byl material odebran do papirovych sacki a Setrnym zptisobem vysusen
v silicagelu. Pro extrakci DNA byl pouzit vysuseny a zhomogenizovany material. Extrakce
probihala modifikovanou CTAB PVP metodou (Doyle, 1991).

Pro hodnoceni genetické diverzity odrid méku setého byly vybrany mikrosatelitové markery.
Celkem bylo pouzito 10 mikrosatelitovych primert. PCR reakce probihala v objemu 10 pl, 2x
PPP Master Mix (150mM Tris-HCI, pH 8,8 (pii 25 °C), 40mM (NH4)2S04, 0,02% Tween,
20,5mM MgClI2, 400uM dATP, 400uM dCTP, 400uM dGTP, 400uM dTTP, 100 U/ml Taq
DNA polymerazy, barvivo, stabilizatory a aditiva) nebo 2xGoTaq® G2 Green Master Mix
(GoTag® G2 DNA Polymerase je dodana v 2X Green GoTaq® G2 Reaction Buffer (pH 8.5),
400uM dATP, 400uM dGTP, 400uM dCTP, 400uM dTTP a 3mM MgCl2, 2x BSA (NEB), 10
pmol primeru forward a reverse, 100 ng templatové DNA. Vysledky mikrosatelitové analyzy
byly vyhodnoceny pomoci fragmenta¢ni analyzy na automatickém sekvenatoru ABI 3500
(Applied Biosystems).

Vysledky a diskuze

Pomoci vysledkil fragmentacni analyzy bylo zcelkového poctu deseti mikrosatelitovych
primerd amplifikovano 70 alel. VSechny primery byly dostate¢né polymorfni a dokazaly odlisit
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jednotlivé odridy maku. Pocet alel se pohyboval v rozmezi od 3 do 14 alel na primer. Pocty

alel a velikostni rozsah pro jednotlivé primery jsou uvedeny v tabulce 1.

Tab. 2: Vysledky amplifikace pro jednotlivé primery

primer pocet alel | velikost
fragmentu

psom4 4 155-167

Ondreic¢kova (2017)

psom17 5 101-122

Ondreic¢kova (2017)

OPEST026 8 120-154

Vasek (2019)

OPESTO081c 6 166-172

Vasek (2019)

OPEST053 10 193-209

Vasek (2019)

OPEST106 6 184-193

Vasek (2019)

OPGSSR001 | 14 216-241

Vasek (2019)

OPESTO061 8 225-237

Vasek (2019)

psSSR57 3 202-229

Ondreickova (2017)

psSSR69 6 155-166

Ondreickova (2017)

celkem 70

Z vysledkl fragmentacni analyzy byla sestavena binarni matice pfitomnosti (1) a nepfitomnosti
(0) fragment. Tato matice byla pievedena do programu MVSP a data byla vyhodnocena
pomoci PCO analyzy. VSechny odriidy byly rozdéleny dle pivodu vyslechténi, jedna odrad
byla zatazena samostatn¢ jako odriida zahradnickad, u péti odrid nebyl znam ptivod a tfi odridy
jsou vI¢i maky. Celkem tedy doslo k rozdéleni do 18 kategorii.

PCO case scores (Gower General Similarity Coefficient)
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Obr. 13: Vystup PCO analyzy - rozdéleni dle pivodu
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Na dendrogramu je patrné, ze doslo k rovnomérnému rozloZeni vSech analyzovanych vzork,
véetné vI¢iho maku. Také doslo k uplnému rozliSeni odrid, az na jednu vyjimku a to mezi
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odriidami Dubnik (stara Ceskoslovenské odriida) a Orfeus (Ceska odriida z novoslechténi), u
téchto dvou odrud doslo ke 100% shod¢ ve vSech 70 alelach.

Obr. 14: Matice podobnosti

Na zakladé vypoctt z matice podobnosti bylo dosazeno maximalné¢ 100% shody mezi jiz
zminénymi poloZzkami Dubnik a Orfeus. Minimalni shoda pak byla 60%. Oproti ostatnim

vvvvvv

— ptavod neznamy), ¢. 26 (Papaver somniferum z Laosu - Laos), ¢. 33 (Solivarsky - SVK), ¢.
116 (Kek Duna - HUN) a ¢.171 (Freundluv Libverdsky - CSK). Z téchto péti vzorkt maji tii
vzorky (€. 23, 26 a 33) bilou barvu semen.

PCO case scores{Gower-Ganeral Similarity Coefficient)

Ve

Obr. 3: PCO analyzy se zaméfenim na ¢eskoslovenské odriudy

Na obrazku ¢. 3 je vypocet PCO se zamétenim pouze na ¢eskoslovenské odridy jak pivodni,
tak i nové vyslechténé. Zvyraznény byly polozky ptivodem z Ceskoslovenska (CSK — svétle
modra), Ceské republiky (CZE — tmavé modra) a Slovenské republiky (SVK — zelena).
Plvodni, tedy ceskoslovenské odriidy, se az na par vyjimek shlukuji blize k sobé& tzn., Ze maji
maly geneticky zéklad. Oproti tomu odridy z novoSlechténi, jak ceského i slovenského jsou
mnohem rozdilngj$i a rovnomérné rozlozené po celém grafu. Tento vysledek je pro Ceské
Slechténi velmi pozitivni, jelikoz dochazi k rozsifovani genetické diverzity.
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230 (CZE)
211 (SVK)
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165 (CZE)
164 (CZE)
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158 ()
157 (CSK)
153 ()
151 ()
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140 ()
134 ()
133()
131 ()
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UPGMA

115 (CSK)
111 (CSK)
110 (CSK)
48 (CZE)
43 (CZE)
42 (CZE)
41 (CZE)
40 (CZE)
38 (SVK)
37 (SVK)
36 (SVK)
35 (SVK)
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15 (CZE)
11 (CZE)

r r . . 8 (CZE)
0,36 0,52 0,68 0,84 3 (CZE)
2 (CZE)

Nei & Li's Coefficient 10

Obr. 4: Vysledky UPGMA analyzy pro vybrané alely

Jelikoz v posledni dobé dochéazi k dovozu morfinového maku ze zahranici, je dilezité zamérit
se na genotyp ceského maku, ktery je bezmorfinovy a vhodny k pouziti v potravinafstvi. Proto
byly z binarni matice vybrany pouze ty alely, které byly stejné u vSech Ceskych odrud.
Z celkového poctu 70 alel bylo 25 u vSech ¢eskych odriid shodnych. Z binarni matice téchto 25
alel byl pomoci vypoctu UPGMA analyzy sestaven dendrogram (Obréazek 4). Ve vyznaceném
detailu dendrogramu byly zatazeny nejen vSechny odriidy z c¢eského Slechténi, ale také vétSina
slovenskych a pivodnich ceskoslovenskych odriid a nékteré odridy pivodem ze stiedni a
pouze odridy ceského novoslechténi, bylo by potieba pouzit jesté¢ vice mikrosatelitovych
primert, a nebo jiné markery typu AFLP, ISSR nebo napt. SNP.

Zavér

Pro hodnoceni genetické diverzity bylo zahrnuto celkem 99 odriid méaku jak piivodnich odrad,
tak 1 novoSlechténi pochazejicich z riznych zemi svéta, nejvice vSak ze stfedni Evropy.
Celkové bylo pouzito 10 mikrosatelitovych primert, pomoci nichZ bylo amplifikovano 70 alel.
Na zéklad€ pritomnosti amplikonli byla sestavena binarni matice, ze které byla vypoctena
matice genetické podobnosti. Tato matice bude poskytnuta Slechtitelim a pomoci vysledkt
Z genotypové a i fenotypové analyzy budou vybrany vhodni jedinci pro dalsi Slechténi. AZ na
jednu vyjimku, kdy doslo ke 100 % shod¢, byly vSechny ostatni odriidy navzajem rozliSeny.
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Tzn., Ze pouzity pocet primerd pro ucely rozliSeni odrid je dostateCny a primery vykazuji
vysoky stupeii polymorfismu. Pokud bychom se chtéli zamétit pouze na ¢eské odridy, bylo by
tieba pouzit jeste¢ dalsi markery, které by vysledky upfesnily. Velmi pozitivni je, ze z hlediska
¢eského slechténi dochazi k rozsifovani genetické diverzity, tudiz nedochazi ke ztraté geneticky
zajimavych znakd.

Dedikace
Tato studie byla vytvorena diky podpoie projektu NAZV QK1810391 a GAJU 027/2019/Z.
Podékovani patii Ing. Andree Rychlé¢ z OSEVA PRO s.r.o Opava, za poskytnuty material.

Pouzita literatura

Baranyk, P. a kol. Olejniny. 1. vyd. Praha: Profi Press, 2010. 206 s. ISBN 978-80-86726-38-0.

Doyle, J., 1991. DNA Protocols for Plants. In: Hewitt G.M., Johnston A.W.B.,Young J.P.W.
(eds) Molecular Techniques in Taxonomy. NATO ASI Series (Series H:Cell Biology), vol
57. Springer, Berlin, Heidelberg.

https://www.czso.cz/csu/czso/cri/odhady-sklizni-cervenec-2019

Liska, M. Situacni a vyhledova zprava olejniny. 2019. ISBN 978-80-7434-505-0.

Novak J., 1992: Mak sety, Systematika, puvod a d&jiny péstovani, In: Fabry, A. (ed.), Olejniny.
MZe CR, Praha, s. 265-267.

Ondreickova, K., Mic¢ianova, V., Muchova, D., Kl¢ova, L., Hudcovicova, M., Havrlentova, M.,
Mihalik, D., Kraic, J, 2017. Forensic application of EST-derived STR markers in opium
poppy. Biologia. 72(6): 587-594

Vasak, J., T. Kadlec A J. Vasak, Mak. Praha, 2010. Semafor. ISBN 978-80-904011-8-1.

Vasek, J., Cihalova, D., Melounova, M., Svoboda, P., Vejl, P., Stikarova, R., Vostry, L.,
Kuchtova, P., Ovesna, J., 2019. New EST-SSR Markers for Individual Genotyping of Opium
Poppy Cultivars (Papaver somniferum L.). Plants, 2020, 9(1):10

Zukalova H. a kol. (2009): Perspektiva odbytu semen maku a jeho rizika, Uroda 2/2009, str. 24
— 26.

Kontaktni adresa:

Ing. Eva Jozova, Ph.D.
Studentska 1668, 370 05,
Ceské Budgjovice

Email: vondre01@zf.jcu.cz

162


https://www.czso.cz/csu/czso/cri/odhady-sklizni-cervenec-2019
mailto:vondre01@zf.jcu.cz

OBSAH
Uroda 12/2020, védeckd pfiloha ¢asopisu

HYBRIDNI SESTAVENI REFERENCNIHO GENOMU JETELE
LUCNIHO (TRIFOLIUM PRATENSE L.)

Hybrid assembly of red clover (Trifolium pratense L.) reference genome
Trnény O.%, Cegan R.%, Simkova H.%, Safar J.5 VIk D.
1Zemédeélsky vyzkum spol. s . 0., Troubsko
2Biofyzikalni ustav AV CR, v. v. i., Brno

3Ustav experimentalni botaniky AV CR, v. v. i., Olomouc
*Masarykova univerzita, Prirodovédecka fakulta, Brno

Abstrakt

Zékladem pro aplikaci molekularniho Slechténi je znalost kvalitni referen¢ni sekvence plodiny.
Nové metody sekvenace 3. generace zvladaji Cist 1 desitky tisic pari bazi dlouhé useky DNA a
tim umozni ptrekonat nedostatky v souvislosti stavajicich referen¢nich sekvencich, protoze
znalost dlouhych tusekli sekvenci pomah4a piekonat oblasti genomu s vysokym
obsahem opakujicich se motivii sekvence. Zde prezentovana nova verze sestaveni diploidni
odridy Start je vysledkem hybridniho sestaveni kratkych 1 dlouhych sekvenci, které dalo
vzniku referencni sekvenci s vysokou primérnou délkou kontigu 1 vysokou hodnotou N50.
Nova verze sestaveni referencni sekvence umozni presnéjsi mapovani polymorfismi slouZzicich
k vytvafeni molekularnich markera pro Slechténi jetele lu¢niho.

Kli¢ova slova: referencni sekvence, dlouh¢ ¢teni, hybridni sestaveni, genom jetele lu¢ni

Abstract

The basis for the application of molecular breeding is knowledge of the high-quality reference
sequence of the crop. The new sequencing methods can also read tens of thousands of base
pairs through long part of DNA, and thus make it possible to overcome the shortcomings of the
existing reference sequences, since knowledge of long sequence sequences helps to cross
regions of the genome with a high content of repeating sequence motifs. The new version of
the diploid Start variety assembly presented here is the result of a hybrid assembly of both short
and long reads, which gave rise to a reference sequence with both a high average contiguous
length and a high N50 value. The new version of the reference sequence assembly will allow
more accurate mapping of polymorphisms used to create molecular markers for the breeding of
red clover.

Key words: reference sequence, long-read sequencing, hybrid assembly, red clover genome

Uvod

Jetel lu¢ni (Trifolium pratense L.) je dusik fixujici plodina, ktera poskytuje kvalitni pici bohatou
na dusikaté latky a soucasné plni i mimoprodukéni tlohu, jakozto plodina zlepSujici pidni
vlastnosti. Ekologicky vyznamnéa vlastnost jetele lu¢niho je jeho nektaroddrnd funkce.
Vzhledem k délce korunni trubky kvétl jetele luéniho je jetelova pastva dilezita zejména pro
skupinu opylovaci s dlouhym sosdkem, jako je chranény druh ¢meldak zemni (Bombus
terrrestris L.). Velikost genomu jetele lu¢niho je 418 Mbp haploidniho genomu (Vizintin et al.
2006). Zakladni chromozomové &islo x = 7. Kromé diploidnich odriid se vyuZivaji i odridy
autotetraplodni, které vykazuji mohutné;si vzrist i lepsi vynos a vytrvalost rostlin na stanovisti.
Cizosprasnost jetele lu¢niho zpsobuje vysoce haterozygotni charakter genomu. V soucasnosti
jsou v databazi Genome NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome) k dispozici pro Jetel
luéni referencni genomy pro diploidni odridu Milvus B (De Vega et al. 2020) a tetraplodni
odridu Tatra (IStvanek et al. 2014). Tyto referenci sekvence jsou vytvoiené na zaklade
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seskladani kratkych sekvenci ziskanych z NGS (Next Generation Sequencing) sekvenace.
Nejpropracovanéj$i je aktudlni sestaveni referencni sekvence odridy Milvus B (assembly
GCA _900292005.1 Trifolium pratense genome Vv3), ktera je k dispozici ve formé skefoldl o
celkové délce 352 Mbp sekvence, z nichz je 75 % délky mapovano do sedmi chromozomd.
Obsah nukleotidovych part GC je 33,7 %, coz tfadi genom jetele lu¢niho spiSe k druhtim
s nizkym obsahem GC (Singh et al. 2016). Kvalita stavajicich sestaveni referen¢nich sekvenci
odpovida vyuzité technologii NGS sekvenace, kterd je zaloZena na sekvenaci fragmenti DNA
o délce ¢teni v jednotkach stovek bazi. Pitazeni do skefold ¢i chromozomi je vysledkem
genetického mapovani. Nové metody 3. generace sekvenovani umoziuji ¢teni dlouhych
fragmentd DNA v fadech desitek az stovek tisic part bazi. Hlavni nevyhoda sekvenace s
hmotnosti a vysS§i cena sekvenace za bazi. Spojenim velkého mnozstvi kratkych sekvenci
S nizkou chybovosti spole¢n¢ s dlouhymi sekvencemi z 3. generace sekvenovani lze vytvorit
tzv. hybridni seskladani genomu. Hybridni sesklddani vykazuje lepsi parametry referencniho
genomu s vyssi kontinuitou kontigt.

Material a metody

K sekvenaci byla pouZita rostlina diploidni odriidy Start. Pro potieby sekvenace dlouhych ¢teni
je potieba poskytnout sekvenatoru fragmenty DNA s vysokou délkou a s dostate¢nou Cistotou
izolované DNA. Nebot se jedna se o rostlinny druh, z kterého se DNA izoluje problematicky,
byla k ziskani dlouhych sekvenci jetele lu¢niho vyuzita izolace DNA z izolovanych jader
mladych listi rostliny sortovanych pomoci pratokového cytometru. Vysoko molekularni HMW
DNA byla precisténa pomoci purifikacnich diskit MagNanobind Disks (Circulomics).
Knihovna pro sekvenaci byla vytvofena s pouzitim Rapid sequencing kitu dle protokolu
udavaného vyrobcem. Sekvencni béh probihal po dobu 72 hodin na sekvenatoru MinlON
(Oxford Nanopore Technologies) s vyuzitim flowcely R9.4.1 s 1699 piistupnymi sekvena¢nimi
pory pii1 zahdjeni sekvenovani. K mapovani dlouhych ¢teni na ptivodni sestaveni referencni
sekvence z kratkych c¢teni byl vyuzit mapovaci software minimap2 (Li, 2018). Pavodni
sestaveni referencni sekvence bylo vytvoreno zkratkych Ctenich rostlin odridy Start dle
postupu uvedeného v Istvanek et al. (2014). Pro vytvoreni hybridniho sestaveni byl pouzit
assembler Lrscaf (Qin et al. 2019). Charakteristika ptuvodniho i nové vzniklého hybridniho
sestaveni byla ziskana pomoci programu Seqkits stats (Shen et al. 2016).

Vysledky a diskuze

Ze sekvenacniho béhu HMW DNA jetele lucniho na sekvendtoru MinlON bylo ziskano
4 349 781 raw sekvenci o celkové délce 9,696 Gbp. Primérna délka sekvence Cinila 2,229 kbp.
Maximdlni délka sekvence Cinila 559 kbp. Pro hybridni sestaveni byly vyuzity jen cteni
s délkou vyssi nez 500 bp a s praimérnou kvalitou sekvenaci Q skore > 10 (Graf 1).
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Nova verze referen¢ni sekvence jetele lu¢niho pro diploidni odridu Start s ozna¢enim TpStart
V2 byla vytvorena z kombinace dat stavajici referencni sekvence genomu sestaveného
z kratkych ¢teni NGS sekvenace a z nové ziskanych dlouhych ¢teni sekvenace HMW DNA.
Popisna charakteristika nové referen¢ni sekvence TpStart v2 je uvedena v Tabulce 1.
V porovnani s ptivodnim sestavenim TpStart vl vykazuje nova verze referencni sekvence vyssi
uroven souvislosti vyjadienou hodnotou N50, ktera udava délku nejkratSiho kontigu, ktery
spole¢né se vSemi del§imi kontigy v sestaveni dosahuje v souctu 50 % celkové délky sestaveni.
Nova referencni sekvence TpStart v2 je k dispozici na vyzadani u autort studie.

Tab. 1: Srovnani popisnych parametrua kontigi referencnich sekvenci jetele lu¢niho

Sestaveni Tpl.0 T.pratense v3 TpStart v1 TpStart v2

Tatra Milvus B sestaveni hybridni
GCA 000583005.2 | GCA 900292005.1 | z kratkych cteni | sestaveni

Pocet kontigl 267372 135014 288451 197226

Celkova délka 304972039 309013328 267234915 402608754

Primérna délka | 1140 2289 926 2041

kontigu

Maximalni délka | 37462 32759 32069 338432

kontigu

N50 2432 4846 1646 28762

Minimalni délka | 200 785 200 200

kontigu

Graf 2: Piehled distribuce poctu kontigi v novém sestaveni TpStart v2 delSich nez
hodnota N50

Distribuce kontigl v sestaveni TpStart v2 delSich nei N50
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Dosavadni referencni sekvence jetele lu¢niho jsou posklddany na zakladé sestaveni kratkych
cteni z NGS sekvenaci. Tyto referencni sekvence se vyznacuji nizkou ndvaznosti kratkych
kontigli. Referencni sekvence Tpl.0 (IStvanek et al. 2014) je jedinou referencéni sekvenci
vystavenou na sekvenacnich datech tetraploidnich jedincii jetele lu¢niho, avSak toto sestaveni
vykazuje nizkou hodnotu primérné délky kontigli i nizkou hodnotu N50 (Tabulka 1). Sestaveni
Trifolium pratense v3 (DeVega et al. 2015) diploidni odriiddy Milvus B ma jiz del§i primérnou
délku kontigih 1 vy$8i hodnotu N50, navic jsou jeho kontigy spojeny do chromozomi a
nepiifazenych skefoldl skrze genetické mapovani, avsak intervaly mezi jednotlivymi kontigy
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jsou Casto neznamé sekvence a jejich vzdalenost je pouze odhadem na zaklad¢é miry genetické
vzdalenosti. V porovnanim se stavajicimi referen¢nimi sekvencemi jetele lu¢niho se nova verze
TpStart v2 sklada z velké casti z dlouhych sekvenci a s absenci nezndmych mezer.

Zavér

Pomoci sekvenace dlouhych ¢teni a hybridniho sestaveni byla ziskédna nova verze referenc¢ni
sekvence genomu jetele lucniho (T. pratense). Nova verze sestaveni dosahuje lepsi kontinuity
nez verze predchozi, vyznacuje se dlouhymi kontigy a je urCend pro praktické vyuziti ve
Slechténi. Novéa referenéni sekvence je vhodna zejména k mapovani variant pfi
celogenomovych genotypizacich jetele lu¢niho, k uréeni vzdalenosti mezi polymorfismy, ale
také k navrhovani PCR markeri pro markerové asistovanou selekci ve Slechtitelskych
programech jetele lu¢niho.
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HODNOCENI SLECHTITELSKEHO MATERIALU BRAMBOR
ZA POUZITI FYZIOLOGICKYCH CHARAKTERISTIK ZISKANYCH
ZE SPEKTRALNI ANALYZY DAT Z BEZPILOTNIHO
SNiIMANI POROSTU

Evaluation of potato breeding material using physiological characteristics
obtained from spectral analysis of data
from unmanned vegetation scanning

Zameénik J.., Domkarova J. 2, Lukas J. %, Faltus M., Svecova R. 2, Ptacek J. 2

YWyzkumny vstav rostlinné vyroby, v.v.i.
2Vyzkumny vistav brambordisky Havlickiv Brod, s.r.o.

Abstrakt

Pomoci dalkového snimani porostu novoslechténi bramboru bylo mozné vybrat jednotlivé
rostliny, které byly na zakladé analyzy dvou spektralnich indexti (PRI, Photochemical
Reflectance Index a DZNI, Dry Zea N Index) detekovany jako vynikajici, odrazejici excelentni
fyziologicky stav a patfily do skupiny tfi sigma vzhledem k rozloZeni namétenych dat. Bylo
vybrano 0,27 % procent nejlepSich jedinct u téchto dvou indexti. To €inilo z 1740 jedinct 5
genotypt. Tento vybér nadéjnych novoslechténi byl zohlednén pii sklizni a tyto genotypy
budou pifednostné sledovany v pfisti vegetacni sezon€. Na tomto modelovém piikladu bylo
ukazano na velky potencidl dalkového sledovani porostu bramboru a vyuziti multispektralni
analyzy k hodnoceni reakce rostlin bramboru na nepiiznivé podminky nedostatku vody.
Klicova slova: suchovzdornost, dalkovy prizkum, hyperspektralni analyza, novoslechténi

Abstract

Based on remote sensing of new potato breeding, it was possible to select individuals who were
excellent in two spectral indexes (PRI, Photochemical Reflectance Index and DZNI (Dry Zea
N Index) and belonging to the three sigma best individuals according to the distribution of
measured data. Thus, 0.27% of the best individuals for these two indexes were selected. This
made 5 genotypes out of 1740 individuals. This selection of promising new breeds was taken
into account at harvest and these genotypes will be preferentially monitored in the next growing
season. In this model example, the great potential of remote monitoring of potato crops was
shown and the use of multispectral analysis to evaluate the response of potato plants to
unfavourable water shortage conditions.

Key words: drought resistance, remote sensing, hyperspectral analysis, new breeding

Uvod

Brambory jsou diilezitou potravinaiskou plodinou s vysokymi vynosy. V duasledku ptisobeni
sucha vsak vznikaji vyznamné ztraty v jejich vynosu a kvalité. Vzhledem k celosvétovému
vyznamu bramboru jako potraviny a rostoucimu vyznamu a dopadu sucha v souvislosti se
zménou klimatu ziskavd na dulezitosti vyzkum zaméfeny na toleranci sucha u bramboru
(Handayani et al. 2019). Problematika suchovzdornosti bramboru se v posledni dobé dostava
do poptedi vzhledem k poslednim suchym ro¢niktim, kdy v polnich podminkéch brambor trpi
nedostatkem vody a byl timto faktorem prokazateln€ u néj snizen vynos a kvalitativni vlastnosti.

Jednou z nejefektivnéjsi cest je pouzit Sirokého spektra geneticky zaloZené odolnosti bramboru
k suchu (Zamecnik et al. 2018, Zamecnik 2015).
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Prace navazuje na pokrok v odvozovani prediktivnich vztahi mezi riiznymi charakteristikami
a transformacemi dat vychazejicimi ze sledovani spektralni odrazivosti listl rostlin (Blackburn
2007) reflektujici zmény v koncentraci a poméru zastoupeni pigmentd jako nastroje pro
diagnostiku fady fyziologickych procest rostlin.

Vegetacni indexy PRI a DZNI byly vypocteny podle Romero et al. (2017). Analyza dalsich
potencialnich vegetac¢nich indexti uvadéné Romero et al. (2017) byla limitovana vlastnostmi
pouzitého RGB senzoru s Sirokymi pasmy snimanych vinovych délek pii absenci NIR (tato
analyza bude provedena pozd¢ji na zakladé dat z péti pasmové multispektralni kamery na
konkrétnich parcelach).

Cilem této prace bylo porovnat parametry suchovzdornosti bramboru v ranych féazich
novoSlechténi bramboru jesté pied sklizni, tak aby bylo mozné nad&né novoslechténce
oznacené na zékladé zjiSténych parametri sklidit oddélené. Vzhledem k velkému poctu, fadoveé
tisice az desetitisice hodnocenych jedincti bylo cilem pouzit expeditivni metodu dalkového
snimkovani porostu z preletii nad pokusnou parcelou pomoci dronu s Sirokospektralni RGB
kamerou. Cilem bylo ovéfit moznost pouziti dostupného Sirokopasmového RGB snimkovani
pomoci dronu pro rychlé hodnoceni tisicti novoslechténi rostlin bramboru v kratkém ¢asovém
useku.

Material a metody

Studovali jsme soubor 1740 novoslechténi bramboru, ramsi (kombinace kiiZeni v prvni polni
hlizové generaci) na jednom stanovisti v jednom roce piredstavujicich genetickou rozmanitost
po kfiZeni vybranych rodicu.

Délkové sniméni bylo provedeno pomoci bezpilotniho letounu DJI Phanotom 4 pro osazeného
RGB senzorem. Leteckd mise byla naprogramovana a fizena pomoci programu MapPilot
zohlediujiciho terén a svazitost snimané plochy. Samotné snimani bylo realizovano koncem
cervence v 15h CET z vysky 30m AGL s dopfednym/stranovym piekryvem jednotlivych
snimka 75/75% pii fixnim manualnim nastaveni expozice, clony a citlivosti. Ortorektifikace
snimku byla provedena programem OneButton. Vyslednd mozaika byla dale zpracovéana v
programu ImagelJ pro dekompozici na jednotlivé barevné slozZky RGB odstranéni pozadi (pudy)
tak, aby analyza vegeta¢nich indexi byla provedena vyhradné na samotnych rostlinach ve
vytyCenych transektech na jednotlivych pixlech. V barevném snimku (Obr. 1) bylo ohranic¢eno
12 tadkl v levé a v pravé ¢asti pole (fadky nebyly v pfimce, proto hodnoceni bylo provadéno
zvlast v kazdé Casti pokusného pole). Obdélnikem prochazela sttedem piimka (transekt), na
které byla provedena obrazova analyza. Otazka piesahu jednotlivych novoslechténi mezi sebou;
Vv dob¢ snimkovani porost byl zapojeny i tam kde byly vynechané rostliny pfi sazeni, proto byl
zvolen pro méfeni transekt, na kterém byly zmétfeny indexy jednotlivym trsiim v jednotlivych
fadcich.

Indexy byly vybrany dva: PRI a DZNI podle publikace (Romero et al, 2017).

PRI (Photochemical Reflectance Index) = (R(531 nm) - R(570 nm))/(R(531 nm)+R(570 nm))
(Penuelas et al., 1997)

DZNI (Dry Zea N Index) = (R(575 nm))/(R(526 nm)) (Zhao et al., 2003)

Vypocet dalSich indexi byl limitovan absenci vysSich vlnovych délek v oblasti NIR. Je
zajimavé, Ze oba indexy jsou v nelinedrnim nepiimo imérném vztahu.

Z jednotlivych fadka byly vybrané novoslechténi a spocitané stfedni hodnoty se smérodatnymi
odchylkami pro jednotlivé indexy pro konkrétni genotyp. Na zaklad¢ této odchylky byly
vybrani jedinci v pozitivnim tfi sigma rozsahu do vybéru.
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Pravidlo tfi sigma, znamé i jako 3s-kritérium, pravidlo 3o, je definovano jako pro piiblizné
statisticky normalné rozdéleného _souboru, kdy by se mély témét vsechny relevantni hodnoty
nachazet ve tfech odchylkach od aritmetického pruméru tj. 99,73% vSech hodnot. V této préci
byly vyuzity pravé zbyvajici jedinci v kladné ¢asti odchylky reprezentujici 0,27% jedinci a ty
byly oznaceny jako vyjimecni jedinci ve sledovaném indexu.

Vysledky a diskuze

Byla ziskana data dvou indexti PRI a DZNI na zaklad¢ snimani Sirokospektralni RGB kamerou
nesenou bezpilotnim prostfedkem nad pokusnym pozemkem. Nejlepsi novoslechténi byla
vybrana na zaklad¢ 3s-kritéria, pravidlo tfi sigma pozitivni odchylky od priiméru a jeho dopoctu
do jedné tj. 0,27% procent nejlepsich jedinct u téchto dvou indexi. To ¢inilo z 1740 jedinct 5
genotypil. V piipad€ pozadavku na vice vybranych novoSlechténi lze ptidavat podle sefazenych

vvvvv

genotypil v kazdém sledovaném indexu. Tento vybér nadéjnych novoslechténi byl zohlednén

MV

pfi sklizni a tyto genotypy budou pfednostné sledovany v pfisti vegetacni sezoné.

Obr. 1: Snimek z bezpilotniho prostiedku po odstranéni pozadi na ¢asti pokusné parcely.
Pohled na jednu cast se zahrnutim jednotlivych fadka (zlut€), u posledniho 12. tadku je
zduraznén transekt (zelen€) podle kterého se méfily jednotlivé spektralni charakteristiky
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Jednotlivé trsy na jedné ¢asti
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Graf 1: Seiazené trsy bramboru podle velikosti indexu PRI (Photochemical Reflectance
Index) na jedné casti pokusného pozemku. Sipkou je naznaceno tii sigma odchylka od
priaméru, slouzici pro vybér nejlepsich trst v tomto indexu n = 816.

V grafu 1 jsou patrné extrémni hodnoty indexu PRI, na zakladé toho bylo mozné oznacit
novoSlechténi , které spadaji nad hranici 3sigma tj. novoslechténi s vysokym zapojenim porostu
a dalsich rastovych charakteristik.
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Graf 2: Seirazené trsy bramboru podle velikosti indexu DZNI (Dry Zea N Index) na jedné

¢asti pokusného pozemku. Sipkou je naznageno tfi sigma odchylka od priiméru, slouZici pro
vybér nejlepsich trsi v tomto indexu n = 816.

V grafu 2 jsou sefazené extrémni hodnoty indexu DZNI, na zakladé toho indexu bylo mozné
oznacit novoslechténi, kterd spadaji nad hranici 3sigma a kterd méaji nejvice vody. Jestlize za
srovnatelnych podminek genotypy bramboru jsou schopné v sob€ uchovavat vodu, tak musi byt
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schopny na zdklad¢ rozdilu ve vodnim potencidlu mezi rostlinou a pidou tuto vodu cerpat
Z pudy.

Na zékladé Poisonova rozdéleni bylo mozné vyhodnotit, ze index PRI vysoce koreloval
S vegetativnimi charakteristikami a biomasou brambor LAI (0,932), FA (0,875), LAR (0.861),
RGTtub (0,916) a druhy index DZNI vysoce koreloval (0,777) s celkovym obsahem vody listl
brambor (Romero et al, 2017). Studie prokazaly, ze PRI je fyziologicky index citlivy na stav
xantofylovych pigmentli a na fotosyntetickou t¢innost. Index je citlivy na absorpci pigmentu
podminkami osvétleni, geometrii pohledu a strukturou povrchu porostu (Hernandez-Clemente
etal., 2011). Pomoci této metody, dalkového snimani porostu rostlin bramboru, by mohly byt
sledované indexy online na pozemni Stanici.

Pti stresu sucha mélo rychlé dosazeni exponencialniho rstu a maximalni pokryv porostu
negativni U€inky na tvorbu hliz a jejich zvétSeni. Rychlost rstu, maximalni pokryv porostu a

vvvvvv

hliz nez pro tvorbu hliz pfi stresu ze sucha (Blackburn 2007).

Na tomto modelovém piikladu bylo ukdzano na velky potencial bezpilotniho dalkového
sledovani porostu bramboru a vyuziti multispektralni analyzy k hodnoceni reakce rostlin
bramboru na konkrétni neptiznivé podminky. Navzdory témto moznostem pro dalsi vyvoj a
zdokonalovani technik svédc¢i soucasné trendy rozsitujici se fady aplikaci v ekofyziologickych,
environmentalnich, zeméd¢€lskych a lesnickych védach a zaroven zdlraziuji rostouci dulezitost
hyperspektralniho dalkového prizkumu rostlinnych pigmentt.

Zavér

Na zéklad¢ spektralni obrazové analyzy byla vybrana novoslechténi s vysokou hodnotou
vegetacnich parametri a vysokym obsahem vody. Vybrané novoSlechténi byla tak
identifikovana jako potencidlni geneticky material pro zlepSeni rezistence k suchu. Na polni
urovni se navrhuje pouziti vhodné kultivacni techniky spolu s technologii piesného dalkového
snimkovani pro odhaleni odolnych novoslechténi k nedostatku vody za tGcelem dosazeni
vysokého vynosu i pfi neptiznivych podminkach.
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POROVNANI VYSKYTU ENDOFYTNICH HUB RODU
NEOTYPHODIUM SPP. V SEMENECH A CERSTVEM PLETIVU
U VYBRANYCH GENOTYPU KOSTRAVY RAKOSOVITE A JILKU
VYTRVALEHO

Comparison of endophytic fungi of the genus Neotyphodium spp. in seeds
and tissue in selected genotypes of tall fescue and perennial ryegrass

Drapalova L%, Losak M.!?

L OSEVA vyvoj a vyzkum s.r.o0, ZubFi
20SEVA PRO s.1.0, 0. . Vyzkumna stanice travinarska Roznov — Zubri

Abstrakt

Hodnoceni vyskytu endofytnich hub rodu Neotyphodium spp. bylo provedeno mikroskopicky
in situ. Byly vybrany genotypy kostfavy rakosovité (Aronde, Clemfine, Metsovo, Buffalo)
a jilku vytrvalého (Victorian, Vigor R.V.P., PF 19/8, Barvestra) z trsovisté Genetickych zdroju
rostlin v Zubii. U téchto genotypu byly nalezeny statisticky vyznamné rozdily. Zaroven bylo
téZ provedeno porovnani vyskytu endofytni houby rodu Neotyphodium spp. u genotypu
kosttavy rakosovité (Aronde, Clemfine, Metsovo, Buffalo) ze semennych vzorki a Zivé tkané
listovych pochev po vysevu téchto infikovanych semen. Cilem bylo zjistit, zda jsou endofytni
houby schopny piezit a dale infikovat pletivo ve stejném procentnim zastoupeni. PO
mikroskopické analyze bylo zjisténo, Ze endofytni houby r. Neotyphodium spp. jsou schopny
Zivota 1 po vysevu.

Klic¢ova slova: Neotyphodium, endofytni houby, kostfava rakosovita, jilek vytrvaly

Abstract

An evaluation of the presence of endophytic fungus of the genus Neotyphodium spp. was done
microscopically in situ. Genotypes of tall fescue (Aronde, Clemfine, Metsovo, Buffalo) and
perennial ryegrass (Victorian, Vigor R.V.P., PF 19/8, Barvestra) have been selected from the
Plant Genetic Resources tuft area in Zubii. Statistically significant differences were found in
these genotypes. At the same time, a comparison was also made between the incidence of
endophytic fungi of the genus Neotyphodium spp. in the genotypes of tall fescue (Aronde,
Clemfine, Metsovo, Buffalo) from seed samples and the tissue of leaf sheaths after sowing these
infected seeds. The goal was to see if endophytic fungi could survive and further infect the
tissue in the same percentage. After microscopic analysis, endophytic fungi of Neotyphodium
spp. were found to be able to live after sowing.

Keywords: Neotyphodium, endophytic fungi, tall fescue, perennial ryegrass

Uvod

Endofytni houby jsou vSudypfitomné mezi vSemi rostlinnymi rody a byly ziskdny
z asymptomatické tkané rostlin, vetné tfas, mechd, kapradin, jehlinanli a krytosemennych
rostlin péstovanych v suchozemskych a vodnich ekosystémech, vcetné agroekosystémil
a pfirodnich ekosystémi patiicich od tropickych, subtropickych, poustnich, mirnych oblasti az
po tundru a arktické biomy. Vé&tSina studii ukdzala, Ze hojnost, rozmanitost a druhové slozeni
endofytnich hub se lisi podle hostitelskych druht, typu a stafi pletiv, charakteru lokality,
mistnich klimatickych podminek a antropogennich faktorti (Torres, Tadych, White, Bills,

wevr
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Vv pastevnich druzich trav, predevsim v kostravach a jilcich, kde po konzumaci dobytkem a
skotem zptisobuji ekonomické ztraty (Schardl, Moon 2003; Jennings, West, Jones 2006).

Cilem bylo zjistit, zda jsou endofytni houby schopny ptezit a dale infikovat pletivo ve stejném
procentnim zastoupeni. Soucasn¢ byla porovnavana mira infekce endofytnimi houbami mezi
jednotlivymi genotypy kostravy rakosovité a jilku vytrvalého.

Material a metody

Pritomnost houby Neotyphodium spp. byla zjistovana v semenech travnich druhd kostfava
rakosovita (Festuca arundinacea Schreb.) a jilek vytrvaly (Lolium perenne L.) barvici
metodou. Semena byla nejdiive ponechéna 15 hodin v roztoku 5% NaOH pii pokojové teploté.
Nasledné byla semena fadné proplachovéana pod tekouci vodou a poté varena 15 minut
v laktofenolu (kyselina mlééna, fenol, glycerol, metylova modrt). Po uvafeni a zchlazeni byla
semena znovu proplachovana pod tekouci vodou a nésledné¢ mikroskopovéana. Pro analyzu
semennych vzorkl bylo pouzito nejméné 50 semen od kazdého genotypu. U druhu kostfava
rakosovita byla provedena také analyza listovych pochev, pro niz bylo pouzito 30 vzorkl od
kazdého genotypu. Pokozka byla barvena kapkou laktofenolu na podloznim skle po dobu 3
minut. Poté byl laktofenol odsat filtracnim papirem a pokozka byla zakdpnuta fruktézovym
sirupem a ptikryta krycim sklickem (Torres, Tadych, White, Bills, 2011).

Semena pouzitd k analyzam byla ziskdna z genové banky VURV, v.v.i. Praha — Ruzyné
a prehled konkrétnich genotypti pouzitych v naSem vyzkumu je uveden v tabulce 1. Semenny
material byl uchovavan v lednici. Zivé pletivo bylo ziskano z trsovisté genetickych zdrojt trav,
které bylo zaloZeno ze stejného osiva ziskaného z genové banky. Toto osivo bylo vyseto v roce
2016 do vysevnich misek, nasledn¢ byly rostliny ptepikyrovany do sadbovacii a predpéstovany
pro jejich vysadbu v polnich podminkéch, ktera prob&hla v Gervenci 2017. Zivé pletivo bylo po
jeho odebrani v roce 2020 z trsovisté a uloZzeno v mrazicim boxu pro delsi skladovani.
Ziskané vysledky byly zpracovany v programu Excel a statisticky vyhodnoceny v programu
STATISTICA 12 metodou analyzy rozptylu. Grafy byly vytvofeny pomoci analyzy rozptylu
(ANOVA). Soucasné byly vysledky zhodnoceny metodou nésledného testovani pritkkaznosti
rozdili stiednich hodnot prostiednictvim Tukey-HSD testu vzdy na dvou hladinach
vyznamnosti (0,05 a 0,01).

Tab. 1 Pfehled genotypt trav zkouSenych na pfitomnost endofytnich hub rodu Neotyphodium

ECN Druh Nazev Puavod
14G1200002 Festuca arundinacea | Aronde Nizozemsko
14G1200042 Festuca arundinacea | Clemfine USA
14G1200051 Festuca arundinacea | Metsovo Recko
14G1200063 Festuca arundinacea | Buffalo Francie
14G2000021 Lolium perenne Barvestra Nizozemsko
14G2000109 Lolium perenne Victorian Australie
14G2000110 Lolium perenne Vigor R.V.P. Belgie
14G2000644 Lolium perenne PF 19/08 CR (plany piivod)

ECN - eviden¢ni ¢islo narodni genetického zdroje
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Vysledky a diskuse

V semenech kostravy rakosovité, kterd pochdzela z Ceské genové banky, byla v roce 2016
zjiSténa statisticky vysoce prukazné (na hladin¢ vyznamnosti 0,01) vysSi pfitomnost
endofytnich hub rodu Neotyphodium (44,0 %) nez v semenech jilku vytrvalého (31,5 %), a to
v pruméru vSech hodnocenych genotypt kazdého travniho druhu (Tab. 2). Rozdil ve vyskytu
endofytnich hub mezi obéma travnimi druhy predstavoval 12,5 %. Vliv travniho druhu na
ptitomnost endofytnich hub rodu Neotyphodium v semenech byl vyhodnocen jako signifikantni
na hladin€ vyznamnosti 0,01. Mezi obéma hodnocenymi druhy byly v priméru vSech genotypt
nalezeny statisticky vyznamné rozdily.

Tab. 2 Pfitomnost endofytnich hub rodu Neotyphodium v semenech druht Lolium perenne
a Festuca arundinacea

, oy Statisticka prikaznost
(1)

Travni druh Pramér [%] P<0,01

Lolium perenne 31,5 a

Festuga 44.0 b

arundinacea

Tukeytv HSD test; Homogenni skupiny, alfa =,01000. Chyba: meziskup. PC = 23225, sv = 398,00.

V semenech kostfavy rakosovit¢ byla zjisténa statisticky vysoce prikazné (na hlading
vyznamnosti 0,01) vyss$i pFitomnost endofytnich hub rodu Neotyphodium (44,0 %) nez
v semenech jilku vytrvalého (31,5 %), a to v priméru vSech hodnocenych genotypl kazdého
travniho druhu (Tab. 2). Rozdil ve vyskytu endofytnich hub mezi obéma travnimi druhy
ptredstavoval 12,5 %. Vliv travniho druhu na ptitomnost endofytnich hub rodu Neotyphodium
v semenech byl vyhodnocen jako signifikantni na hladiné¢ vyznamnosti 0,01. Mezi obéma
hodnocenymi druhy byly v priméru vSech genotypii nalezeny statisticky vyznamné rozdily.

Odrida; Praméry MNC
Soutasny efekt: F(7, 392)=40,443, p=0,0000
Dekompozice efektivni hypotézy
Vertikalni sloupce oznacuji 0,95 intervaly spolehlivosti
100

1 %
d ] |

I | |

-20

Pritomnost endofytnich hub r. Neotyphodium (%)

Aronde Metsovo Barvestra PF 19/08
Clemfine Buffalo Victorian Vigor RV.P

Qdrida

Graf 1 Porovnani piitomnosti endofytnich hub rodu Neotyphodium v semenech mezi
hodnocenymi genotypy druhi Festuca arundinacea a Lolium perenne
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Vliv hodnoceného travniho genotypu na pfitomnost endofytnich hub rodu Neotyphodium
v semenech byl signifikantni na hladiné vyznamnosti 0,05 (Graf 1). Mezi hodnocenymi
genotypy byly nalezeny statisticky vyznamné rozdily.

Tab. 3 Pfitomnost endofytnich hub rodu Neotyphodium v semenech genotypt druhti Festuca
arundinacea a Lolium perenne

Travni druh Odrida Priimér [%] Statistickd prakaznost
P<0,05 P<0,01
Lolium perenne Vigor R.V.P. 0 a a
Lolium perenne Barvestra 0 a a
Festuca arundinacea |Aronde 0 a a
Festuca arundinacea |Buffalo 48 b b
Festuca arundinacea |Metsovo 48 b b
Lolium perenne PF 19/08 50 b bc
Lolium perenne Victorian 76 C cd
Festuca arundinacea |Clemfine 80 c d

Tukeytv HSD test; Homogenni skupiny, alfa = 0,05000 / 0,01000. Chyba: meziskup. PC =,13923, sv = 392,00.

ZkouSené genotypy kostfavy rdkosovité a jilku vytrvalého se rozdé€lily na tfi staticky odlisné
skupiny z hlediska pfitomnosti endofytnich hub. Prvni skupina (genotypy Vigor R.V.P,
Barvestra a Aronde) se vyznacovala tiplnou nepfitomnosti endofytnich hub, druha skupina mé¢la
stfedni obsah endofytnich hub v semenech (Buffalo 48 %, Metsovo 48 %, PF 19/08 50 %) a
V posledni skupin€ byl zjistén vyssi obsah endofytnich hub (Victorian 76 %, Clemfine 80 %)
V porovnani s ostatnimi hodnocenymi genotypy. Na vyssi hladin¢ vyznamnosti 0,01 nejsou
mezi genotypy PF 19/08 a Victorian zjistény signifikantni rozdily v pfitomnosti endofytnich
hub v semenech (Tab. 3).

Pokud piihlédneme k interakci mezi travnim druhem a genotypem, tak u jilku vytrvalého nebyly
u poloviny zkouSenych genotypt endofytni houby v semenech nalezeny viibec, zatimco u
kostravy rakosovité endofyty nebyly pfitomny pouze u jednoho genotypu ze Ctyt zkouSenych.
Vyssi frekvenci ve vyskytu infekci endofytnimi houbami u druhu kostfava rakosovita ve
srovnani s druhem jilek vytrvaly ve své praci uvadi také Saikkonen et al. (2000), ktery
v semenech pochézejicich z ptirodnich populaci ve Finsku a zemédélskych kultivarii uvadi
¢etnost vyskytu infekcei endofytnimi houbami u druhu kostfava rakosovita 98 % a u druhu jilek
vytrvaly 33 %.
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Rostlinny organ*Odrada; Priméry MNC
Soutasny efekt: F(3, 312)=,61566, p=,60531
Dekompozice efektivni hypotézy
Vertikalni sloupce oznacuji 0,95 intervaly spolehlivosti
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Piitomnost endofytnich hub r. Neotyphodium (%)

10 ¢
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) —@ Rostlinny organ
Odrada Semeno

Graf 2 Porovnani pfitomnosti endofytnich hub rodu Neotyphodium v semenech z roku 2016 a
listovych pochvach ze sklizné r. 2020 mezi hodnocenymi genotypy druhu Festuca arundinacea

Vliv hodnoceného organu rostlin trav na ptitomnost endofytnich hub rodu Neotyphodium
v interakci s vlivem sledovaného genotypu nebyl signifikantni. Odrida Clemfine méla vyssi
ptitomnost endofytnich hub v semenech (80,0 %) neZ v listovych pochvach (63,3 %), ale bez
statistické prukaznosti (Graf 2).

Rostlinny organ; Praméry MNC
Soucasny efekt: F(1, 312)=1,3722, p=,24233
Dekompozice efektivni hypotézy
Vertikalni sloupce oznacuji 0,95 intervaly spolehlivosti

70
60|
50|
40| __f—f"ﬁ__%
30|
20!

10}

Pfitomnost endofytnich hub r. Neotyphodium (%)

Listova pochva Semeno
Rostlinny organ

Graf 3 Porovnani piitomnosti endofytnich hub rodu Neotyphodium v semenech z roku 2016 a
v listovych pochvach ze sklizné r. 2020 druhu Festuca arundinacea
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V priméru vSech genotypt kostrfavy rakosovité nebyl vliv hodnoceného orgénu rostlin na
ptitomnost endofytnich hub rodu Neotyphodium signifikantni (Graf 3).

Tab. 4 Pritomnost endofytnich hub rodu Neotyphodium v semenech a listovych pochvach druhu
Festuca arundinacea

. oy Statisticka prikaznost
(1)

Organ Pramér [%] P<0.05

Listova pochva 38,3 a

Semeno 44,0 a

Tukeytv HSD test; Homogenni skupiny, alfa =,05000. Chyba: meziskup. PC =,17551, sv = 312,00.

Jak uvadi tabulka 4, v pfitomnosti endofytnich hub rodu Neotyphodium mezi listovymi
pochvami a semeny kostfavy rakosovité v priméru vsech hodnocenych genotypti nebyl zjistén
signifikantni rozdil. Statisticky neprukazné¢ byla vyssi pritomnost endofytnich hub zjisténa
v semenech (44,0 %) ve srovnani s listovymi pochvami (38,3 %).

Houby rodu Neotyphodium spp. pochazeji z ¢eledi Clavicipitaceae, jsou biotrofnimi symbionty
riznych hostitelskych organismii a mohou produkovat ndmelové alkaloidy, pfedevsim
ergovalin a dalsi mykotoxiny, jako jsou napftiklad alkaloidy a peramin. Neotyphodium
coenophialum propujcuje rostliné odolnost vii¢i suchu a stresu a odolnost vuci Skudctim
(Haschek, Rousseaux, Wallig, 2013). Dle Schardla a Moonové (2003) bylo popsano na 14
druhti rodu Neotyphodium spp. 13 z nich bylo odvozeno od Epichloé s.s. Mezi prvnimi byly
popsany Neotyphodium typhinum (jako anamorfa E. typhina), N. coenophialum u kostfavy
rakosovité (Festuca arundinacea) a N. lolii u jilku vytrvalého (Lolium perene). Kostfava
rakosovita je hlavnim hostitelem endofytni houby Neotyphodium coenophialum, diive znamou
jako Acremonium coenophialum.

A0 = '~: l,qm} .?7 L = =
Lolium perenne — Victorian; hyfy mezi Skrobovymi zrny
Obrazek 2 Lolium perenne PF 19/8; hyfy mezi Skrobovymi zrny
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Obrazek 3 Festuca arundinacea — Clemfine; hyfy mez
Obrazek 4 Festuca arundinacea — Clemfine; hyfy mezi skrobovymi zrny v 0Sivu

Zavér

Bylo zjisténo, ze existuji signifikantni rozdily v obsahu endofytni houby rodu Neotyphodium
spp. pro druhy kostfavy rakosovité (44,0 %) a jilku vytrvalého (31,5 %) na hladin€ vyznamnosti
0=0,01. A to nejen mezi travnimi druhy, ale i mezi jednotlivymi odridami. Pro druh kostfavy
rakosovité méla nejvyssi procentudlni napadeni endofytni houbou odrtida Clemfine (80,0 %)
a pro jilek vytrvaly odrida Victorian (76,0 %). Na hladiné vyznamnosti 0=0,01 signifikantni
rozdily ve vyskytu endofytnich hub v semenech jilku vytrvalého mezi odriidou Victorian a
polozkou planého ptivodu PF 19/08 zjistény nebyly. Pro odridy kostfavy rakosovité bylo
zjisténo, ze rozdil v pritomnosti endofytnich hub v semeni a listové pochvé neni signifikantni.
Statisticky neprukazny rozdil vyssi pfitomnosti houby v semenech (2016) (44,0 %) oproti
listové pochvé (2020) (38,3 %) vSak znaci ptiznivy pienos houby do dalsi generace.

Kromé benefiti ve formé odolnosti vi¢i nepfiznivym piirodnim podminkdm, hmyzu,
had’atkim a rozvodu vody a zivin jsou endofytni houby také rizikem pro rGzna zvitata.
Infikované kultivary kosttavy rdkosovité a jilku vytrvalého mohou mit §kodlivé G¢inky nejen
na dobytek, ale také na drobné savce a migrujici ptaky (Cheplick, Faeth, 2009). Diky pokusu
na Novém Zélandu v letech 2007-2012 bylo zjisténo, Ze trava na letisti infikovana endofytnimi
houbami dokonce odpuzuje ptaky. Pro tyto Gicely byl vyvinut i pfipravek Avanex (Pennell et al.
2017). Z divodi znacné vyuzitelnosti je screening endofytnich hub v travni populaci dobrym
prvotnim métitkem a je vyuzitelny pro vybér vychozich Slechtitelskych materiald vhodnych ve
Slechténi novych odrid se zvySenou odolnosti vii¢i neptiznivym podminkdm prostredi.
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ANALYZA DRUHOVEHO SLOZENI VYBRANYCH TRAVNICH
POROSTU

Analysis of species composition of selected grasslands
Kadléek L., Stehlikova J., Zdrazilkova M., Winkler J.
Mendelova univerzita v Brné

Abstrakt

Cilem prace bylo provést vyhodnoceni druhového spektra vegetace na vini¢nich tratich ve
Znojemské vinai'ské podoblasti. Nalezené druhy bylo potfeba rozdélit do funkénich skupin ve
vztahu k réve€ vinné a vybrat jednotlivé druhy rostlin, které by byly vhodné do druhové bohaté
smési rostlin na ozelenéni. Na sledovanych vinicich byl zjistén velky pocet druhti rostlin, coz
naznacuje bohatou biologickou diverzitu a rozmanitost vegetace na danych lokalitach. Celkem
bylo identifikovano 93 druhti rostlin. Ze vSech fytocenologickych snimki, které byly na
vinicich zapsany, vyplyva, ze nejvétsi pokryvnost tvofil jilek vytrvaly (Lolium perenne). Jilek
vytrvaly ma ve vztahu k vinici pozitivni vliv, jelikoz vytvari protierozni ochranu. Déle bylo
nalezeno velké mnozstvi druhti, které maji pozitivni vliv na biologickou rozmanitost a jsou
piinosné z hlediska setrvani zajimavych a vzacnych rostlinnych druhti v krajing. Nékteré z
téchto ohroZenych druhii jsou zajimavym cilem pro opylovatele napi: Centaurea jacea,
Medicago lupulina, Trifolium repens, Trifolium pratense, Silene latifolia a Cichorium intybus.
Klic¢ova slova: vinice, vegetace, Lolium perenne

Abstract

The aim of the study was to evaluate the species spectrum of vegetation on vineyard routes in
the Znojmo wine region. The found species needed to be divided into functional groups in
relation to the vine and selected individual plant species that would be suitable for a species-
rich mixture of plants for landscaping. A large number of plant species was found in the
monitored vineyards, which indicates a rich biological diversity and diversity of vegetation in
monitored localities. A total of 93 plant species were identified. From all the phytocenological
images that were recorded in the vineyards, it follows that the largest cover was Lolium perenne.
Perennial ryegrass has a positive effect on the vineyard, as it creates erosion protection.
Furthermore, a large number of species have been found that have a positive effect on
biodiversity and are beneficial in terms of the persistence of interesting and rare plant species
in the landscape. Some of these endangered species are interesting targets for pollinators such
as: Centaurea jacea, Medicago Lupulina, trifolium repens, Trifolium pratense, Silene latifolia
and Cichorium intybus.

Key words: vineyard, vegetation, Lolium perenne

Uvod

Neustald likvidace ptirod€ blizkych stanovist’ vede k postupnému omezovani ptirozenych
rostlinnych spoleCenstev. Z krajiny rychle mizi pivodni louky a pastviny. Proto je velmi
dilezité hledat nové moznosti, které vedou alesponi k ¢astecnému navraceni prospéSné a
pavodni flory do krajiny (Webber et al., 2020). Pravé vinice piedstavuji z tohoto pohledu
idedlni stanoviste.

Vinice ponechané bez zasahu ve stavu spontanniho ozelenéni maji vegetaci v mezifadi tvofenou
predevsim monokulturami trav z ¢eledi lipnicovitych (Poaceae). Pro vegetaci vinic je nezbytné
zvolit spravné druhy rostlin, protoZze mnoho rostlinnych druhii vytvaii pro révu vinnou
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konkurenci, naopak n¢které druhy rostlin jsou pro révu prospésné (Pavlousek, 2007). Na
vinicich, které se nachazi ve svazich ¢i na lokalitach s mensim thrnem srazek, bychom méli
preferovat rostlinné druhy nizké a mélce kotenici. Takové druhy vytvari mensi mnoZzstvi
biomasy a jsou mén¢ konkurencni pro révu pfti boji o vodu (Hejduk, 2009).

Spravné slozeni vegetace v mezifadi napomaha lepsi ochrané pidy pred vétrnou i vodni erozi.
Dobte probiha vsakovani srazkové vody a piida je ucinné chranéna pred vyparem (Pavlousek,
2011). Diky ozelenéni je zajisténa dobra pohyblivost mechanizace v mezifadi vinice po cely
rok, umoziuje vjezd i1 v horsich povétrnostnich podminkéach. Dalsi pozitivum skyta zajisténi
vys$siho obsahu humusu v pidé diky organické hmoté vegetace. Prinosny je vyssi vyskyt
uzite¢nych rostlinnych a zivociSnych druhti. Dtlezité pozitivum ozelenéni je celoro¢ni pokryv
pudy (Pavlousek, 2005).

Za negativni vliv se povazuje konkurence ozelenéni vici révé vinné z hlediska vody a zivin.
Dal§imi nevyhodami ozelenéni je zpusobeni vodniho deficitu v suchych letech, coZz ma
negativni dopad na kvalitu vina (Hlusek et al., 2015).

Bez ohledu na management vegetace pod kefi révy hraje tdrzba tohoto prostoru vyznamnou
roli pii potlacovani nezadouci a agresivni vegetace bujné rostoucich pleveli. Dnes je k dispozici
fada mechanizacnich prostfedki k obd€lavani prostoru pod keti révy vinné, z nichZ si vinaf
muze podle ptidnich podminek, struktury pady, svaZzitosti atd. vybrat optimélni variantu
(Figueiral el al., 2010).

Diilezité je vyhledavat vhodné lokality a postupy péstovani, kterymi mizeme revitalizovat
protierozni pasy, sady anebo také mezifadi ve vinicich. Pfi sprdvném managementu se tato
spolecenstva rostlin stavaji vhodnymi pro pastvu véel, cmelaki a motyli, diky tomu se mtze
zastavit pokles biodiverzity v nasi krajiné (Webber et al., 2020).

Cilem prace je ziskat pfedstavu, které z ptivodnich druhti rostlin je vhodné vyuzit pro mozné
sestaveni smési urcené pro travni porosty. Druhy rostlin musi spliiovat néktera kritéria, jako
jsou | — viceleta Zivotni forma, II — protierozni funkce, I1T — poskytovat potravu pro opylovatele,
IV — dobie vzdorovat suchu, V — dobfe snaset seCeni, VI — podporovat regiondln¢ ptivodni
druhy. Na zakladé monitoringu vegetace ve vybrané lokalit¢ budou vybrany vhodné druhy
rostlin.

Material a metody

Hodnoceni vegetace probihalo v katastru étyf vinatskych obcich (Chvalovice, Satov, Havraniky
a Novy Saldorf). Vinaiské obce spadaji do Znojemské vinai'ské podoblasti, ktera se nachazi v
kukuficné vyrobni oblasti s velmi teplym a suchym klimatickym regionem. Primérné ro¢ni
teploty v této oblasti jsou 8 — 10 ° C a primérné rocni srazky ¢ini zhruba 500 — 600
mm.Vyhodnocovani bylo provedeno béhem cCervence v letech 2016 a 2017. Druhové slozeni
vegetace bylo vyhodnoceno na zéklad€ fytocenologickych snimkii. Fytocenologické snimky
byly zapisovany v travnatém mezifadi ve vybranych vinicich. V kazdé vini¢ni trati kazdé
vinafské obce byly zapsany dva fytocenologické snimky. Kazdy fytocenologicky snimek mél
plochu 10 m? pokryvnost vyskytujicich se druh@i byla odhadovéna piimo v procentech.
Védecké nazvy jednotlivych druhd rostlin byly stanoveny podle databaze Pladias (Plaidas,
2020). Ziskana data byla zpracovana mnohorozmérnymi analyzami ekologickych dat. Nejprve
byla provedena analyza hlavnich komponentii (DCA — Detrended Correspondence Analysis),
kterda vedla k vypoctu délky gradientu (Lengths of Gradient). Nasledné¢ byla pouzita
redundanéni analyza RDA (Redundandy Analysis). Testovani prikaznosti bylo provedeno
pomoci testu Monte-Carlo. Zpracovéani dat a vypocty byly provedeny pomoci pocitacového
programu Canoco 5.0. (Ter Braak a Smilauer, 2012).
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Za dobu dvou let bylo identifikovano celkem 93 druht rostlin. V Tabulce I. jsou uvedeny pocty
druhti rostlin vybranych celedi, které byly nalezeny ve sledovanych vini¢nich tratich a obcich.
Na Obrazku 1 jsou uvedny vysledky analyzy RDA, které ukazuji, Ze druhové slozeni vegetace
vinic v jednotlivych sledovanych vinafskych obcich se statisticky prukazné 1isi. Podle sméru
jednotlivych vektort rostlinych druhti je patrné, ve které obci se ¢astéji vyskytoval.

Tabulka 1: Znazoriuji¢i pocet; vybranych ¢eledi v jednotlivych tratich.

Obec Trat’ Poaceae | Asteraceae | Fabaceae Ostatni
. Nad skle 4 5 0 84
Chvalovice Py By
Div¢i hory 6 4 7 76
Peklo 3 6 3 81
- Skalky 3 6 0 84
Satov
U bunkru 2 8 2 81
Na vinici 5 7 1 80
Havranik Staré vinice 4 3 4 82
y Skalky 2 6 0 85
. x Kravi hora 12 3 5 73
Novy Saldof - p
Sedlesovice Kravi hora -
Zahradky 5 9 0 79
(= g
- Novy Saldorf@
Havranik
A
SilVulg
HypPerf KnaArve
] PasSati
AspOffi EchVulg icHier
LinVulg Cen a}b 2 )
TriPrat L 7 Ciclnty
— laMaj
OnoVicii DL(I[C[I;Z';)P(){]HC‘U
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Obrazek 1: Ordinacni diagram vyjadiujici vztah vyskytu nalezenych druhi

k jednotlivym obcim (vysledky analyzy RDA; pseudo F = 4,7; p =0,001)

183




OBSAH
Uroda 12/2020, védeckd pfiloha ¢asopisu

Prvni skupina druhii se pfevazné vyskytovala na vinatskych tratich v obci Havraniky. Jsou to
druhy: Asp offi — Asparagus officinalis, Cen scab — Centaurea scabiosa, Gal veru — Galium
verum, Lin vulg — Linaria vulgaris, Ono vicii — Onobrychis viciifolia, Sca ochr — Scabiosa
ochroleuca, Tri prat — Trifolium pratense, Ver chai — Verbascum chaixii. Tato skupina druhti
vykazovala nejmelsi pocet druhil vazanych na stanoviste.

Druha skupina rostlin se pfevazné vyskytovala na tratich nachazejicich se v obci Chvalovice:
Mezi tyhle druhy patii: Ach mill — Achillea millefolium, Agr eupa — Agrimonia eupatoria, Car
acan — Carduus acanthoides, Cir arve — Cirsium arvense, Dac glom — Dactylis glomerata, Ely
repe — Elytrigia repens, Fes rubr — Festuca rubra, Med lupu — Medicago lupulina, Pot arge —
Potentilla argentea, Tar sect — Taraxacum sect. Ruderalia. Celkem se v této skupiné nachazelo
10 druhi rostlin.

Nejvice pocetna skupina se nachazena na pozemcich vyskytujicich se v katastralnim uzemi
Satov. Arr elat — Arrhenatherum elatius, Art vulg — Artemisia vulgaris, Ach coll — Achillea
collina, Bal nigr — Ballota nigra, Ber inca — Berteroa incana, Con arve — Convolvulus arvensis,
Cre tect — Crepis tectorum, Cen jace — Centaurea jacea, Car vulg — Carlina vulgaris, Dau caro
— Daucus carota, Ery camp — Eryngium campestre, Dip full — Dipsacus fullonum, Fal vulg —
Falcaria vulgaris, Gle hede — Glechoma hederacea, Hys offi — Hyssopus officinalis, Inu hirt —
Inula hirta, Lol pere — Lolium perenne, Mal negl — Malva neglecta, Mel offi — Melilotus
officinalis, Poa prat — Poa pratensis, Ros cani — Rosa canina, Sec vari — Securigera varia, Sil
lati — Silene latifolia, Tra orie — Tragopogon orientalis, Urt dioi — Urtica dioica, Ver offi —
Verbena officinalis.

Posledni skupina rostlin se nachazela pievazne v obci Novy Saldorf. Do této skupiny fadime
tyto rostliny: Cic inty — Cichorium intybus, Duc indi — Duchesnea indica, Ech vulg — Echium
vulgare, Hyp perf — Hypericum perforatum, Kna arve — Knautia arvenis, Pas sati — Pastinaca
sativa, Pic hier — Picris hieracioides, Pla majo — Plantago major, Pla lanc — Plantago
lanceolata, Pot inca — Potentilla incana, Sil vulg — Silene vulgaris, Tri repe — Trifolium repens,
Tri arve — Trifolium arvense.

Nejvice zastoupenym druhem na sledovanych plochach je jilek vytrvaly. Jilek vytrvaly se fadi
do Celedi lipnicovité a je to vytrvaly druh. Jeho vyskyt ve vinicich mtizeme hodnotit pozitivné,
jelikoz miuiZze ptisobit jako ochrana pudy pied vétrnou a vodni erozi, jak uvadi Tannenbaum et
al. (2020).

Na sledovanych plochach se Casto nachazely rosliny z ¢eledi hvézdnicovité (Asteraceae).
Vyskyt zéstupct této Celedi mizeme povazovat za pozitivni pro fungovéani potravni sité.
Napiiklad chrpa Iu¢ni je vynikajici nektarodarna a pylodarna rostlina s dlouhou dobou kveteni.
Vsechny rostliny ¢eledi bobovité (Fabaceae) jsou znamé symbidzou s hlizkovitymi bakteriemi
rodu Rhizobium. Rostliny hosti tyto bakterie v malych hlizkach ve svych kofenech.
Symbiotické bakterie maji schopnost poutat dusik z atmosféry a pfemeénit jej na formu dusiku,
ktera je vyuzitelna pro vyzivu rostlin, ale i ke zlepSeni kvality pud (Zhang et al., 2019). U révy
viné je odbér dusiku nejveétsi v obdobi kvétu a nasazeni bobuli. Dostatek dusiku piisobi ptiznive
na plodnost révy i na naslednou kvalitu samotného vina. Rist vinné révy pti nedostatku dusiku
je pomaly a cukernatost nizka (Gambetta et al., 2020). Bobovité rostliny jsou také fazeny mezi
vyzmanné nektarodarné rostliny zejména tolice dételova, jetel plazivy a j. luéni. V mnoha
oblastech jsou zdrojem hlavni snisky vcel a dalSich opylovatelii (Persson et al., 2020).

Pro kaZzdou lokalitu je vhodné sestavit druhové bohatou regiondlni smés, ktera by obsahovala
vyvazeny pomé&r vSech komponentil jak pro ozelenéni vinice, tak pro dalsi ekosystémové
funkce. Dle Zieglera (2004) by smés méla obsahovat rostliny z ¢eledi bobovité (Fabaceae),
lipnicovité (Poaceae), a dvoudélozné kvetouci byliny. Pro spravné sestaveni by mélo byt
dilezité zachovat spravny pomér komponentti, coz by nemélo byt méné nez 50 % druhti z Celedi
lipnicovité, minimalné 33 % druhi z ¢eledi bobovité a zbyla procenta by mély pokryt kvetouci
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byliny. Vybrané kvetouci byliny by mély byt atraktivni pro véely, souc¢asné poskytovat potravu
a utoCiste pro ostatni druhy hmyzu a obratlovce.

Zavér

Ve sledovanych vinicich byl zjistén velky pocet druhii rostlin (93), coz naznacuje bohatou
biologickou diverzitu a rozmanitost vegetace na dané lokalité. Na zaklad¢ monitoringu vegetace
provedené ve vybranych obcich Znojemské vinaiské podoblasti mizeme vybrat druhy rostlin,
které jsou vhodné do regionalnich travnich smési pro tuto oblast.

Z Celedi lipnicovitych (Poaceae) jsou vhodné druhy: Lolium perenne, Dactylis glomerata, Poa
pratensis, Festuca rubra. Z ¢eledi hvézdnicovitych (Asteraceae) jsou vhodné: Achillea
millefolium, Achillea collina, Crepis tectorum, Centaurea scabiosa, Cichorium intybus,
Centaurea jacea, Taraxacum sect. Ruderalia, Inula hirta, Picris hieracioides.

Z Celedi bobovitych (Fabaceae) jsou vhodné: Melilotus officinalis, Onobrychis viciifolia,
Trifolium pratense, Medicago lupulina, Trifolium arvense, Trifolium repens.

Z ostatnich Celedi jsou vhodnymi zastupci druhy: Scabiosa ochroleuca, Galium verum,
Potentilla argentea, Agrimonia eupatoria, Daucus carota, Hyssopus officinalis, Berteroa
incana, Eryngium campestre, Verbena officinalis, Carlina vulgaris, Falcaria vulgaris, Silene
latifolia, Echium vulgare, Hypericum perforatum, Plantago lanceolata, Silene vulgaris,
Knautia arvenis, Pastinaca sativa, Plantago major, Potentilla incana.

Podpora vyskytu téchto druhti povede k vyssi a stabilnéjsi biodiverzité nasi krajiny, zvysi se
potravni nabidka pro opylovatele a dalsi hmyz. Rada tdchto druhii piispéje také v protierozni
ochrang krajiny a zlepsi hospodateni s vodou.
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VYUZITI BAKTERIOFAGU PRI OCHRANE BRAMBORU
PROTI BAKTERIIM RODU DICKEYA

The use of bacteriophages in the protection of potatoes against bacteria
of the genus Dickeya
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Abstrakt

Bakterie z celedi Enterobacteriaceae, do kterych patii rody Pectobacterium a Dickeya,
zpusobuji hospodarsky vyznamné ztraty na vynosu a kvalité produkce brambor. Cilem prace
bylo ovéfeni ucinnosti izolovanych lytickych bakteriofagh ¢Ds3CZ a ¢Ds20CZ na bakterii
Dickeya solani pomoci laboratornich testi na platcich hliz bramboru. Smés fagl G¢inné
potlacovala symptomy meékké hniloby hliz bramboru vyvolané bakterii D. solani. Mezi
oSetfenou a neoSetfenou variantou byly zaznamenany statisticky prikazné rozdily v infekci
hliz. Aplikace smési fagi vedla ke snizeni vyvoje symptoml choroby v priméru o 47,5 %.
Utinnost fagh je nutné jesté ovéfit v poloprovoznich a provoznich podminkach. V piipadé
dostatecné ucinnosti Ize bakteriofagy vyuzit v ekologické produkci brambor jako ochranu proti
bakteriim, kterd je Setrnd k zivotnimu prostiedi a bezpecna pro spotiebitele.

Kli¢ova slova: Dickeya spp.; mékka hniloba bramboru; hlizy; bakteriofagy; biologicka
ochrana.

Abstract

Bacteria from the family Enterobacteriaceae, which include the genera Pectobacterium and
Dickeya, cause economically significant losses in the yield and quality of potato production.
The aim of the work was to verify the effectiveness of isolated lytic bacteriophages ¢Ds3CZ a
@Ds20CZ on the bacterium Dickeya solani using laboratory tests on potato tuber slices. The
phage mixture effectively suppressed the symptoms of soft rot of potato tubers caused by D.
solani. Statistically significant differences were noted between the treated and untreated
variants. Application of the phage mixture reduced the development of disease symptoms on
average 47.5 %. Efficacy of phage must still be verified in pilot and operational conditions. If
sufficiently effective, bacteriophages can be used in organic potato production as protection
against bacteria that is environmentally friendly and safe for consumers.

Key words: Dickeya spp.; Potato soft rot; Tubers; Bacteriophages; Biocontrol.

Uvod

Druhy rodu Dickeya (diive Erwinia chrysanthemi) jsou patogenni gramnegativni fakultativné
anaerobni bakterie rostlin z ¢eledi Enterobacteriaceae. Zptsobuji mékkou hnilobou u $irokého
spektra hospodarsky vyznamnych plodin (brambory, rajcata, mrkev, cibule, ananas, kukufice,
ryze aj.) a okrasnych rostlin (hyacint, chryzantéma, kala aj.) po celém svété (Perombelon et
Kelman 1980; Czajkowski et al., 2011; Toth et al., 2011; Adriaenssens et al., 2012). Produkuji
charakteristické enzymy, které jsou pfic¢inou degradace bunécné stény rostlin projevujici se
maceraci pletiv (Czajkowski et al., 2011; Adriaenssens et al., 2012). Mohou se Sifit
infikovanymi rostlinami na velké vzdalenosti a jsou schopny zit jako epifyté nebo fakultativni
saprofyté v pidé a podzemni vod¢ (Reverchon et Nasser, 2013). Byly detekovany v riznych
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vodnich zdrojich a zavlahové vodé (Toth et al., 2011). Rod Dickeya zahrnuje osm druh, tj.
Dickeya zeae, D. dadantii, D. chrysanthemi, D. solani, D. aquatica, D. dianthicola, D.
paradisiaca a D. fangzhongdai (Samson et al., 2005; Toth et al., 2011; Adriaenssens et al.,
2012; Tian et al., 2016).

V soucasné dob¢ neexistuji zadné ucinné chemické latky k potlacovani infekce Dickeya spp.,
coz zpusobuje znacné ekonomické ztraty, zejména pokud jde o produkci brambor
(Adriaenssens et al., 2012; Czajkowski et al., 2014). Pouziti bakteriofagt je atraktivni moznosti
biologické ochrany rostlin (Jones et al., 2007; Adriaenssens et al., 2012; Buttimer et al., 2017).
Bakteriofagy (fagy) jsou viry, které infikuji bakterialni buiiky. Byly popsany poprvé na pocatku
20. stoleti (Abedon, 2008). Jsou velmi rozsitené v biosféte. Piirozen¢ se vyskytuji napt. v pide,
vodé, rostlinach a zvifatech, kde mohou pietrvavat po dlouhou dobu prostiednictvim
autoreplikace zavislé na hostiteli. Jsou ptitomny vSude, kde ptezivaji hostitelské druhy bakterii
(Marsh et Wellington, 1994; Jones et al., 2007). Bakteriofagy se skladaji z jednovlaknovych
nebo dvouvlaknovych, linedrnich nebo kruhovych molekul DNA nebo RNA, které se nachazi
uvnitt proteinového nebo lipoproteinového obalu (kapsida). Nekteré fagy mohou tvofit slozité
morfologické struktury, které usnadiuji jejich interakci s bakteridlnim hostitelem nebo slouzi k
prenosu genetického materialu do hostitelskych bun¢k (Bradley, 1965). Bakteriofagy obvykle
vykazuji vysokou specificitu k bakterialnim hostitelim. Jejich pouziti proti bakteriim je zcela
bezpecné, protoze nemohou infikovat eukaryotické buiiky. Pro biologickou ochranu rostlin je
mozno pouzit pouze tzv. lytické bakteriofagy, které na konci infekce bakteridlni bunku lyzuji.
Lze je relativné snadno a levné produkovat (Jones et al., 2007, 2012).

Cilem experimentid bylo ovéfeni ucinnosti izolovanych lytickych bakteriofag ¢Ds3CZ a
¢Ds20CZ na bakterii Dickeya solani pomoci laboratornich testii na fezech hliz bramboru.

Material a Metody

Pro zjisténi ucinnost smési lytickych fagh ¢Ds3CZ a ¢Ds20CZ (rod Limestonevirus, ¢eled
Ackermannviridae) na bakterii D. solani byly pouzity laboratorni testy na platcich hliz
bramboru. Fagy byly izolovany ze vzorkl pidy odebranych z poli brambor z riiznych lokalit
Ceské republiky. Vzorky pidy (pfiblizné 5g) byly kultivovany 16 hodin pii 20 °C na tiepacce
s20 ml LB média, aby doslo k namnozeni piitomnych bakterii. Poté byly vzorky
sedimentovany centrifugaci a supernatant byl sterilizovan filtraci ptes bakteridlni filtr. Timto
zpusobem bylo pfipraveno vice nez 200 vzorku. Piitomnost faga/tagli ve vzorku byla testovana
aplikaci 1pul sterilniho filtratu na vrstvu mékkého agaru, ve které byla rozmichana aktivné
rostouci bakteridlni kultura a jeho kultivaci 16 hodin pii 20°C. Vzorky byly testovany proti
kmentim Dickeya ssp. CPPB 016, CPPB 019, CPPB 050, CPPB 065, CPPB 176 a CPPB 200,
ziskané ze sbirky fytopatogennich bakterii VURV Praha-Ruzyné. Pfitomnost faga proti
konkrétnimu bakteridlnimu kmenu byla signalizovana prosvétlenou zénou (plakem) v misté
aplikace vzorku. Asi Imm? z plaku byl resuspendovan v 1 ml pufru (10mM Tris-HCI, p.H 7.4,
10mM MgSQOg4, 150mM NaCl), filtrovan pies bakteridlni filtr a 1l filtratu byl v mékkém agaru
spolu s ptislusnym bakterialnim kmenem kultivovan 16 hod pii 20°C. Timto zpusobem byl
kazdy fag pasdzovan 5x. Féagovy lyzat pro purifikaci byl pfipraven inokulaci 200ml
exponencialné rostouci kultury Dickeya ssp. CPPB 050 v LB médiu pasazovanym fagem a jeho
kultivaci pti pomalém tfepani 24 hod pti 20 °C. Material byl odstiedén 15 min pti 15000 x g a
supernatant byl filtrovan ptes bakterialni filtr. Fagy byly z filtratu vysrazeny pomoci 10 %
PEG6000 a 4 % NaCl 16 hod pfi 10 °C a koncentrovany centrifugaci 30 min pti 20 000 x g.
Fagovy extrakt byl rozpustén v pufru a sterilizovan filtraci.

Zdravé hlizy odrudy 'Jasmina', 'Red Anna’ a 'Bohemia' (jednalo se o citlivé odridy k bakteriim
zpusobujicim mekkou hnilobu bramboru) byly omyty pod tekouci vodou pro odstranéni
ulpivajicich zbytkl pidy, dezinfikovany postiikem 70 % etanolem a osuSeny po dobu 30 min.
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Dezinfikované hlizy brambor byly nakrdjeny na platky pfiblizné 10 mm silné, které byly
vyrovnany do sterilnich uzaviratelnych boxt z PVC. Do jednoho boxu bylo ulozeno na vlhky
filtra¢ni papir (nasyceny 200 ml vody) 4 x 10 platkt hliz od kazdé varianty pokusu. Na platky
hliz bylo nejprve pipetou naneseno 200 ul figového roztoku (10 PFU/ml). Platky byly
ponechany po dobu 10 minut, aby roztok mohl dobte difundovat do pletiv. Na platky hliz byly
potom pomoci pinzety polozeny sterilni papirové c¢tverecky o rozméru 9 X 9 mm
nasycené bakterialni suspenzi (jednalo se o kmen D. solani CPPB-050 vykazujici vyznamnou
pektinolytickou aktivitu, 500 tisic jednotek na 1 ml). Jako pozitivni kontrola slouzila varianta
bez oSetieni platkd hliz fagy (pouze inokulace bakterialni suspenzi). Jako negativni kontroly
byly pouzity varianty s aplikaci roztoku fagh a sterilni vody na papirové stitky. Od kazdé
varianty pokusu byla provedena tii opakovani pro potfebné statistické vyhodnoceni. Potom
byly boxy uzavieny a ulozeny pii teplote¢ 21 °C. Po tfech dnech inkubace bylo provedeno
vyhodnoceni pokusu. Uginnost oSetieni testovanymi fagy byla vypoétena délenim praméru
oblasti bramborového platku vykazujicim ptiznaky mekkeé hniloby a celkovym primérem hlizy.
Vysledky byly vyjadieny v procentech. Potom bylo provedeno statistické vyhodnoceni pokusu
(program UNISTAT), kdy byla vz4jemn¢ porovnana prumérna infekce platka hliz bramboru
jednotlivych variant pokusu.

Vysledky a diskuze

Experimentalni data ukazala, ze smés izolovanych lytickych fagh ¢Ds3CZ a ¢Ds20CZ o
koncentraci 10® PFU/ml uéinné potladovala mékkou hnilobu hliz bramboru zpisobenou
bakterii D. solani. Na oSetiené varianté fagy byla zjiSténa statisticky prukazné nizsi infekce D.
solani u vSech testovanych odrid bramboru (obr. 3 az 5). Na obr. 1 a 2 lze vidét patrny rozdil
mezi oSetfenou a neoSetfenou variantou pokusu. Aplikace roztoku fagh na platky bramboru
pied inokulaci bakteridlnim patogenem vedla ke snizeni vyvoje symptomul choroby v praméru
0 47,5 % (obr. 6). Muturi et al. (2019) zjistil pomoci stejné metody snizeni infekce druhem P.
carotovorum vyssi nez 50 %. Carstens et al. (2018) prokazal snizeni infekce bakterii D. solani
pomoci bakteriofagii o 93,3 % az 48,9 %.

Prestoze aplikace smési faghi ¢Ds3CZ a ¢Ds20CZ ucinng snizovala ptiznaky mékké hniloby,
nedokazala tplné eliminovat infekci, coz je ve shodé s Muturi et al. (2019), ktery se zabyval
fagy proti P. carotovorum. Neni jasné, zda se bakterie, které vyvolaji infekci na hlizach
oSetfenych fagy, stanou rezistentni vii¢i vSem fagiim ve smési, nebo jakym zpisobem se vyhnou
infekci fagy. Pro sniZeni pravdépodobnosti vytvofeni piipadné rezistence bakterii vici viem
faglim je vhodné pro uc¢inné sniZzeni infekce pouzit geneticky riiznorodou sadu fagu.

Obr. 1 Neosetiena varianta fagy (‘Red Anna’) Obr. 2 Osetfena varianta fagy (‘Red Anna’)
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Obr. 3 Primérna infekce platkd hliz odrudy 'Jasmina' bakterii D. solani
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Obr. 4 Primérna infekce platkd hliz odrady 'Red Anna' bakterii D. solani
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Obr. 5 Primérna infekce platkt hliz odriidy 'Bohemia' bakterii D. solani
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Moznost ochrany rostlin pomoci bakteriofagli byla studovéna u rtiznych patogennich bakterii
(napt. E. amylovora, Agrobacterium tumefaciens, Ralstonia solanacearum, Streptomyces,
Pseudomonas sp., Xanthomonas sp., Pectobacterium sp., Xylella fastidiosa, Dickeya sp.) [Jones
et al., 2007, Monk et al., 2010; Buttimer et al., 2017]. Byly izolovany a identifikovany
bakteriofagy, které byly u¢inné na druh D. solani v podminkach in vitro (Czajkowski et al.,
2014). Adriaenssens et al. (2012) popsal T4 bakteriofagy proti D. solani, kdy doslo po jejich
aplikaci ke zvySeni vynosu brambor. Riizné vyzkumné skupiny se zabyvali ¢innosti fagii na
Pectobacterium spp. a Dickeya spp. v rostlinach a hlizach brambor in vitro, ve sklenikovych
podminkach a v polnich pokusech (Czajkowski, 2015). Komer¢né byl vyvinut produkt na bazi
bakteriofagii s nazvem AgriPhage™ (Omnilytics) proti napf. P. syringe pv. tomato,
Xanthomonas pruni, Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, Erwinia amylovora
(Monk et al., 2010, Anonymus, 2020a). Dale byl na trh uveden pfipravek Biolyse®-PB proti
bakteriim z ¢eledi Enterobacteriaceae zpisobujicim mékkou hnilobu bramboru (Anonymus,
2020Db).

Obr. 6 Prumérna infekce platkd hliz vSech odrtd bakterii D. solani
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Zavér

Pomoci laboratornich experimentti byla ovéfena ucinnost smeési lytickych fagh ¢Ds3CZ a
@Ds20CZ na infekci bakterii D. solani na platcich hliz bramboru. Roztok fagi u¢inné
potlatoval symptomy mékké hniloby hliz bramboru zptsobené bakterii D. solani. Mezi
oSetfenou a neoSetienou variantou byly zaznamenany statisticky vyznamné rozdily v infekci
hliz bramboru u vSech testovanych odrid. Aplikace smési fagli na platky bramboru pied
inokulaci bakteridlnim patogenem vedla ke snizeni vyvoje symptomi choroby v priméru 0 47,5
%. Utinnost fagli je nutné jesté ovéfit v poloprovoznich a provoznich podminkach. Fagy by
mohly byt aplikovany po sklizni brambor pro snizeni znehodnoceni hliz zptisobené¢ mékkou
hnilobou béhem skladovéni, nebo bezprostiedné pied vysadbou brambor pro sniZeni infekce
bakteriemi béhem vegetacniho obdobi. Udrzeni nizké tirovné kontaminace produkce brambor
bakteriemi je v soucasné dob¢ velkym problémem. V piipadé dostatecné Gcinnosti na infekci
lze bakteriofagy vyuzit v ekologické produkci brambor pro ochranu proti bakteriim, ktera je
Setrna k Zivotnimu prostfedi a bezpe¢na pro spotiebitele.

Dedikace

Prispévek byl zpracovan s podporou projektu NAZV QK1910028 ,Biologickd ochrana
brambor proti vybranym patogennim bakteriim®.
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Podékovéani patii za poskytnuti potiebnych kmenti bakterii Sbirce fytopatogennich a
zemédéelsky prospésnych bakterii — Vyzkumny ustav rostlinné vyroby Praha (Narodni program
genetickych zdroji mikroorganismi a drobnych zivocichli hospodatského vyznamu).
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MOZNOSTI OCHRANY LNICKY SETE (CAMELIA SATIVA L.) PROTI
DREPCIKUM RODU PHYLLOTRETA

Possibilities of protection of Camelina sativa against insect
pests of genus Phyllotreta

Kolarik, P.
Zemédélsky vyzkum, spol. s r.0., Troubsko

Abstrakt

V letech 2018 az 2020 byla v maloparcelkovych polnich pokusech s Inickou setou ovérovana
ucinnost perspektivnich insekticidnich pfipravkt (moftidel) proti diepcikim rodu Phyllotreta.
Utinnost jednotlivych pokusnych variant byla vyhodnocovana na zikladé procentického
poskozeni listové plochy na listech Inicky zptsobené zirem dfepcikd. Porovnavany byly
zaroven i s foliarnim pfipravkem Decis EW 15. Zkousené piipravky vykazovaly velmi dobrou
biologickou ucinnost ve vSech letech testovani. Pfi hodnoceni nebyly zjistény projevy
fytotoxicity na rostlinach.

Kli¢ova slova: ochrana rostlin, Ini¢ka seta, diepCici rodu Phyllotreta, Decis EW 15,
flupyradifuron

Abstract

In the years 2018 to 2020, the effectiveness of promising insecticides (seed treatments) against
pests of the genus Phyllotreta was verified in small-plot field experiments with a Camelia
sativa. The biological effectiveness of the individual experimental variants was evaluated on
the basis of the percentage damage to the leaf area on the leaves of the Phyllotreta caused by
the damage leaves area. They were also compared with the foliar preparation Decis EW 15. The
tested preparations showed very good biological activity in all years of testing. No phytotoxicity
was observed in plants during the evaluation.

Keyword: plant protection, Camelia sativa, insect pests of genus Phyllotreta, Decis EW 15,
flupyradifuron

Uvod

Lni¢ka seta Camelina sativa je jednoleta olejnina z ¢eledi brukvovitych, vhodna do susSich
podminek. M4 kratkou vegeta¢ni dobu (3 az 3,5 mésice) a jeji vyuziti je predevsim jako
olejnina, meziplodina 1 jako zdroj pastvy pro opylovace (Anonymus, 2020).

Mezi jeji hlavni hmyzi skidce patii dfepcici rodu Phyllotreta a to zejména diepcik ¢ernonohy,
diepc¢ik Cerny, diepcik zelny a diepcik polni (Phyllotreta nigripes, P. atra, P. nemorum a P.
undulata). Mohou se vyskytovat také dalsi druhy, ale vyznam je maly. Brouci jsou drobni,
nejcastéji Cerni nebo se Zlutym pruhem na kazdé krovce. Diky zesilenym stehnlim na 3. paru
noh dobfte skacou, zejména pii vyruseni, 1étaji velmi zfidka (Rotrekl, 2000).

Diepcici Skodi jako dospélci zirem na vzchézejicich rostlinach, obvykle do faze 4 pravych lista.
Skody se zvysuji pfi teplém a suchém pocasi v dobé vzchazeni. Aktivita dfepéikii naopak klesa
s niZ§i teplotou. Pod 15—16 °C se brouci spiSe jen ukryvaji pod listy, a pfi teplotdch pod 8-10
°C prestavaji byt aktivni. K vét§im poskozenim od diepcikli je nachylny porost vzchazejici
pomalu a nevyrovnané. Pesticidy jsou cileny na zabranéni ziru dospélct. Larvy téchto diepciki
neskodi, vyvijeji se v ptid€ na drobnych kotincich (Seidenglanz, 2020).

Moteni osiva je jednim z Uspornych a ekologicky pfijatelnych zplisobii ochrany vzchéazejicich
rostlin pfed hmyzimi $ktidci. Pfi mofeni osiva se do Zivotniho prostedi dostavaji mnohem nizsi
davky ucinnych latek na hektar nez pti plosné aplikaci insekticidi (Rotrekl, 2009). Pokud jsou
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navic pouzita mofidla se systémovym uc¢inkem jsou zasazeny pouze ty skupiny hmyzu, které
svym zirem rostliny poskozuji. Pfi takovém vyuzivani pesticidnich latek mize soucasné
S chemickym zptisobem ochrany fungovat i snizovani pocetnosti Skidce ptirozenym odporem
prostfedi prostfednictvim predatort ¢i parazitoidi (Seidenglanz et al., 2010). Pfi srovnani
ochrany vzchazejicich porostii prostfednictvim foliarni aplikace likvidujeme nejenom cileného
Skudce, ale i vSechny jeho piirozené predatory ¢i parazitoidy nachazejici se pfimo v porostech
¢i pfimo v jeho blizkosti (Rotrekl & Kolafik, 2013).

Tento prispévek prinasi tiileté vysledky testovani vybranych insekticidnich piipravki (motidel)
proti diepéikim rodu Phyllotreta u Ini¢ky seté.

Material a metody

V letech 2018 - 2020 byl zaloZen na lokalit¢ Troubsko maloparcelkovy polni pokus s cilem
overit biologickou u¢innost vybranych insekticidnich ptipravki (motidel) proti diepéiktim rodu
Phyllotreta. Pokus se skladal zneoSetfené kontrolni varianty 1 a variant stestovanymi
insekticidnimi ptipravky — varianta 2 - BY102960 (u.l. flupyradifuron) v davce 10,42 ml/kg
osiva, varianta 3 - FLC&FXA FS 350 (u.1. fluopicolide + fluoxastrobin) v davce 10 ml/kg osiva,
varianta 4 - BY102960 a FLC&FXA FS 350 v davce 10,42 ml/kg a 10 ml/kg osiva, varianta 5
— 7 Cruiser OSR (thiamethoxam, fludioxonil a metalaxyl-M) v davce 1500 MLPR/
100KGSEED, 37,5 MLPR/1000000SEED a 75 MLPR/1000000SEED, varianta 8 — foliarni
piipravek Decis EW 15 (.. deltamethrin) v davce 0,5 1/ha. Pokusné aplikace motidel byly
provadény pred setim na laboratorni motic¢ce Minirotostat. Velikost jednotlivych parcel byla
1,25 m? s uplné zndhodnénymi bloky ve &tyfech opakovanich. Pro zjisténi uéinnosti bylo
vyuzito hodnoceni procentického poskozeni listové plochy rostlin zirem dospélcti — celkem 50
rostlin na parcel, tj. celkem 200 rostlin na variantu. Terminy hodnoceni byly stanoveny na
zéklad¢ vyvojoveé faze rostlin Inicky (cca v 7dennich intervalech) a to — BBCH 10-12, 14 a 16,
stejné tak 1 hodnoceni fytotoxicity pouzitych davek moftidla. V piipad¢ postrikové varianty byla
aplikace provedena na zaklad€ signalizace Skiidce v porostu a hodnoceni ucinnosti pak
provedeno nasledn¢ ve 2 terminech po aplikaci.

Byl hodnocen priamérny vynos z jednotlivych testovanych variant piepocteny na t/ha,
standartni vlhkost (9 %) a procentické stanoveni (%REL) vii¢i neoSetfené kontrole.

Vysledky byly statisticky zpracovany metodou jednofaktorové analyzy variance s naslednym
testovanim Tukey test (a 0,05) v programu UPAV GEP.

Vysledky a diskuze

V roce 2018 byli v prvnim terminu hodnoceni dne 25.4. zjisténi zivi jedinci diepcikit na
kontrolni neoSetiené varianté a na varianté s pripravkem Decis EW 15. Zaroven u téchto variant
byly pozorovany piiznaky ziru na vzchazejicich rostlinach Inicky. PoSkozeni listové plochy se
pohybovalo do cca 6 % (tabulka 1). U motfenych variant se mira poSkozeni listové plochy
pohybovala v rozmezi od 0,4 % (varianta 4) do 1,89 % (variant 2). Velmi dobra biologicka
ucinnost u vSech mofenych variant pohybujici se v rozmezi od 68,54 % do 93,33 %, bez
zjisténého prukazného rozdilu mezi mofenymi variantami (F = 5,294). V dal$im terminu
hodnoceni kleslo procento poSkozené listové plochy na neoSetené kontrolni varianté na 4,4 %.
Byl zjistén statisticky prikazny rozdil mezi neoSetienou kontrolou a o$etienymi variantami (F
= 8,036). Zaroven byla zjiSténa velmi vysoka biologickd ucinnost u varianty s folidrnim
ptipravkem Decis EW 15 (92,86 %). U motenych variant se procento poSkozené listové plochy
pohybovalo na velmi nizké urovni — od 0,25 % do 0,86 %, bez zjisténého prikazného rozdilu.
V poslednim terminu hodnoceni dne 7.5. nebylo Zadné poSkozeni zjiSténo u variant 5 a 7,
minimalni pak u varianty 4. Celkova mira posSkozeni byla velmi nizka 1 na neoSetfené kontrolni
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varianté. Pfi hodnoceni vyskytu fytotoxycity nebyly ani v jednom terminu hodnoceni zjistény
negativni projevy mortidla na rostlinach Inicky.

Pti hodnoceni vynosu bylo z divodi vyskytu extrémnich povétrnostnich podminek v daném
roce (sucho, velmi vysoké teploty) zjistén velmi nizky primérny vynos na vSech pokusnych
variantach pohybujici se v rozmezi od 0,198 t/ha (varianta 8) do 0,346 t/ha (varianta 2). Zvyseni
vynosu v porovnani s neosetfenou kontrolou tak ptedstavovalo od 27,02 % do 68,9 %, s tim Ze
u varianty 8 bylo zjisténo sniZzeni vynosu v porovnani s neosetifenou kontrolou o 3,3 %. Zaroven
ale nebyl mezi jednotlivymi variantami zjistén pritkazny statisticky rozdil (F = 1,198).

Tabulka 1
Vyskyt a biologicka ucinnost pouzitych insekticidii na diep¢iky rodu Phyllotreta u Inicky seté
v Troubsku v roce 2018

2018
% poskozeni listové | Biologicka ucinnost vynos
plochy v %

%
254. [304.| 75 [254.]304.| 75. t/ha | REL

kontrola 6a 4,38a| 0,88a 0 0 0 0,205a | 100,00
BY102960 10,42 ml/kg
(flupyradifuron) 1,89abc | 0,44b | 0,25ab | 68,54 | 90,00 | 71,43 | 0,346a|168,93
FLC a FXA 10 ml/kg 1,34bc | 0,25b|0,13ab | 77,71|94,29| 85,71 |0,291a|141,95
BY102960 + 10,42 + 10
FLC a FXA ml/kg 0,4c |0,61b|0,03ab|93,33|86,00| 97,14 |0,342a|166,95

Cruiser OSR 1500 MLPR/
100KGSEED | 1,31bc |0,86b| Ob |78,12|80,29 100,00 |0,296a | 144,41
Cruiser OSR 37,5 MLPR/
1000000SEED | 1,04bc |0,74b|0,13ab |82,71|83,14 | 85,71 | 0,282a | 137,24
Cruiser OSR 75 MLPR/
1000000SEED | 1,15bc |0,25b| Ob |80,83|94,29 100,00 0,260a | 127,02
DecisEW 15 |0,51/ha 3,94ab [ 0,31b|0,38ab| * [92,86| 57,14 |0,198a| 96,70
*biologickd ucinnost nebyla pocitana (hodnoceni pred aplikaci)

pozn.: a, b, ¢ — statistické rozdily v porovnani jednotlivych variant Tukey test (o 0,05)

V roce 2019 bylo v prvnim terminu hodnoceni dne 17.4. zjisténo na neoSetiené kontrole
V priméru na jednu rostlinu 5,95 % poskozené listové plochy (tabulka 2). Stejna mira poskozeni
byla sledovana i u varianty 8 — zde se jednalo o hodnoceni poskozeni pred vlastni aplikaci
piipravku. U oSetfenych motenych variant se procentické poskozeni listové plochy pohybovalo
od 0,05 % do 1,23 %. Byl zjiStén prikazny rozdil mezi neoSetfenou kontrolou a oSetfenymi
variantami, mezi mofenymi variantami bez rozdilu (F = 15,572) . Biologickd ucinnost se
pohybovala v rozmezi od 77,43 % do 99,08 %. V druhém terminu hodnoceni dne 26.4. se na
neosetiené kontrolni varianté snizila mira poSkozeni listové plochy (3,85 %). Mezi oSetfenymi
variantami nebyl zjistén prikazny statisticky rozdil (F = 6,633), nejnizsi poSkozeni listové
plochy vykazovala varianta 4 — BY102960 + FLC a FXA — 0,09 %. Biologicka u¢innost u v§ech
sledovanych variant v rozmezi od 71,43 % do 92,99 %. V poslednim terminu hodnoceni
zjisténo minimalni procentické poskozeni listové plochy na vSech variantach - od 0,05 %
(varianta 4) do 0,85 % (varianta 1) bez zjisténého statistického rozdilu (F = 1,589).

Pfi vynosovém hodnoceni bylo v roce 2019 zjisténo, ze nejvyssiho primeérného vynosu bylo
dosazeno na varianté 5 (1,276 t/ha), nejniz§iho pak na varianté 3 (1,083 t/ha). Pfi porovnani
s neoSetfenou kontrolou tak vlivem aplikace proti diepcikiim doSlo ke zvySeni vynosu
v rozmezi od 3,78 % do 13,75 %, tj. od 43 kg do 155 kg/ha. U variant 3 a 8 doSlo naopak
V porovndni s neoSetfenou kontrolou k poklesu zjisténého vynosu o 3,44 % resp. 0,3 %.
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Zaroven nebyl zjistén statisticky prikazny rozdil mezi neoSetienou kontrolou a oSetfenymi
variantami (F= 2,259). Uvedené vysledky uvadi tabulka 2.

Tabulka 2
Vyskyt a biologicka ucinnost pouzitych insekticidii na diepéiky rodu Phyllotreta u Inicky seté
v Troubsku v roce 2019

2019
% poskozeni listové | Biologicka ucinnost vynos
plochy v %
17.4. | 26.4. | 29.4. | 25.4. | 30.4. | 75. | t/ha |% REL
kontrola 5,45a | 3,852 |0,85a| O 0 0 |1121a| 100
BY102960 10,42 ml/kg
(flupyradifuron) 0,57b | 0,44b | 0,9a | 89,54 | 88,57 | -5,88 | 1,267a | 113,02
FLC aFXA 10 ml/kg 1,23b | 0,32b | 0,82a | 77,43 91,69 | 3,53 | 1,083a | 96,56
BY102960 + 10,42 + 10
FLC aFXA ml/kg 0,1b | 0,09b | 0,05a | 98,17 | 92,99 | 94,12 | 1,164a | 103,78

Cruiser OSR 1500 MLPR/
100KGSEED | 0,27b | 0,89b | 0,35a | 95,05 | 76,88 | 58,82 | 1,276a | 113,75
Cruiser OSR 37,5 MLPR/
1000000SEED | 0,14b | 0,74b| 0,20a | 97,43 | 80,78 | 76,47 | 1,273a | 113,53
Cruiser OSR 75 MLPR/
1000000SEED | 0,05b | 1,10b | 0,25a | 99,08 | 71,43 | 70,59 | 1,267a | 113,00
Decis EW 15 0,5 I/ha 39a | 03b |0,35a| * |92,21|58,82|1,118a| 99,70
*biologicka ucinnost nebyla pocitana (hodnoceni pred aplikaci)

pozn.: a, b — statistické rozdily v porovnani jednotlivych variant Tukey test (o 0,05)

V roce 2020 (tabulka 3) bylo v prvnim terminu hodnoceni dne 21.4. zji§téno na neoSetfené
kontrole v priméru na jednu rostlinu 5,95 % poSkozeni listové plochy. Mira poskozeni u
oSetfenych variant se pohybovala v rozmezi od 0,02 % (varianta 7) do 1,18 % (varianta 3)
s prukaznym statistickym rozdilem mezi variantou 3 a 4, 5, 6 a 7 (F = 63,577). V nasledném
terminu hodnoceni byla zjiSténa u oSetfenych variant velmi dobra biologickd uCinnost
pohybujici se v rozmezi od 73,09 % do 93,83 %. Mezi oSetfenymi variantami bez zjisténého
prukazného rozdilu (F = 12,105). V poslednim terminu hodnoceni dne 5.5. — minimalni
procento poSkozené listové plochy u neoSetiené kontrolni varianty (1,10 %), z oSetfenych pak
nejvice u varianty 3 (0,75 %). U ostatnich oSetfenych variant zjiSténa velmi dobra biologicka
ucinnost pohybujici se v rozmezi od 72,73 % (varianta 8) do 96,36 % (varianta 4).

Pti vynosovém hodnoceni bylo v roce 2020 zjisténo, ze nejvyssiho primérného vynosu bylo
dosazeno u varianty 5 (1,816 t/ha), nejnizSiho pak na neosetfené kontrolni varianté (1,508 t/ha).
Vlivem cilené aplikace doslo u vSech oSetfenych variant ke zvySeni vynosu v rozmezi od 11,07
% - do 20,4 % tj. od 167 do 308 kg osiva na hektar. Byl zjistén prikazny statisticky rozdil pii
porovnani neoSetfené kontroly a variant 5, 6, 7 a 8 (F = 3,569).
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Tabulka 3
Vyskyt a biologicka ucinnost pouzitych insekticidii na diepéiky rodu Phyllotreta u Inicky seté
v Troubsku v roce 2020

2020
% poskozeni listové Biologicka vynos
plochy ucinnost v %
%

21.4. 1284.| 55. |254.1304.| 75. t/ha REL
kontrola 5,95a |4,05a| 1,10a 0 0 0 |1,508b |100,00
BY102960 10,42 ml/kg
(flupyradifuron) 0,61bc |0,48b | 0,35abc | 89,54 | 88,15|68,18 | 1,675ab | 111,07
FLC a FXA 10 ml/kg 1,18b | 0,37b| 0,75ab |80,17]90,86|31,82|1,769ab | 117,30
BY102960 + 10,42 + 10
FLC a FXA ml/kg 0,12c [ 0,33b| 0,04c |97,98[91,85|96,36|1,751ab|116,11

Cruiser OSR 1500 MLPR/
100KGSEED | 0,16¢ |1,09b| 0,25bc | 96,97 (73,09 (77,27 | 1,816a | 120,40
Cruiser OSR 37,5 MLPR/
1000000SEED | 0,06c |0,58b| 0,15bc | 98,99 85,68 |86,36| 1,805a | 119,70
Cruiser OSR 75 MLPR/
1000000SEED | 0,02c |0,87b| 0,15bc | 99,66 |78,52|86,36| 1,809a | 119,95
DecisEW 15 [0,51/ha 5,82a |0,25b| 0,3bc * 193,83|72,73| 1,778a | 117,88
*biologicka ucinnost nebyla pocitana (hodnoceni pred aplikaci)

pozn.: a, b, ¢ — statistické rozdily v porovnani jednotlivych variant Tukey test (o 0,05)

Lnicka setd je nendro¢nd plodina na péstovani. Jeji vyuziti spo¢iva piredevsim jako meziplodina,
Ize ji ale vyuzit také pro olej ¢i véeli pastvu (Anonymus, 2020). Z hlediska ochrany je nutno
predevsim u zalozenych porostii sledovat vyskyt hmyzich skidct, které mohou zpiisobit Skody
na vzchazejicich rostlinach a s tim spojené snizeni jejich pocetnosti, resp. vynosu. Diepcici
rodu Phyllotreta se fadi mezi vyznamné sktidce celé fady brukvovitych polnich plodin v¢etné
zeleniny, kde zplisobuji vyznamné ztraty asimilacni plochy v podob¢ ziru dospé€lct na listech
(Rotrekl, 2000). V ramci ochrany proti nim lze pfi pfekroceni jejich prahu Skodlivosti pouzit u
Inicky seté insekticidni piipravek Decis Protech a Decis forte (G.l. deltamethrin) v
registrované davce (Anonymus, 2020).

Moteni osiva je po strance ekonomické i ekologické nejvhodnéjsi zptisob ochrany
vzchazejicich porostli (Seidenglanz et al., 2010). Folidrni aplikace hubi kromé Sktdcti i celou
fadu dalSich véetné uzitecnych, predatorti a opylovacu, kteti se v zemédélské krajin€ vyskytuji,
a negativn¢ tak tyto populace mohou ovlivnit., kdezto pfi moteni osiva uc¢inna latka insekticidu
pusobi pouze na druhy poskozujici rostlinna pletiva (Rotrekl 2009). Po zakazu tfi
neonikotinoidnich U¢innych latek, které byly nedilnou soucasti ochrany celé¢ fady polnich
plodin, je tak nutno hledat vhodné alternativy ochrany proti hmyzim $kddcim
V maloparcelovych polnich pokusech byla sledovana mira poskozeni listové plochy u starSich
typli mofidel (Cruiser OSR) v porovnani s perspektivnimi motidly jeZ by mohly byt v nejbliZsi
dobé pouzivané u celé fady polnich plodin. Mofidlo Cruiser OSR, obsahujici neoniktinoidni
latky jiz v tuto chvili nebude vlivem neschvaleni dané ucinné latky k dispozici v ochrané
polnich plodin. V naSich pokusech vykazovalo toto moftidlo ve vSech sledovanych davkach
velmi dobrou biologickou tc¢innost s minimalni poskozenou listovou plochou. Velmi dobra
biologick4 ucinnost pak byla zjisténa ve vSech letech sledovani zaroveii u varianty 4 (BY102960
+ FLC a FXA). Toto moftidlo by se tak v budoucnu mohlo stat jako velmi efektivni v ochrané
proti danému Skodlivému organismu u dané plodiny a nejenom této. Zaroveil je nutno
konstatovat, Ze u zadné sledované varianty nebyly zjiStény pfiznaky fytotoxycity na rostlinach
ve vSech letech sledovani.
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Zavér

Z vysledkd testovani insekticidnich ptipravkd (motidel) lze konstatovat jejich dobrou
biologickou ucinnost proti dfepéikim rodu Phyllotreta u Inicky seté. Pfi sledovani vlivu
aplikace na procentické poskozeni listové plochy rostlin, resp. jejich biologickou ucinnost byl
zjistén staticky prikazny rozdil v porovnani s neosetfenou kontrolni variantou ve vsech letech
sledovani, s naslednym pozitivnim dopadem do vynosu v podob¢ zvyseni mnozstvi sklizeného
semene. Zaroven nebyly zjistény v porostech zadné negativni projevy na rostlinach ve vsech
letech sledovani.
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OVERENI UCINNOSTI PRIPRAVKU PROTI MARSSONINA
CORONARIA V POLNICH PODMINKACH

Verification of the effectiveness of preparations against Marssonina
coronaria in field conditions

Kracikova M., Jaklova P.

Vyzkumny a slechtitelsky ustav ovocnarsky Holovousy s.r.o.

Abstrakt

V roce 2019 (odrida "Spartan”) a 2020 (odriida "Golden Delicious”) byl sledovan vliv u¢innosti
piipravkii na ochranu rostlin proti patogenu Marssonina coronaria Vv polnich podminkach.
Tento patogen zplisobuje poskozeni predevSim v ekologickém systému péstovani jabloni.
Z tohoto diivodu byly pro testovani vybrany nejen konvencéni fungicidy, ale také alternativni
ptipravky, vhodné k aplikaci v ekologickém systému. V ramci zajisténi dostate¢né miry infekce
byla provedena uméla inokulace pokusné vysadby. Bylo vyhodnoceno napadenti listti a spocitan
procentudlni rozsah napadeni a Ucinnosti jednotlivych ptipravki. Z pokusu vyplyva, Ze
nejucinnéjsim piipravkem v obou letech byl Faban s G¢innou latkou dithianon + pyrimethanil.
Ukinnost ostatnich testovanych ptipravki se v obou letech mirné lisila v zavislosti na vybrané
odridé. Z vybranych alternativnich ptipravkl byla v obou letech vys$si u€innost u ptipravku
Imunofol (50 %) nez u ptipravku PowerOf-K.

Klic¢ova slova: jablon, fungicidy, Marssonina coronaria, a¢innost

Abstract

In 2019 ("Spartan” variety) and 2020 ("Golden Delicious” variety), the effect of plant protection
products against the pathogen Marssonina coronaria in field conditions was monitored. This
pathogen causes damage mainly in the ecological system of apple growing. For this reason, not
only conventional fungicides but also alternative preparations suitable for application in an
ecological system were selected for testing. To ensure a sufficient rate of infection, artificial
inoculation of the experimental planting was performed. Leaf infestation was evaluated and the
percentage extent of infestation and efficacy of individual preparations was calculated. The
experiment shows that the most effective product in both years was Faban with the active
substance dithianon + pyrimethanil. The effectiveness of the other tested products differed
slightly in both years depending on the selected variety. Of the selected alternative products,
Imunofol (50 %) was more effective than PowerOf-K in both years.

Key words: apple, fungicides, Marssonina coronaria, efficacy

Uvod

Patogen Diplocarpon mali (anamorfa Marssonina coronaria), zpusobujici houbovou chorobu
skvrnitost listll jabloné, je zdvazna a Siroce rozSifena choroba vedouci k vyznamnym ztratam
produkce jablek zejména v jizni a vychodni Asii. V soucasnosti jsou infekce timto patogenem
problémem v nékterych oblastech Ciny. V Evropé byl tento patogen poprvé objeven v roce
2001 v Italii a od té doby se $ifi ve Svycarsku a jiznim Némecku. V Ceské republice byl prvni
vyskyt zaznamenin v roce 2015 na jablonich v domacich zahradach. Castéji se objevuje
Vv jabloniovych sadech v ekologickém rezimu péstovani, piipadné v sadech urcenych pro
produkeci jable¢ného mostu se snizenym fungicidnim oSetienim (Scharer a kol., 2019).
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Houba piezimuje v opadaném listi, a na jafe vytvari apotécia, ze kterych dochézi k uvolnovani
askospor. Ty jsou vlivem vétru a srazek roznaseny do okoli a napadaji mladé listy jabloni.
Houba zplsobuje cerné skvrny na plodech a na horni strané listli se objevuji Cerno-fialové
skvrny, které se nékdy méni v 1éze podobné hvézdam. V téchto skvrnach se tvoii malé cerné
utvary zvané acervuly produkujici konidie, které zptsobuji sekundarni infekce list a vyjimecné
i plodi. V disledku napadeni dochézi k pred¢asnému opadu listd, coz ma za nasledek
oslabenou fyziologickou rovnovahu, snizenou vitalitu a vynos stromti (Wohner, 2018).

K omezeni Sifeni patogenu patii podpora hnojeni, odstranéni spadané¢ho listi z vysadby, fez
korun stromt za ucelem zvyseni cirkulace vzduchu a aplikace fungicidd. Uvadi se, Ze patogen
je malo citlivy k aplikacim ptipravkt obsahujicich méd’, které jsou povoleny v ekologickém
zemedelstvi. VSeobecnym piedpokladem je, Ze nejicinnéj$i moZnosti regulace patogenu je
péstovani rezistentnich odrad. Divod rozsiteni M. coronaria do Evropy neni objasnén.
Domnénkou je, ze roky 2010 a 2011 s vyssimi srazkami zaznamenanymi V pribéhu vegetace
vyznamné prispély k Sifeni tohoto patogenu (Vavra a kol., 2016).

Cilem nasi studie bylo zjistit vliv fungicidl a alternativnich pfipravkl na rozvoj choroby po
ume¢lé inokulaci za Ucelem inovace systému ochrany jabloni proti této houbové chorobé
V polnich podminkéch.

Material a metody

V roce 2019 byl zalozen maloparcelkovy pokus v experimentélni vysadbé VSUO Holovousy
(Vychodocesky kraj, okres Ji¢in, fepafska vyrobni oblast, nadmoiska vySka 285 m.n.m.) na
odridé "Spartan’, v roce 2020 byl pokus zopakovan na odrid¢é "Golden Delicious’. Z divodu
omlazeni sadu, doSlo k vykéceni odridy "Spartan’, byla v dalSim roce vybrana odrtida "Golden
Delicious”. Byla hodnocena tucinnost aplikaci konvencnich fungicidi registrovanych do
jadrovin a alternativnich piipravki na ochranu rostlin, jejichz seznam je uveden v Tabulce 1.
Do polnich testli byly vybrany takové alternativni ptipravky, jez v pfedchozim roce 2018
v nami provadénych sklenikovych testech vykazaly proti M. coronaria nejvyssi Géinnost
(Jaklova a kol., 2019). Ptipravky byly aplikovany preventivné motorovym zadovym
posttikovacem SOLO s podporou vzduchu v objemu postiikové kapaliny 1000 L/ha. Z divodu
zajisténi dostatecné miry infekce byla nasledné provedena inokulace houbou M. coronaria.

Vzhledem ktomu, Ze ptredpokladanym mechanismem ucinku alternativnich pfipravka
zafazenych do testu, je vyvolani imunitni reakce rostliny, jez si ale vyzaduje urcity Cas, byla
provedena uméla infekce az po 48 hodinach od oSetfeni. Jako inokulum byla pouzita suspenze
konidii setfenych do vody z infikovanych listl pfinesenych z domaci zahrady o koncentraci 11
x 10* spor/ml. Inokulace byla provedena za oblaéného odpoledne a, jak ukazuje graf 1, stromy
byly zakryty plastovou plachtou, aby se udrzela vysokd vzdu$nd vlhkost, a tim vhodné
podminky pro vznik infekce. Plachty byly druhy den odebrany z oSetieného porostu.
Hodnoceni bylo provedeno po cca 3 tydnech od inokulace podle metodiky VSUO Holovousy
uvedené v Tabulce 2. U kazdé varianty byla hodnocena ctyfi opakovéani (1 opakovani = 1
strom). Vzdy bylo hodnoceno 4x100 listli z varianty, pficemZ se odebraly vzdy po fad€ vSechny
listy z vyhonu (Obr.2). Zaroven bylo sledovano mnozstvi srazek, teplota vzduchu v obdobi od
aplikace piipravki po vyhodnoceni listli (Graf 1 a 2). Poté bylo spocitano celkové procento
napadeni a pfi srovnani s neoSetfovanou kontrolou byla dle Abbotta (1925) vypoctena
biologicka Gi¢innost jednotlivych variant.
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Tab. 3: Seznam testovanych pripravki

Nazev pripravku Ucinna latka davka
Dithane DG Neotec mankozeb 2 kg/ha
Faban dithanion, pyrimethanil, 1,2 kg/ha
PowerOf-K draselné hnojivo 101/ha
chelat zinku 3,1 %, kyselina 31/ha
octova, chitosan hydrochlorid,
Imunofol aminokyseliny

Pokusné varianty:

V1) Kontrola bez oSetfeni
V2) Dithane DG Neotec (mankozeb) — 2 kg/ha
V3) Faban (dithianon + pyrimethanil) — 1,2 kg/ha
V4) PowerOf-K — 10 I/ha
V5) Imunofol — 3 I/ha

Tab. 2: Terminy aplikace, BBCH - 85

2019- odrida “Spartan’ 2020 - odrida ‘Golden Delicious’
27.8.2019 — aplikace ptipravkd 25.8.2020 — aplikace ptipravkd
29.8.2019 —inokulace M. coronaria 27.8.2020 — inokulace M. coronaria
15.9.2019 — hodnoceni napadenych list( 17.9.2020 — hodnoceni napadenych list(

Obr. 1: Pokusné varianty pied sundanim plachet
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Tab. 3: Pétibodova stupnice k hodnoceni napadeni lista

0 bez napadeni

1 napadeno 1-10% plochy listu

2 napadeno 11-30% plochy listu

3 napadeno 31-50% plochy listu

4 napadeno > 50% plochy listu, listy Zloutnou, opadavaji

Obr. 2: Napadeni listi houbou Marssonina coronaria
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Graf 1: Znazornéni mnozZstvi srazek, teploty vzduchu v obdobi aplikace pripravki —
vyhodnoceni napadeni lista v roce 2019

Graf dat sondy Holovousy

stazky

Graf 2: Znazornéni mnoZstvi srazek, teploty vzduchu v obdobi aplikace pripravkia —
vyhodnoceni napadeni lista v roce 2020

Graf dat sondy Holovousy

Teplota vzduchu

srizky

Vysledky a diskuze

Pokus probihal na dvou odriidach "Spartan” a “Golden Delicious’. Z naSich vysledkl vyplyva,
ze vroce 2019 bylo u odridy ’"Spartan” celkové zaznamenano niz$i napadeni u vSech
testovanych ptipravkll nez vroce 2020 u odriidy 'Golden Delicious’, ktera je obecné
k houbovym chorobam citlivéjsi. Nejvyssi Gcinnost 73 a 50 % byla v obou letech testovani
zaznamenana u konvenéniho fungicidu Faban. Uginnost 62 % byla nalezena v roce 2019 u
kontaktniho fungicidniho pfipravku Dithane DG Neotec (¢.1atka mancozeb), v roce 2020 byla
pak ucinnost téhoz fungicidu 42 %. Zatazeni piipravkll na badzi mancozebu do postiikového
planu doporucuji také autori Takahashi a kol. (2014) a Kumar and Sharma (2016), ktefi
studovali infekéni cykly a managementy ochrany proti houbé M. coronaria. Alternativni
piipravek Imunofol, vykazoval u¢innost 50 % v obou letech. Dal$im testovanym alternativnim
ptipravkem bylo draselné hnojivo PowerOf-K, které u odriidy "Spartan” vykazoval Gi¢innost 61
% a u odrudy "Golden Delicious'41 % (Graf 3 a 4).

Ve sklenikovych testech probihajicich v roce 2018 ve VSUO Holovousy na kontejnerovanych
rostlinach odriidy "Golden Delicious’, kde byly aplikovany alternativni ptipravky PowerOf-K
a Imunofol, byla uc¢innost aplikovanych piipravkid vyssi neZ v polnich podminkéach. U
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piipravku PowerOf-K byla stanovena uc¢innost 93 % a u ptipravku Imunofol 88,5 %. Tento fakt
lze vysvétlit charakteristickymi podminkami venkovniho prostiedi, pfedevSim vystaveni
vys$simu infekénimu tlaku a rozdilnym teplotnim podminkam, nez je tomu u sklenikovych testu.

Zejména v roce 2019 byly z diivodu ¢etnéjsich srazek priznivéjsi podminky pro Sifeni infekce
a soucasn¢ mohlo dojit i k ¢aste¢nym smyvim aplikovanych ptipravk.

Graf 3: Napadeni listi jabloné houbou Marssonina coronaria v letech 2019 a 2020 —
lokalita VSUO Holovousy

Napadeni listd jabloné houbou Marssonina
coronaria
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Kontrola Dithane Faban Power Of-K Imunofol

® 2019 - odrida’Spartan’ ¥ 2020 - odruda ‘Golden Delicious’

Graf 4: Biologicka ucdinnost testovanych pripravka proti Marssonina coronaria v letech
2019 a 2020 — lokalita VSUO Holovousy

Uéinnost vybranych pfipravka proti
Marssonina coronaria

72,8
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Zavér

Predmétem vyzkumu této prace byl patogen M. coronaria, neptivodni invazivni druh proti
kterému nejsou v Ceské republice registrovany zadné piipravky. Nasim predmétem vyzkumu
bylo hledat fungicidy a alternativni piipravky u¢inné v preventivnich osetfenich proti napadeni
patogenem Marssonina coronaria. Ukazalo se, Ze je vhodné pripravky testovat v rtiznych
podminkéch a hledat co nejvhodné&jsi mechanismy oSetfeni proti tomuto patogenu. Pfi testovani
ucinnosti vybranych ptipravka bylo nejlepsich vysledkli dosazeno u ptipravku Faban, Dithane
DG Neotec. Z alternativnich byl testovan Imunofol (50% t¢innosti v obou letech) a PowerOf-
K (61% v roce 2019, 41% v roce 2020). V soucasné dob¢, kdy je snaha o snizeni pouzivani
médi v ekologické produkei, by mohly byt tyto pfipravky vyuzity v piipadé Sifeni choroby.

Dedikace

Tato prace byla realizovana v ramci projektu NAZV QK 1710200 a za finanéni podpory MSMT
v ramci programu NPU I - LO1608 — ,,Vyzkumné ovocnaiské centrum®.
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VYZNAM FOMOVEHO CERNANI STONKU REPKY V CR

The Importance of Blackled of Rapeseed in the Czech Republic
Plachka E.}, SafaF J.?
YOSEVA PRO s.r.0., oz Vyzkumny iistav olejnin Opava; OSEVA vyvoj a vyzkum s.r.o.

2 Agritec Plant Research s.r.o., Sumperk

Abstrakt

Pozorovaci stanovisté¢ pro hodnoceni vyskytti fomového Cerndni stonku fepky byla zalozena
v roce 2018 a 2019. Bylo sledovano napadeni listli na podzim a stonkl a kofenovych krckt
v dob¢ dozravani tfepky olejky. Po zasevu jsme hodnotili vyskyty askospor patogent
Leptosphaeria maculans, L. biglobosa na lokalitich Opava a Sumperk. Dosazené vysledky
ukazuji rozdilny vyznam obou patogent v p&stovani fepky olejky v CR.

Kli¢ova slova: fepka olejka ozim4, fomové ¢ernani stonku fepky, vyznam, CR

Abstract

Observation posts for the evaluation of the occurrence of blackled of rapeseed stem were
established in years 2018 and 2019. Infestation was monitored of leaves in autumn and stems
and root necks in the ripening of rapeseed. We evaluated the occurrences of ascospores of the
pathogens Leptosphaeria maculans, L. biglobosa on the localities Opava and Sumperk after
sowing, The achieved results show the different importance of this disease in growing of oilseed
rapeseed in the Czech Republic.

Keywords: winter oilseed rapeseed, blackled of rapeseed stem, importance, Czech Republic

Uvod

Repka olejka ozima je vyznamnou kulturni plodinou. Podle stavu k 30. listopadu 2019 byla
vyseta na 369 tis. ha. Meziro¢né byla plocha fepky ozimé o 10 tis. ha (-2,7 %) niZsi. Soucasti
péstitelské technologie je ochrana proti chorobam, kterd vychazi ze znalosti lokality péstovani
a odolnosti odrid. Odolnost odrid k ptivodcim chorob je jednim z hlavnich parametrii
hodnoceni jejich vykonu ve statnich odridovych zkouskach. Mezi hlavni stonkové a kofenové
choroby je jako prvni zatazena choroba fomové Cernani stonku brukvovitych (Zehnalek 2019).
Puvodcem této choroby u Fepky je komplex patogent Leptosphaeria maculans (Desm.) Ces. Et
de Not a Leptosphaeria biglobosa (Shoemaker & Brun 2001). Patogeny jsou pfi¢inou
pired¢asného odumirani rostlin v Australii, Kanad¢ a Evropé (West et al. 2001, Jedryczka et al.
2010). V ptipadé vyskytu onemocnéni jsou obvyklé ztraty pii sklizni <10 %, i kdyz mohou
dosahnout 30 az 50 % (West et al. 2001). K dalsim faktorim ochrany proti chorobam patii
oSetfeni provadénd na zaklad¢ vyhodnoceni infekéniho tlaku patogent — signalizace vyskyti
choroby. Jednou z moznosti je vyuziti systému signalizace epidemiologie chorob pracujicich
na zakladé zachyti spor patogent L. maculans, L. biglobosa ze vzduchu (web SPEC). Cilem
prace je shromazdit data o napadeni vybranych odrtd fepky olejky patogenem Leptosphaeria
maculans v podminkach CR.

Material a Metody

Polni testy byly zaloZeny na pozorovacich stanovistich v CR. Pozorovani byla provadéna v
ro¢nicich 2018/2019 a2019/2020. V prvnim ro¢niku bylo hodnoceno 9 stanovist, v druhém 11.
Jedna se o stanoviste, kde jsou zakladany statni a mezistani¢ni zkouSky vykonl odrid fepky
olejky ozimé. Stanovi§té lezi Vteplych a chladnych oblastech CR. Tepld oblast je
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charakterizovana dlouhodobou priimérnou teplotou v rozmezi 7,5-9,1 °C, nadmotskou vyskou
171-505 m a dlouhodobym primérnym uhrnem srazek 450-738 mm. Pievazné zahrnuje
zemédé€lskou vyrobni oblast kukufi¢nou a fepatfskou. Chladna oblast je charakterizovana
pramérnou teplotou v rozmezi 6,1-7,8 °C, nadmotskou vyskou 445-647 m a dlouhodobym
uhrnem srazek 585-708 mm. Zahrnuje prevazné zeméd¢lskou vyrobni oblast bramboraiskou.
Jedna se o oblasti s velmi dobrymi, dobrymi nebo pfevazujicimi ptiznivymi podminkami pro
pestovani fepky olejky (Zehnalek 2019). Piehled stanovist’ a jejich zatazeni do oblasti je uveden
v Tabulce 2.

Hodnoceni: Na podzim bylo provedeno sledovani vyskytt fomového ¢ernani na listech 9 — bez
vyskytu, 1 — velmi silny vyskyt nad 30 % rostlin (UKZUZ 2019). V dobé dozravani bylo
provedeno hodnoceni napadeni spodni ¢asti stonku a napadeni kofenového kréku na kolmém
fezu 1 — bez napadeni, 5 — napadeno 100 % plochy, rostlina odumiela dle aktualni metodiky
EPPO pro dany typ hodnoceni (EPPO PP1/78). Sledované genotypy fepky: 4 star$i odridy
fepky olejky s definovanymi geny odolnosti vié¢i patogenu Leptosphaeria maculans: Bristol,
Columbus, Darmor, JetNef.

Sledovana lokalita zachytu askospor Opava se nachazi v fepai'ské vyrobni oblasti v nadmotské
vysce 268 m. Dlouhodoba priimérna ro¢ni teplota je 8,6 °C a ro¢ni tthrn srazek 567,6 mm. Jedna
se o teplou oblast. Lokalita Sumperk spad4 do bramboratské vyrobni oblasti, primérna roéni
teplota Cini 7,27 °C a primérny ro¢ni tthrn srazek je 702,2 mm, nadmoiska vyska 317 m. Jedna
se o chladnou oblast. Tyto dv¢ lokality jsou zatfazeny do pozorovacich stanovist’ s vybranymi
odriidami fepky.

Monitoring askospor patogent Leptosphaeria maculans a L. biglobosa ve vzduchu probihal
nepietrzité¢ v obdobi od 1. zafi do 30. fijna (podzim) za pomoci sedmidennich lapact spor
vyrobce AMET. Lapace aktivné nasavaji vzduch se sporami a pylem. Ty jsou zachycovany
uvnitt lapace na pasku pokrytou vazelinou. Paska je umisténa na otocny vélec, ktery se otaci
rychlosti 2 mm/h. Po uplynuti jednoho tydne byla paska z bubnu odstranéna a nasazena nova.
Sundana paska byla rozd€lena na dily o velikosti 48 mm. Kazdy z dili predstavuje 24 hodin
¢innosti lapace. Dil s dennimi zachyty byl umistén na podlozni sklicko, zafixovan pomoci
fixacni latky (gelvatol a trypanova modf) a kryciho sklicka. Pozorovanim preparatu pod
mikroskopem pii zvétSeni 312,5% byl urCen pocet zachycenych askospor sledovanych
patogenu. Askospory L. maculans a L. biglobosa maji specificky tvar a pfesnou velikost, tudiz
jsou snadno rozpoznatelné od spor ostatnich patotypti. S ohledem na podobnost askospor druhti
L. maculans a L. biglobosa nebylo mozné pomoci mikroskopického pozorovani ur¢it konkrétni
druh, ale pouze pocet askospor obou druhii dohromady, kdy odectené spory mohou patiit k
jednomu ze zminénych druht nebo k obéma druhtim v rtiznych pomeérech.

Vysledky a diskuze

Ziskané vysledky potvrzuji, Ze na pozorovacich stanovistich rozmisténych v CR jsou v ramci
jednoho ro¢niku rozdily v napadeni plvodci fomového cCerndni stonkli fepky. Rozdily
V napadeni byly zaznamenany také u ctyfech sledovanych odrid Bristol, Columbus, Darmor,
JetNef. To potvrzuje rozdilnou odriidovou citlivost k patogenim L. maculans, L. biglobosa
(Tabulka 1 a 2). Rozdilna citlivost Slechtitelskych genotypi fepky olejky ozimé k sledovanym
patogeniim byla také zjiSt€na v mezistani¢nich predzkouskach na lokalitdich Opava, Chlumec
nad Cidlinou, Slapy u Tébora a LuZany (Poslu$n4 a kol. 2018) a na lokalitach statnich zkousSek
fepky (Zehnalek, 2019).

Pro napadeni kofent a stonkl fepky pied sklizni je rozhodujici pfitomnost zdroje infekce
(napadené poskliziiové zbytky) a pribéh pocasi v kritickém obdobi pro zrani viecek a
uvolnovani askospor patogenti Leptosphaeria spp. na fepce. Jedna se o dostate¢nou vlhkost pro
zrani a optimalni podminky - teplo pro uvoliiovani a Sifeni askospor a to v srpnu a zafi. To
ovliviiuje napadeni fepky v srpnu az fijnu, v teplejSich ro¢nicich a oblastech az listopadu a Sifeni
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patogenu v napadenych rostlinach jiz na podzim a v zimé&. Cim ¢asnéji napadeni tim je vyssi
pravdépodobnost skodlivého napadeni v obdobi zrani fepky. Vliv pribéhu pocasi na vyvoj
piivodcii fomového ernani a napadeni pred sklizni na lokalitich Opava a Sumperk je uveden
v Grafu 1. Z vysledkl z teplé oblasti Opava a zchladné oblasti Sumperk je ziejmé, Ze
v chladngjsi oblasti dochéazi k posunu maximalnich zachyti askospor ve srovnani s teple;jsi
oblasti. Dale bylo zjisténo, ze v ptipad¢ ptizniveéjSich podminek (pribeh pocasi, zdroj infekce)
pro vyvoj patogenti doslo na podzim 2018 k vys$Sim zachytim askospor v chladnéjsi oblasti
(Graf 2 a 3). Na podzim 2019 byly prvni zachyty zaznamenany koncem zafi. Do 14 dni od
zaznamenanych zachytii askospor byly pozorovany prvni makrosymptomy na listech. Intenzita
napadeni odpovidala po¢tu zachycenych askospor a pribéhu pocasi (teplota, vlhkost). Vliv
lokality a poc¢asi na pocty zachycenych askospor a napadeni fepky olejky potvrzuji pozorovani
v stfedni Evropé, Polsku a CR (Jedryczka a kol. 2010, 2012; Plachka a kol. 2018).

Zavér

Na pozorovacich stanovistich zalozenych v teplych a chladnych oblastech CR byly zjistény
rozdily v napadeni fepky olejky ozimé pivodci fomového cerndni stonku fepky patogeny
Leptosphaeria maculans a L. biglobosa.

Rozdily v napadeni byly zaznamendny 1 v ramci sledovanych ro¢nik 2018/2019 a 2019/2020.
Na sledovanych lokalitach byly zaznamenany také rozdily v napadeni mezi odriidami.

Byl potvrzen vliv lokality a pritbé¢hu pocasi na mnozstvi infek¢niho zdroje a napadeni fepky
olejky pted sklizni.

Zjisténi ukazuji na rozdilnou Skodlivost patogenu v zavislosti na odolnosti zvolené odriidy,
lokalité a priibéhu pocasi.

Znalosti o vlivu odridy, lokality a provadéni signalizace vyskytu choroby na zakladé hodnoceni
pritomnosti infekéniho zdroje a prabchu pocasi jsou nedilnou soucasti zdsad integrované
ochrany rostlin. Ty jsou nezbytné v rozhodovacim procesu o pouziti efektivniho pesticidniho
oSetieni.

Tabulka 1: Intenzita vyskytti fomového ¢ernani stonku fepky na listech na podzim, fijen 2019

Silny vyskyt Opava 2, Kujavy, Krasné Udoli

Stiedni vyskyt Opava 1, Chlumec nad Cidlinou

Nizky vyskyt Sumperk, Luzany, Slapy u Tabora, Humpolec
Bez vyskytu Ivanovice na Hané, Cerveny Ujezd

Tabulka 2: Primérnd intenzita napadeni stonkii a kofenovych krcka fepky patogeny
Leptosphaeria spp. (%), termin hodnoceni dozravani ( BBCH 85-87)

Lokalita Intenzita napadeni 2019 (%) Intenzita napadeni 2020 (%)
oblast tepla (T) Stonek Kofenovy kréek Stonek Kofenovy kréek
chladna (CH) X | min-max | x | Min-max | x | Min-max | ¥ | Min-max
Opava 1 T | 61| 48-80 |52 | 28-88 |88 | 80-100 | 76 | 70100
Opava2* | T | - : : - 79| 73-85 | 68 | 55-78
Kujavy T |57 | 45-73 |51 | 35-78 | 76| 68-83 | 68 | 6086
chlumcen. |+ | 45 | 43 60 |43 | 33-60 |37 | 30-43 | 54 | 4063
Cidlinou

Luzany T |30 [ 20-40 | 26 | 23-28 |54 | 40-68 | 29 [ 10-53
Gerveny T |13| 5-30 | 4 | 3-8 |31| 19-42 |27 | 20-31
Ujezd

vanovicen. | | 4 | 35-50 | 46 | 30-50 |64 | 58-70 | 29 | 1758
Hané
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Sumperk CH|11 | 0-25 | 10 5-15 | 35| 8-48 | 43| 33-63
Krasné

Ot CH| - ; ; ; 28 | 25-30 | 42 | 35-50
?L"’]‘fg’r; CH| 41| 31-68 | 41| 8-63 | 44| 34-53 | 43| 35-43

Humpolec | CH | 47 | 28—-65 | 29 20-40 | 30| 20-40 | 19 8-43
Primér za rok 39 | 28-55 | 34 21-53 | 51| 41-60 | 45 35-61

*Zasev na lokalité¢ Opava 2 nebyla v rocniku 2018/2019 hodnocena z diivodu vyplaveni osiva po zasevu
vlivem silnych lokalnich srazek.
**[okalita zafazena az v ro¢niku 2019/2020.
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Graf 1: Pribéh dekadnich hodnot srazek a teplot CHMU Opava - Otice a CHMU Sumperk,
VIII. - X. 2019, % napadenych stonki a kofenovych kréki ptivodei fomového ¢ernani VI. 2020
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Graf 2: Zachyty askospor Leptosphaeria maculans, L. biglobosa; Opava predmésti, zaii az
zacatek listopadu 2018 a 2019
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Graf 3: Zachyty askospor Leptosphaeria maculans, L. biglobosa; Sumperk, zafi az zadatek
listopadu 2018 a 2019
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Dedikace

Ivv{eéeni uvedené problematiky bylo podpofeno projekty MZe CR, NAZV: QK1710397 a MZe
CR: RO18/18, RO10/18.

Pouzita literatura

CSU, 2020: https://www.czso.cz/csu/czso/osevni-plochy-ozimych-plodin-pro-sklizen-v-roce-
2020

Jedryczka M., Berg G., Plachka E., Weryszko-Chmielewska E., Poslusna J., Brazauskiené 1.,
Rysanek P., Kasprzyk 1., Pokorny R., Maczynska A., Spitzer T., Karolewski Z., Aubertot J.-
N., Latunde-Dada A., Brachaczek A., Podlesna A., Havis N., Kaczmarek J., Dawidziuk A.,
Holmblad J., Petraitiené E., Mazakova J., Krédl Z., Sulborska A., Haratym W. Gorniak K.
2012. Monitoring of fungal inoculum in air samples as an important tool of IPM in Central
Europe. 10th Conference of the European Foundation for Plant Pathology (EFPP), IPM 2.0
— Towards future-proof crop protection in Europe. 1-5 October 2012, Wageningen, the
Netherlands. Abstract: Session 3 Decision Support Systems\ vti_cnf\2.pdf

Jedryczka M., Plachka E., Kaczmarek J., Poslu$na J., Latunde-Dada A.O., Maczynska A. 2010.
Monitoring of Leptosphaeria maculans and L. biglobosa ascospores around the East Sudeten
mountains — a joint initiative of Poland and the Czech Republic. In Rosliny Oleiste — Oilseed
Crops XXXI, 2010, pp. 49-66

Metodika zkousek uzitné hodnoty — brukvovité olejniny. ZUH/4-2019. UKZUZ Brno, 2019.
27 s.

Plachka E., Safaf J., Prokinova E., Odstréilova L. 2018: Signalizaéni modely Leptosphaeria
spp. a Sclerotinia sclerotiorum, zhodnoceni moznosti jejich vyuziti. Certifikovana metodika
PL07/18. OSEVA vyvoj a vyzkum s.r.0., Opava 2018, s. 60

Poslu$na J., Plachka E., Horagéek J., Machackova L., Ondrackova E., Smirous P., Vrbovsky
V.: The Harmfulness of Phoma Stem Canker, Sclerotinia Stem Rot, and Phytoplasma on
Winter Oilseed Rape with Regard to Czech Breeding. Agronomy 2019, 9(2), 75

Root, stem, foliar and pod diseases of rape. Bulletin CEPP/EPPO 2003 (33), p. 25-35

SPEC: System Prognozowania Epidemii Chorébhttp://cropnet.pl/dbases/spec/

West J.S., Kharbanda P.D., Barbetti M.J., Fitt B.D.L. 2001. Epidemiology and management of
Leptosphaeria maculans (phoma stem canker) on oilseed rape in Australia, Canada and
Europe. Plant Pathology 50. 10-27.

Zehnalek P. 2019: Seznam doporuéenych odriid, fepky olejky ozimé 2019. Usttedni kontrolni
a zkuSebni tstav zeméd¢€lsky Brno, Narodni odrtidovy ufad. Brno 2019. s. 1-73.

Kontaktni adresa:

Ing. Eva Plachk4, Ph.D.

OSEVA PRO s.r.0.,

oz Vyzkumny ustav olejnin Opava,

Email: plachka@oseva.cz; tel. 553 624 160

212


https://www.czso.cz/csu/czso/osevni-plochy-ozimych-plodin-pro-sklizen-v-roce-2020
https://www.czso.cz/csu/czso/osevni-plochy-ozimych-plodin-pro-sklizen-v-roce-2020
mailto:plachka@oseva.cz

OBSAH
Uroda 12/2020, védeckd pfiloha ¢asopisu

VYSLEDKY DESIKACNICH POKUSU U JETELE LUCNIHO:
HODNOCENI UCINNOSTI ZKOUSENYCH UCINNYCH LATEK A
JEJICH KOMBINACI

The results of desiccation experiments in red clover: evaluation of efficacy
of the tested active substances and their combinations

Kubikova Z.}, Smejkalova H.%, Kolarikova K.?

27 emédeélsky vyzkum, spol. s 1. 0., Troubsko
2Vyzkumny vistav picninaisky, spol. s r. 0., Troubsko

Abstrakt

V roce 2019 a 2020 byly u jetele luéniho (Trifolium pretense L.) realizovany pokusy zamétené
na nové moznosti desikace semennych porosti. Byla srovnavana ucinnost dikvadtu, pyraflufen-
ethylu, flumioxazinu, fluroxypyru, karfentrazon-ethylu, bromoxynilu, glyfosatu a Kkys.
pelargonové v kombinaci se smacedlem, hnojivem DAM a piipadné lepidly. U jetele byla
hodnocena mira zasychani listové plochy, stonkli a plodenstvi a obrastani rostlin. Soucasné byla
sledovédna uc¢innost na nejcastéjsi plevele. Po sklizni byl hodnocen vynos a vlhkost sklizené
hmoty. Zkousené ucinné latky zlepSovaly zasychéni rostlin jetele, ale Zadna ze zkouSenych
latek nedosahovala u¢innosti dikvdtu. Uginnost na plevele byla u vétiny nové zkousenych latek
niz$i nez u dikvatu.

Klicova slova: desikace, trifolium pratense, jetel lu¢ni, semenné porosty

Abstract

The desiccation experiments with red clover (Trifolium pretense L.) were carrying out in the
years 2019 and 2020. The efficacy of diquat, pyraflufen-ethyl, flumioxazine, fluroxypyr,
carfentrazone-ethyl, bromoxynil, glyphosate and pelargonic acid in combination with
surfactant, adhesives and fertilizer DAM was compared. The desiccation efficacy in red clover
and the most common weeds was evaluated. Compared to diquat, a slower effect was observed
with other active substances and their effectiveness was also lower, but compared to the
untreated control, the drying of clover plants was improved. The efficacy of the new test
substances on weeds was lower lover than efficacy of diquat.

Key words: desiccations, trifolium pratense, red clover, seed stands

Uvod

Jetel luéni je vytrvalou jetelovinou nejcastéji péstovanou v naSich podminkach pouze do
prvniho uzitkového roku. Péstuje se u nas jako picnina a vyznamnou ¢ast jeho péstebnich ploch
tvoti také porosty péstované na semeno. Porosty byvaji zaklddany bud’ z jarnich nebo
Z podzimnich vysevil. Je vicese€ny a po seci obriista. Intenzita obriistdni zavisi pfedevs§im na
dostatku vlahy. Sklizeni na semeno probiha v prvnim uZitkovém roce, obvykle z druhé sece
Vv srpnu az zafi. Ukoncovani vegetace v pribéhu dozravani semen je u n¢j mnohem pozvolnéjsi
nez u jetele nachového (Kubikova et al. 2020). Pro usnadnéni sklizné€ se u néj vyuziva tzv.
desikace. Doposud se K ni vyuzivala G¢inna latka dikvat. Natizenim Komise EU 2018/1532 ze
dne 12. fijna 2018 kondéi registrace této ucinné latky, a tim i moznost jejiho pouzivani. S jejim
zruSenim vyvstava otdzka jeji ndhrady. Z 27 skupin herbicidli rozdélenych podle t¢inku
(Mallory-Smith, Retzinger 2003) jsou k desikaci nejvhodnéjsi inhibitory PS T systému, kam
patii dikvat a paraquat. Vyhodou téchto latek je jejich univerzalnost, rychlost pisobeni a Siroké
spektrum uc¢inku. Pasobi kontaktné, takze neposkozuji kofenovy systém a maji pomérné maly
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vliv na pozd¢jsi obrlstani porostu a kvalitu osiva (Comendant a Davies 2018). Nevyhodou je
jejich vysoka toxicita.

K desikaci byly u bobovitych zkouSeny dalsi u¢inné latky napt. bromoxynil, karfentrazon-ethyl,
flumioxazin, pyraflufen-ethyl, fluroxypyr, glyfosat aj. (Tavares et al. 2016, Soltani et al. 2013,
McNaughton et al. 2015, Pereira et al. 2015a, Pereira et al. 2015b, Kirk et al. 2017, Moyer et
al. 1996). Pti pouziti glyfosdtu dochazelo k omezeni kli¢ivosti a Zivotnosti semen (Subedi et al.
2017). Moznosti vyuziti dicamby k ptedskliziiovému oSeteni porostd zkoumali Loux (2019) a
Hatterman-Valenti et al. (2017) a moznosti vyuziti ethephonu ke zvySeni G¢innosti dikvatu a
paraquatu se zabyvali He et al. (2015). K desikaci je mozné vyuzit také organické kyseliny
napt. kys. pelargonovou (Nguyen et al. 2016) nebo mineralni hnojiva, ktera mohou zptisobit
popaleni porostti (Knoop 1976).

Nevyhodou téchto latek je ve srovnani s dikvdatem a paraguatem pomalejSi, méné razantni
ucinek a nizsi univerzalnost. Navic informaci o moznostech jejich vyuziti k desikaci jetele
lu¢niho je velmi malo. V této praci byly zkouseny G¢inné latky bromoxynil, karfentrazon-ethyl,
flumioxazin, pyraflufen-ethyl, fluroxypyr, glyfosdt, dicamba, ethephon a kys. pelargonova
V kombinaci se smacedly a hnojivem DAM s cilem zjistit jejich u¢innost na dozravajici rostliny
jetele a také jejich vliv na nejcastéji zastoupené plevele. Také byly zkoumany moznosti vyuziti
vysokych davek hnojiva DAM a kombinace hnojiva DAM s praskovou sirou.

Material a metody

Jednalo se o maloparcelkové pokusy s velikosti parcel 125 m? ve tfech opakovénich
s nahodnym usporadanim, bylo zkouseno celkem 12 variant v roce 2019 a 16 variant v roce
2020 (viz tabulky 2 a 3). Byly vyméfovany v provoznich plochach porosti jetelovin urc¢enych
na semeno piipadné na pici, v roce 2019 na lokalité v Javiirku a v roce 2020 v Bfezejci. Lokalita
Javirek je nedaleko obce Troubsko a jsou pro ni uvedeny teploty a srazky namétfené
v Troubsku. Pro lokalitu Bfezejc jsou uvedeny pramémé teploty pro kraj Vyso¢ina (CHMU,
2020).

Pfezimovani porosti bylo dobré. Porosty byly dobtfe zapojené, v roce 2019 bylo zapleveleni
velmi nizké, nejvice se vyskytovaly merliky, turanka kanadska a locika kompasova, v roce 2020
bylo zapleveleni vyssi a nevice se vyskytovaly knotovka bila a jitrocel kopinaty. Pribéh pocasi
béhem vegetace v roce 2019 a 2020 uvadi tabulka 1.

Tabulka 1: Priimérnd mésicni teplota a vihrn srdZek v letech 2019 a 2020

Lokalita/rok [Mésic 1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9.
Troubsko Primérné mésiéni teploty (°C) | -09 | 24 | 6,7 | 111 | 120 | 220 | 20,3 | 20,7 | 14,6
2019 Sumy srazek (mm) 23 17 27 17 78 65 59 56 73
Brezejc Primérné mésicni teploty (°C) | -05 | 31 37 91 [ 106 | 159 | 173 | 185 14
2020 Sumy srazek (mm) 18 70 33 26 79 | 187 | 82 | 128 73

Sklizeii semene probihala ze druhé see. Semena jetele dozravala v pribéhu meésice srpna
(2019) az zati (2020). Pocasi bylo v roce 2019 pomérné teplé a suché. Mirné srazky v druhé
poloviné mésice srpna nastartovaly obrlstani jetele. Obrlstani bylo u jetele luéniho velkym
problémem nejen v roce 2019 ale také v roce 2020, kdy bylo vlhéi pocasi s vydatnéjSimi
srazkami. V roce 2020 byl diky dostatku vlahy prorost jetele pomérné€ vysoky a znacné poléhal.
Pokusné ptipravky byly aplikovany ve dvou terminech (A 12.8.2019, 3.9.2020; B 19. 8.2019,
10.9.2020). Seznam variant v roce 2019 je uveden v tabulce 2 a seznam variant v roce 2020
v tabulce 3. Byla hodnocena G¢innost na jetel a na merliky, turanku a lociku (nejéastéjsi plevele
v roce 2019), knotovku bilou a jitrocel kopinaty (nejcastéjsi plevele v roce 2020) a obrlstani.
K rozpadu hlavek u jetele lu¢niho nedochazelo. Hodnoceni probihalo v roce 2019 ve ctyfech
terminech (12. 8., 15. 8., 19. 8., 23. 8.) a v roce 2020, kdy bylo zasychani jetele pomalejsi, v
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péti terminech (3.9., 8.9., 10.9., 14.9., 16.9.). Posledni termin hodnoceni porostt byl vzdy tésné

pred sklizni.

Tabulka 2: Seznam variant u jetele lu¢niho v roce 2019

Varianta | Pfipravky Utinné latky Aplikace |Davky na hektar |Naklady v K&/ha
1 Kontrola bez ofetieni - - - 0
2 Reglone Dikvat B 351 2312
3 Kabuki + Dash + DAM Pyraflufen-ethyl + smacedlo + DAM A 08+1+101 1687
4 Kabuki + Starane forte + Dash + DAM Pyraflufen-ethyl + fluroxypyr + smacedlo + DAM A 08+06+1+101 2516
5 Spotlight + Dash + DAM Karfentrazon-ethyl + smacedlo + DAM A 1+1+101 1163*
6 Spotlight + kayak + lepidlo + DAM Karfentrazon-ethyl + smadcedlo + lepidlo + DAM A 1+05+1+101 2538*
7 Spotlight + Kabuki + Dash + DAM Karfentrazon-ethyl + pyraflufen-ethyl + smacedlo + DAM A 1+08+1+101 2533*
8 Sumimax + Dash + DAM Flumioxazin + smacedlo + DAM A 142g+1+101 2163
9 |Roudup Glyfosat A 351 769
10 Pardner + Kayak + lepidlo + DAM Bromoxynil + cypronidyl + lepidlo + DAM A 2+1+01+101 1810
11 Beloukha + Dash + DAM Kys. pelargonova + smacedlo + DAM B 8+1+101 5351
12 DAM 1:1 + Dash DAM 1:1 + smacedlo B 200+11 3281

Tabulka 3: Seznam variant u jetele lu¢niho v roce 2020

Varianta | Pfipravky Utinné latky Aplikace |Davky na hektar |Naklady v K&/ha
1 Kontrola bez oSetieni Kontrola bez osetieni - - 0
2 Reglone Dikvat B 351 2312
3 Kabuki + Dash + DAM Pyraflufen-ethyl + smacedlo + DAM A 08+1+101 1687
4 Kabuki + Dash + DAM Pyraflufen-ethyl + smacedlo + DAM 100 1 A 0,8+1+1001l 3091
5 Kabuki + Spotlight + Dash + DAM Pyraflufen-ethyl + karfentrazon-ethyl + sm. + DAM A 08+1+1+101 2533*
6 Kabuki + Cerone + Dash + DAM Pyraflufen-ethyl + ethephon + smacedlo + DAM A 08+1+1+101 2633
7 Kabuki + Beloukha + Dash + DAM Pyraflufen-ethyl + kys. pelargonovd + smacedlo + DAM A 08+1+1+101 2316
8 Spotlight + Dash + DAM Karfentrazon-ethyl + smacedlo + DAM A 1+1+101 1163*
9 Roundup klasic + DAM Glyfosat + DAM A 35+101 943
10 Sumimax + Dash + DAM Flumioxazin + smacedlo + DAM A 0,142kg+1+101 2083
11 Pardner + Designer + Kayak + DAM Bromoxynil + lepidlo + fungicid + DAM A 2+03+05+101 1810
12 Beloukha + Dash + DAM Kys. pelargonovd + smacedlo + DAM A 16+1+101 10384
13 DAM 1:1 + Dash DAM 1:1 + smacedlo B 200+11 3281
14 |Banvel + Dash + DAM Dicamba + smacedlo + DAM A 1+1+101 2316
15 Reglone + Dash + DAM Dikvat + smacedlo + DAM B 2+1+101 1638
16 |DAM I:1 + Dash + sira + ethanol DAM 1:1 + smacedlo + sira + ethanol B 200+1+2kg+4l1 4149

Prvni pokusnou variantou byla u vSech druhti kontrola bez oSetieni, dalsi kontrolni varianta
byla oSetfena uc¢innou latkou dikvat (ptipravek Reglone). Déle byly zkouSeny ucinné latky
pyraflufen-ethyl, karfentrazon-ethyl, fluroxypyr, flumioxazin, glyfosat, bromoxynil a kys.
pelargonova. Pro zvyseni a urychleni u¢inku byly ptipravky kombinovany se smacedlem (Dash
HC) a tekutym hnojivem DAM. V roce 2020 byla zafazena také varianta pouze s vysokou
davkou hnojiva DAM (200 1/ha) v poméru 1:1 s vodou a v kombinaci se smac¢edlem. V roce
2020 byly zkouSeny také u¢inné latky ethphon a dicamba a varianta s kombinaci hnojiva DAM
S praskovou sirou.

Hodnoceni bylo provadéno vizualné. Byl hodnocen podil odumielych/zaschlych/hnédych
pletiv v procentech pro jednotlivé casti rostlin (listy, stonky, plodenstvi). U pleveli bylo
hodnoceno celkové poskozeni rostliny v procentech. U obriistani byla hodnocena pokryvnost
listové plochy nové obrostlych rostlin na parcele v procentech. Po sklizni byl hodnocen vynos
Cistého semene a v roce 2020 také vlhkost sklizeného osiva. Vysledky byly vyhodnoceny
V programu Statistica 12 metodou analyzy rozptylu a néaslednym testovanim Tukeyho testem
na hladin€ o 0,05.

Vysledky

Zasychani/odumirani/hnédnuti list

U jetele lu¢niho byla v roce 2019 v terminu prvni aplikace zaschla necela polovina listové
plochy. V dobé¢ sklizné bylo u kontroly zaschlych 84 % listové plochy. Prikazny rozdil ve
srovnani s kontrolou byl u dikvatu, kde bylo zaschlych 100 % listd, a u kys. pelargonové, kde
bylo zaschlych 95 % listové plochy. U ostatnich variant nebyl prikazny rozdil, 1 kdyZ vétSina
variant vykazovala oproti kontrole mirné zvyseni. Vysledky uvadi tabulka 4.

V roce 2020 bylo zasychani porosti pomalejsi a byly zde viditelné vétsi rozdily. V terminu
prvni aplikace byla zaschla jedna ¢tvrtina listové plochy. U neoSetfené kontroly se zaschnuti
listl vyrazné nezménilo a v dob¢ sklizn€ bylo zaschlych 25 % listové plochy. U vSech variant
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doslo k prikaznému zlepSeni zasychani listové plochy oproti neoSetfené kontrole. Nejlepsi
zaschnuti listd bylo u variant s dikvatem (90 az 92 %), u kombinace pyraflufen-ethylu
s karfentrazon-ethylem (94 %), u karfentrazon-ethylu (90 %) a u glyfosdtu s hnojivem DAM
(90 %). Nejhorsi zasychani bylo z oSetfenych variant u kombinace hnojiva DAM a praskové
siry (50 %), u bromoxynilu (62 %) a u kys. pelargonové (68 %). Vysledky uvadi tabulka 5.

Tabulka 4: Zasychani listové plochy v roce 2019

Varianta/i¢inna latka Termin aplikace Listy (% mrtvych/hnédych/suchych pletiv)
Datum hodnoceni v roce 2019: 17.6. 20.6. 24.6. 28.6.

1|Kontrola bez o3etfeni - 42 a 42 ab 73 cd 84 a
2|Dikvat B 42 a 42 ab 77 acd 100 c
3|Pyraflufen-ethyl + smacedlo + DAM A 42 a 52 ab 85 ab 91 abc
4|Pyraflufen-ethyl + fluroxypyr + sméacedlo + DAM A 40 a 40 a 72 d 86 ab
5|Karfentrazon-ethyl + sméacedlo + DAM A 40 a 40 a 79 abcd 86 ab
6|Karfentrazon-ethyl + lepidlo + fungicid + DAM A 42 a 42 ab 75 acd 83 a
7|Pyraflufen-ethyl + karfentrazon-ethyl + sm. + DAM A 42 a 48 ab 78 abcd 86 ab
8|Flumioxazin + smac¢edlo + DAM A 42 a 47 ab 85 ab 89 ab
9|Glyfosat A 40 a 40 a 83 abc 89 ab

10|Bromoxynil + lepidlo + fungicid + DAM A 42 a 50 ab 85 ab 93 abc

11|Kys. pelargonova + sméacedlo + DAM A 42 a 63 b 88 b 95 bc

12|DAM 1:1 + smacedlo B 42 a 53 ab 83 abc 91 abc

* pismenné indexy zndzornuji statistické rozdily na hladiné a 0,05

Tabulka 5: Zasychani listové plochy v roce 2020

Varianta/i¢inna latka Termin aplikace Listy (% mrtvych/hnédych/suchych pletiv)
Datum hodnoceni v roce 2020: 3.9. 8.9. 10.9. 14.9. 16.9.
1{Kontrola bez oSetieni - 22 a 33 abc 32 a 27 a 25 a
2|Dikvat B 22 a 28 ab 30 a 82 defg 90 efg
3|Pyraflufen-ethyl + smacedlo + DAM A 25 a 47 cd 63 bc 70 cd 75 cdef
4|Pyraflufen-ethyl + smacedlo + DAM 100 1 A 25 a 48 de 64 bc 73 cd 74 cde
5|Pyraflufen-ethyl + karfentrazon-ethyl + sm. + DAM A 27 a 65 f 81 c 90 g 94 g
6|Pyraflufen-ethyl + ethephon + smac¢edlo + DAM A 20 a 52 def 66 bc 82 defg 84 defg
7|Pyraflufen-ethyl + kys. pelargonové + sm. + DAM A 20 a 52 def 62 bc 74 cde 78 defg
8|Karfentrazon-ethyl + sméacedlo + DAM A 23 a 65 f 74 bc 86 efg 90 fg
9|Glyfosat + DAM A 23 a 42 bed 64 bc 88 fg 90 fg
10|Flumioxazin + smacedlo + DAM A 22 a 62 ef 76 bc 83 defg 82 defg
11|Bromoxynil + lepidlo + fungicid + DAM A 25 a 52 def 59 b 70 cd 62 bc
12|Kys. pelargonova + smacedlo + DAM A 20 a 65 f 71 bc 79 cdefg 68 cd
13|DAM 1:1 + smacedlo B 22 a 23 a 37 a 68 c 72 cd
14|Dicamba + smacedlo + DAM A 18 a 42 bed 61 bc 76 cdef 80 defg
15|Dikvat + smécedlo + DAM B 20 a 27 a 33 a 91 g 92 g
16|DAM 1:1 + smacedlo + sira + ethanol B 17 a 27 a 32 a 53 b 50 b

* pismenné indexy znazornuji statistické rozdily na hladiné o 0,05

Zasychani/odumirani/hnédnuti stonki a hlavek

U stonku bylo zasychani jesté pomalejsi a byla zde mnohem vyssi variabilita. V roce 2019 bylo
prukazné vyssi zaschnuti stonkli oproti neoSetiené kontrole pouze u varianty s dikvatem, 1 kdyz
urcité zlepSeni v zasychani stonkii bylo pozorovano na vét$iné variant. Vysledky uvadi tabulka
6. V roce 2020 bylo zasychani stonkti u jetele lu¢niho velmi pomalé. V terminu prvni aplikace
bylo zaschlych pouze okolo 15 % stonkll. V dobé sklizné se zaschnuti stonkii pohybovalo od
40 % u neoSetifené kontroly po 87 % u dikvdtu. Ze zkouSenych variant byly stonky nejlépe
zaschlé na varianté oSetiené pyraflufenen-ethylem v kombinaci s karfentrazon-ethylem (78 %).
Nejhorsi bylo zasychani stonkti na varianté s hnojivem DAM v kombinaci s praskovou sirou
(52 %), kys. pelargonové (57 %), dicamby (57 %) a bromoxynilu (58 %). U téchto variant nebyl
pritkazny rozdil ve srovnani s neoSetienou kontrolou. Vysledky uvadi tabulka 7.

V zasychani hlavek nebyly v roce 2019 zjistény pritkazné rozdily mezi oSetfenymi variantami
a neoSetfenou kontrolou. V roce 2020 bylo zasychani hlavek pomalejsi a byly zde vétsi rozdily.
Prikazné zlepSeni oproti neoSetfené kontrole vykazovaly varianty s dikvdatem, kombinace
pyraflufen-ethylu a karfentrazon-ethylu a glyfosat v kombinaci s hnojivem DAM. Vysledky
uvadi tabulky 8 a 9.
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Tabulka 6: Zasychdani stonkii v roce 2019

Varianta/i¢inna latka Termin aplikace Stonky (% mrtvych/hnédych/suchych pletiv)

Datum hodnoceni v roce 2019: 17.6. 20.6. 24.6. 28.6. -
1{Kontrola bez o$etieni - 25 a 28 a 32 a 56 a - -
2|Dikvat B 23 a 28 a 37 ab 99 b - -
3|Pyraflufen-ethyl + smacedlo + DAM A 25 a 37 a 50 ab 80 ab - -
4|Pyraflufen-ethyl + fluroxypyr + sméaéedlo + DAM A 23 a 27 a 37 ab 55 a - -
5|Karfentrazon-ethyl + smacedlo + DAM A 25 a 32 a 40 ab 63 a - -
6|Karfentrazon-ethyl + lepidlo + fungicid + DAM A 25 a 35 a 38 ab 66 a - -
7|Pyraflufen-ethyl + karfentrazon-ethyl + sm. + DAM A 25 a 33 a 43 ab 67 a - -
8|Flumioxazin + smacedlo + DAM A 25 a 35 a 45 ab 68 a - -
9|Glyfosat A 25 a 30 a 47 ab 75 ab - -

10|Bromoxynil + lepidlo + fungicid + DAM A 25 a 38 a 55 ab 83 ab - -
11|Kys. pelargonova + sméacedlo + DAM A 25 a 43 a 57 b 76 ab - -
12|DAM 1:1 + sméacedlo B 25 a 40 a 43 ab 65 a - -

* pismenné indexy zndazornuji statistické rozdily na hladiné o. 0,05

Tabulka 7: Zasychdni stonku v roce 2020

Varianta/u¢inna latka Termin aplikace Stonky (% mrtvych/hnédych/suchych pletiv)

Datum hodnoceni v roce 2020: 3.9. 8.9. 10.9. 14.9. 16.9.
1|{Kontrola bez osetieni - 15 a 32 a 40 abc 43 a 40 a
2|Dikvat B 13 a 30 a 33 a 75 ef 82 de
3|Pyraflufen-ethyl + sméacedlo + DAM A 13 a 32 a 40 abc 57 abcd 60 bc
4|Pyraflufen-ethyl + sméacedlo + DAM 100 1 A 17 a 35 a 48 bc 60 abcde 60 bc
5|Pyraflufen-ethyl + karfentrazon-ethyl + sm. + DAM A 17 a 30 a 52 c 73 def 78 cde
6|Pyraflufen-ethyl + ethephon + smacedlo + DAM A 17 a 33 a 47 bc 63 bcde 68 bed
7|Pyraflufen-ethyl + kys. pelargonova + sm. + DAM A 12 a 33 a 43 abc 57 abcd 62 bc
8|Karfentrazon-ethyl + sméacedlo + DAM A 15 a 35 a 43 abc 60 abcde 65 bed
9|Glyfosat + DAM A 13 a 33 a 40 abc 67 cdef 69 bede

10|Flumioxazin + smacedlo + DAM A 17 a 37 a 42 abc 67 cdef 68 bed
11[{Bromoxynil + lepidlo + fungicid + DAM A 13 a 33 a 38 ab 58 abcde 58 ab
12[Kys. pelargonova + smacedlo + DAM A 17 a 37 a 42 abc 62 bcde 57 ab
13|DAM 1:1 + smacedlo B 15 a 30 a 37 ab 63 bcde 68 bed
14|Dicamba + smacedlo + DAM A 17 a 37 a 42 abc 52 abc 57 ab
15|Dikvat + smacedlo + DAM B 17 a 32 a 42 abc 82 f 87 e
16|DAM 1:1 + smacedlo + sira + ethanol B 15 a 35 a 40 abc 47 ab 52 ab

* pismenné indexy znazornuji statistické rozdily na hladiné o 0,05

Tabulka 8: Zasychani hlavek v roce 2019

Varianta/i¢inna latka Termin aplikace Hlavky (% mrtvych/hnédych/suchych pletiv)

Datum hodnoceni v roce 2019: 17.6. 20.6. 24.6. 28.6. -
1[Kontrola bez o$etieni - 85 a 87 a 94 abc 97 abc - -
2|Dikvat B 83 a 85 a 94 abc 100 b - B
3|Pyraflufen-ethyl + smacedlo + DAM A 85 a 88 a 91 ab 99 ab - -
4|Pyraflufen-ethyl + fluroxypyr + smacedlo + DAM A 85 a 87 a 96 abc 95 ac - -
5|Karfentrazon-ethyl + smacedlo + DAM A 85 a 90 a 90 a 98 abc - -
6|Karfentrazon-ethyl + lepidlo + fungicid + DAM A 83 a 85 a 94 abc 99 ab - -
7|Pyraflufen-ethyl + karfentrazon-ethyl + sm. + DAM A 85 a 87 a 94 abc 99 ab - -
8|Flumioxazin + sméacedlo + DAM A 85 a 88 a 97 abc 99 ab - -
9|Glyfosat A 85 a 87 a 97 bc 99 ab - -

10{Bromoxynil + lepidlo + fungicid + DAM A 85 a 87 a 96 abc 99 ab - -
11[Kys. pelargonova + smacedlo + DAM A 85 a 92 a 98 9 99 ab - -
12|DAM 1:1 + smacedlo B 85 a 87 a 93 abc 94 c - -

* pismenné indexy zndzornuji statistické rozdily na hladiné a 0,05

Tabulka 9: Zasychani hlavek v roce 2020

Varianta Termin aplikace Hlavky (% mrtvych/hnédych/suchych pletiv)

Datum hodnoceni v roce 2020: 3.9. 8.9. 10.9. 14.9. 16.9.
1|Kontrola bez oSetieni - 30 a 62 abc 72 abc 80 a 83 ab
2|Dikvat B 32 a 55 ab 60 a 94 ab 96 d
3|Pyraflufen-ethyl + smacedlo + DAM A 30 a 60 abc 72 abc 85 ab 91 bed
4|Pyraflufen-ethyl + sméacedlo + DAM 100 1 A 33 a 75 c 81 bc 93 ab 93 bed
5|Pyraflufen-ethyl + karfentrazon-ethyl + sm. + DAM A 32 a 70 bc 86 c 94 ab 94 cd
6|Pyraflufen-ethyl + ethephon + smac¢edlo + DAM A 28 a 70 bc 77 abc 92 ab 92 bed
7|Pyraflufen-ethyl + kys. pelargonové + sm. + DAM A 28 a 67 bc 74 abc 87 ab 88 abcd
8|Karfentrazon-ethyl + sméacedlo + DAM A 32 a 62 abc 72 abc 89 ab 90 bed
9|Glyfosat + DAM A 32 a 67 bc 73 abc 92 ab 93 cd

10[Flumioxazin + smac¢edlo + DAM A 23 a 63 bc 77 abc 86 ab 87 abcd
11[{Bromoxynil + lepidlo + fungicid + DAM A 27 a 58 ab 67 ab 82 ab 80 a

12[Kys. pelargonova + smacedlo + DAM A 33 a 67 bc 80 bc 90 ab 90 bed
13|DAM 1:1 + smécedlo B 30 a 47 a 60 a 88 ab 91 bed
14|Dicamba + sméacedlo + DAM A 30 a 57 ab 67 ab 82 ab 85 abc
15|Dikvét + smacedlo + DAM B 25 a 55 ab 67 ab 91 b 96 d

16[DAM 1:1 + smécedlo + sira + ethanol B 28 a 55 ab 63 ab 83 b 88 abcd

* pismenné indexy zndazornuji statistické rozdily na hladiné o 0,05
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Obrustani

Obrtstani bylo u jetele lu¢niho velkym problémem. V roce 2019 bylo pocasi v dobé dozravani
jetele velmi suché a v terminu prvni aplikace jetel neobristal (pokryvnost obrostu byla 0 %).
Obrastat porost zacal az v pribéhu desikace (po desti) a pied sklizni semen byla pokryvnost
nove obrostlého zelen¢ho porostu az 60 %. Obrost byl nizsi nez sklizeny desikovany porost a
dosahoval vysky 10 cm. Intenzita obrustani se statisticky neliSila na hodnocenych variantach.
V roce 2020 probihalo intenzivni obrustani v priabéhu celého dozravani a porost byl kviili tomu
znaén¢ nevyrovnany. Obrost byl vysoky a ¢asto prevySoval starsi stonky s dozralymi hlavkami,
které znacné poléhaly. V dobé prvni aplikace se pokryvnost mladého zeleného obrostu
pohybovala od 30 do 70 %, v dob¢ sklizn¢ pak byla pokryvnost obrostu na neosetfené kontrole
95 %. Nejnizsi listova plocha mladého zeleného obrostu byla na variantach karfentrazon-
ethylem (13 az 16 %), s glyfosdtem (40 %), dikvatem (20 az 47 %) a u kombinace pyraflufen-
ethylu s ethephonem (50 %).

Utinnost na plevele

Byla hodnocena ufinnost na nejvyznamnéjsi plevele zastoupené v porostu, tj. merliky a
ojedinéle také lociku (v roce 2019), a knotovku bilou a jitrocel kopinaty (v roce 2020).

Na merliky pusobil dikvat, pyraflufen-ethyl a pyraflufen-ethyl v kombinaci s fluroxypyrem.
Tato kombinace ucinkovala také na lociku. Na knotovku nejlépe Ucinkoval dikvat a pomérné
dobra Gginnost byla i u variant s pyraflufen-ethylem. Uginnost na jitrocel byla s vyjimkou
variant oSetfenych dikvatem nizka.

Vymnosy a vlhkost sklizené hmoty

Primérny vynos v roce 2019 byl 298 kg/ha osiva. V roce 2020 byly vynosy nizsi a primérny
vynos byl 265 kg/ha. Mezi hodnocenymi variantami nebyly ve vynosu semen zjiStény prukazné
rozdily. V roce 2019 nebyla v pribéhu sklizné métena vlhkost osiva, ale celkové byla vlhkost
osiva dobra (sklizené osivo nebylo po sklizni potieba dosouset). V roce 2020 byla vlhkost osiva
meéifena v pribéhu sklizn€. Vlhkost sklizeného osiva byla znacné vysoka a dosouseni bylo
potieba u vSech variant vcetné¢ dikvatu. Podilelo se na tom jednak vlhké pocasi, vyssi
zapleveleni porostii zejména knotovkou a silné obristani porostii. Do kombajnu se dostavalo
hodné zelené hmoty a vlhkost u mnoha variant ptekraCovala 20 %. Nejnizsi vlhkost mély
varianty oSetiené dikvatem. Nejhlife na tom byla neoSetfend kontrola a varianta oSetfena
dicambou. Mezi zjisténymi vlihkostmi nebyly statisticky prikazné rozdily. Vlhkost sklizené
hmoty a vynosy jsou uvedeny v tabulce 10.

Tabulka 10: Vynos osiva a vihkost sklizené hmoty

Rok | 2019 2020
Varianta/u¢inna latka Vynos v kg/ha |Utinna litka Vynos v kg/ha | Vlhkost v %
1|Kontrola bez oetfeni 277 a Kontrola bez o3etfeni 277 a 25 a
2|Dikvat 309 a_ |Dikvat 314 a 15 a
3|Pyraflufen-ethyl + smagedlo + DAM 242 a  |Pyraflufen-ethyl + sméagedlo + DAM 291 a 19 a
4|Pyraflufen-ethyl + fluroxypyr + smacedlo + DAM 358 a  |Pyraflufen-ethyl + smacedlo + DAM 100 | 256 a 18 a
5|Karfentrazon-ethyl + smacedlo + DAM 314 a__ |Pyraflufen-ethyl + karfentrazon-ethyl + sm. + DAM 254 a 16 a
6|Karfentrazon-ethyl + lepidlo + fungicid + DAM 287 a__ |Pyraflufen-ethyl + ethephon + smagedlo + DAM 230 a 22 a
7|Pyraflufen-ethyl + karfentrazon-ethyl + sm. + DAM 291 a  [Pyraflufen-ethyl + kys. pelargonové + sm. + DAM 189 a 19 a
8|Flumioxazin + sméaéedlo + DAM 312 a  |Karfentrazon-ethyl + smacedlo + DAM 329 a 18 a
9|Glyfosat 306 a_ [Glyfosat + DAM 275 a 17 a
10{Bromoxynil + lepidlo + fungicid + DAM 313 a Flumioxazin + smadedlo + DAM 269 a 18 a
11|Kys. pelargonové + sméaéedlo + DAM 358 a_|Bromoxynil + lepidlo + fungicid + DAM 229 a 24 a
12|DAM 1:1 + smacedlo 212 a  [Kys. pelargonové + smagedlo + DAM 210 a 22 a
13 - - - DAM 1:1 + smécedlo 254 a 22 a
14 - - - Dicamba + smacdedlo + DAM 254 a 28 a
15 - - - Dikvat + sméacedlo + DAM 303 a 16 a
16 - DAM 1:1 + smacedlo + sira + ethanol 302 a 22 a

* pismenné indexy zndazornuji statistické rozdily na hladiné o 0,05
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Diskuze

V roce 2019 byl ptiznivy vliv u vétSiny ucinnych latek méné prikazny nez v roce 2020. Ve
srovnani s dikvdatem byl nastup t¢inku zkoumanych latek cca o tyden pomalejsi. McNaughten
et al. (2015) srovnavali G¢inky pasobeni dikvdtu, karfentrazonu a flumioxazinu na dozravani
jedlych fazoli. Podobné jako v nasi praci tu dikvadt, karfentrazon i flumioxazin urychlovaly
dozravani a zasychani rostlin oproti neosetiené kontrole. Také v této praci bylo zasychani listl
a plodii rychlejsi nez zasychani stonkt. Nejvyssi desikacni ucinek mél podobné jako v nasich
pokusech dikvdt. Dobie ucinkoval také flumioxazin. Karfentrazon mél oproti flumioxazinu nizsi
ucinnost. V nasSich pokusech se rozdily v ti€innosti u téchto dvou latek u jetelovin nepotvrdily,
ale varianty s karfnetrazon-ethylem dopadly celkové 1épe, protoZe na nich bylo nizsi obrustani
rostlin, zejména pak v roce 2020.

Uginnost glyfosdtu, dikvatu, karfentrazon-ethylu a flumioxazinu u jedlé fazole ve své praci
sledovali Soltani et al. (2013). Zjistili, ze u¢innost glyfosdtu, je pomérné nizka a srovnatelna
s kontrolou. V nasich pokusech s jetelem lu¢nim nebyla G¢innost glyfosdtu vyznamné nizsi nez
u ostatnich zkoumanych latek. Celkové patiil spiSe k u€innéjSim variantam, ale jeho t¢innost
byla nizs§i nez u dikvatu. Nizsi ucinnost glyfosdtu oproti dikvdtu u soje uvadi Ergin a Kaya
(2020). Ve srovnani s kontrolou vSak glyfosat urychloval sklizen soje. Kirk et al. (2017) dospéli
k tomu, Ze dikvdt snizuje vlhkost rostlin jetele luéniho rychleji nez glyfosdt. Po aplikaci
glyfosatu nebyl po 15 dnech od aplikace prukazny rozdil ve srovnani s neoSetienou kontrolou.
To v nasi praci platilo pouze v roce 2019. V roce 2020, kdy byl porost pii aplikaci zelenéjsi a
zasychani rostlin na neosetfené kontrole bylo velmi pomalé, bylo zasychani rostlin oSetfenych
glyfosatem prikazné lepSi nez na kontrole. Glyfosat 1épe ucinkoval na mladsi intenzivné
rostouci rostliny (¢asti rostlin).

Zajimavé bylo srovnani G¢innosti varianty s hnojivem DAM (200 I/ha) 1:1 s vodou a varianty,
kde byla k hnojivu DAM piidavana praskova sira. Tato varianta byla zkouSena pouze v roce
2020, ale vysledky naznacuji, ze praSkova sira nezvysuje desikacni u¢innost hnojiva DAM, ale
naopak ji snizuje. Navic pouziti praSkové siry ma sva technicka uskali, nebot’ praskova sira neni
rozpustna ani ve vodé ani v ethanolu a v pouzitém mnozstvi (2 kg/ha) siln€ zanasi trysky
postiikovace.

Zavér

Osetfeni zkousenymi piipravky mélo ptriznivy vliv na zasychani rostlin, zejména pokud porost
silné obristal a zmlazoval. Rozdily ve vysledcich z let 2019 a 2020 naznacuji, ze zkouSené
piipravky maji vétsi vliv na mlady (nebo zmlazeny) porost nez na starnouci a zasychajici
rostliny. U vSech zkouSenych variant bylo ve srovnani s dikvatem zasychani rostlin pomalejsi
a desika¢ni Gc¢inek se u nich zac¢inal projevovat az asi S tydennim zpozdénim. Vyznamnym
faktorem bylo nejen zasychani jetelovin, ale také plevelt. Z tohoto hlediska se jevi jako
nejperspektivnéjsi G¢inna latka pyraflufen-ethyl, ktera pomérné dobie ucinkovala na pfitomné
plevele, zejména na merliky a knotovku bilou. Pfidani praSkové siry k tekutému hnojivu DAM
nezvySovalo poskozeni rostlin.
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