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ABSTRAKT
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ktery vyrazné ohrozuje zemédélskou produkci. Slechténi novych odriid je¢mene se
proto stale vice zaméfuje na zvySovani urovné odolnosti k abiotickému stresu, zvlaste
k suchu, za soucasného udrzeni dobrého zdravotniho stavu a odpovidajiciho vynosu a
kvality zrna. Cilem prace bylo ovétit hypotézu, Ze syrska odrida Tadmor adaptovana na
podminky extrémniho sucha by mohla byt vyuZita jako zdroj vy$si odolnosti k suchu,
pfi Slechténi jarnich je¢meni. Hodnoceni bylo provedeno u linii F5 generace
vytvofenych z reciprokého kiizeni mezi odridou Tadmor a sladovnickou odradou
Jersey. Linie byly péstované na dvou lokalitach, v Brné a v Zabéicich, a po sklizni byly
vyhodnoceny vybrané parametry vynosu (HTS, podil zrna nad sitem 2,0 mm, vynos
zrna na rostlinu) a kvality (obsah dusikatych latek a §krobu). Vlivem nedostatku srazek
na lokalité Zab¢ice doslo ke snizeni vynosotvornych parametrii, pfedeviim u HTS a
podilu zrna nad sitem 2,0 mm. Z hlediska téchto parametri se jako lepsi jevily linie,
které mély odolnéjsi odridu Tadmor jako matku. Z hlediska kvalitativnich parametri
bylo zjiiténo, Ze zrno sklizené na su$si lokalitdé Zab&ice vykazovalo vy$si obsah
dusikatych latek a méné Skrobu nez zrno sklizené na lokalit¢ v Brng. Statisticky
prikazny vliv genotypu vsak byl zjistén jen pro obsah dusikatych latek. U vybranych
linii byla v nezavislém experimentu vyhodnocena urovenl reakce na osmoticky stres
pomoci stanoveni 0smotického potencidlu a koncentrace osmoticky aktivni latky
prolinu. Linie, které mély odridu Tadmor jako matku, vykazovaly ve stresovych
podminkach vyssi hodnoty osmotického potencidlu (zaporngjsi). Byl zjistén silny vztah
mezi hodnotami osmotického potencialu a obsahu prolinu. V polnich podminkach bylo
provedeno hodnoceni urovné tolerance K padli travnimu a mezi jednotlivymi liniemi
byly pozorovany viditelné rozdily ve stupni napadeni. Molekularnimi analyzami
zamétenymi na detekcei alel genu mlo byla u vybranych linii s nizkym stupném napadeni
potvrzena piitomnost alely mlo9. Po vyhodnoceni vsech sledovanych parametrt, dobré
reakce rostlin na fyziologické sucho a detekce pfitomnosti genu rezistence byly vybrany

dv¢ linie, které by mohly byt doporuceny pro dalsi vyuziti ve Slechténi jeCmene.

Kli¢ova slova: abioticky stres, dusikaté latky, skrob, gen mlo, osmoticky potencial



ABSTRACT

Drought is considered as one of the most important abiotic stress factor, which can
cause a severe impact on agriculture. The development of new cultivars of barley is
therefore more focused on improving of abiotic stress tolerance to drought, as well as on
maintaining of good health status, appropriate yield levels and quality parameters. This
work was aimed at evaluation of barley cv. Tadmor, which is specifically adapted to
drought and can be potentially used as a source of drought tolerance in barley breeding
programmes. F5 generation lines derived from reciprocal crosses between cv. Tadmor
and cv. Jersey (advanced European spring malting barley) together with parent cultivars
were cultivated at two sites (Brno, Zab&ice). The assessment was aimed at traits
associated with yield (thousand grain weight — TGW, percentage of sieving fraction
over 2.0 mm, grain yield per plant) and quality (protein and starch content). The effect
of water-limited conditions at Zabgice site was demonstrated particularly in the TGW
and the percentage of sieving fraction over 2.0 mm, while the lines from Tadmor X
Jersey cross sustained the stress significantly better than those from Jersey x Tadmor
cross. The lines grown in Zabéice reached in average a higher level of protein content
and a lower level of starch content. The significant effect of genotype was detected only
in protein content and was non-significant for starch. The reaction of selected lines on
osmotic stress was studied in and independent experiment under controlled conditions.
The plant stress reaction was evaluated according to changes in osmotic potential in
leaves and accumulation of proline. Lines with Tadmor as a female parent showed
higher values of osmotic potential in comparison with those derived from the reciprocal
cross. The increase in osmotic potential under stress was strongly associated with the
content of proline. The last part was focused on evaluation of susceptibility to powdery
mildew caused by Blumeria graminis. The symptoms of powdery mildew on
experimental lines were assessed in field and the lines, which were classified as
resistant/susceptible, were further analysed for the presence of mlo allele. According to
the results all resistant lines carried mlo9. With regard to all evaluated parameters,
positive reaction on physiological drought stress and genetically controlled resistance

against powdery mildew two lines can be recommended for further work.

Keywords: abiotic stress, protein, starch content, gene mlo, osmotic potential
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1 UVOD

wewvr

které vyrazné ohrozuje zemédélskou produkci. Casté vyskyty déletrvajiciho obdobi
sucha, jsou doprovazeny vysokymi dennimi teplotami a minimalnimi de$tovymi
srazkami.

Tolerance rostlin k abiotickym stresim je geneticky zaloZena. Rostliny reaguji na
abioticky stres indukci signalnich kaskad, které vedou k expresi specifickych
ochrannych genil a sestaveni celkového obranné reakce (Fraire-Veldzquez et al., 2011,
Teulat et al., 2002).

Padli travni patfi v Evropé i v Ceské republice k jednomu z nejroziitendjsich
patogeni (Jorgensen, 1994). Plivodcem padli je¢mene je vieckovytrusnd houba
Blumeria graminis f. sp. hordei (Bgh) (Kusch et al., 2014). Odolnost je¢émene vuci padli
je podminéna Sesti zakladnimi typy rezistence. Nejvyuzivangj$im typem rezistence je
rasové nespecificka rezistence determinovana genem mlo a rasové specificka rezistence
determinovana genem mla (Jorgensen et al., 1993).

V soucasné dobé se Slechténi novych odrid je¢mene stile vice zaméfuje na
zvySovani trovné odolnosti k abiotickému stresu, zvIasté suchu za soucasné¢ho udrzeni
dobrého zdravotniho stavu a odpovidajiciho vynosu a kvality zrna. Genové zdroje vyssi
odolnosti k suchu jsou hledany vramci genotyptu adaptovanych na podminky

intenzivniho sucha. Tato adaptace Casto vychazi z mista plivodu genotypu.
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LITERARNI PREHLED

2.1 Fyziologie stresu

2.1.1 Definice stresu a klasifikace abiotickych stresoru

Stres byl definovan, jako nepfiznivy stav, ktery ovliviiuje nebo blokuje rostlinny

metabolismus, rist a vyvoj (Kranner et al., 2010). Pasobenim stresového faktoru

dochazi k naruSeni vnitini homeostaze rostliny a rostlina reaguje aktivaci mechanismi

na molekularni, biochemické, fyziologické a morfologické urovni (Pérez-Clemente et

al., 2013).

Klasifikace abiotickych stresorii (Kidela et al., 2013):

1)

2)

Podle povahy stresori
a) Fyzikalni
- nedostatek nebo nadbytek zateni,
- vysoka nebo nizka teplota,
- mechanické ucinky vétru a téles.
b) Chemické
- nedostatek nebo nadbytek vody a zivin,
- nedostatek kysliku,
- nadbytek iontd,
- toxické plyny, latky a pesticidy.
Podle ptivodu ¢i mista vyskytu stresorti
a) Kosmické
- slune¢ni zéafeni (fotosynteticky aktivni ¢i viditelné, ultrafialové,
infracervene).
b) Atmosférické
- toxické plyny a zne€iSténiny v ovzdusi.
d) Hydrosférické
- voda Vv ovzdusi a pud¢, zavlahova voda.
d) Pedosférické

- soli, ionty, koncentrace vodikovych iontii (pH) v pade.



2.1.2 Reakce rostlin na abioticky stres

Rostliny reaguji na abioticky stres indukci signalnich kaskad, jako je aktivace
iontovych kanalt, kinaz, produkce reaktivnich kyslikovych radikald (ROS), hromadéni
hormont, jako je kyselina salicylova (SA), etylén (AND), kyselina jasmonova (JA) a
kyselina abscisova (ABA). Tyto signaly nakonec indukuji expresi specifickych
obrannych gent, které vedou k sestaveni celkové obranné reakce (Fraire-Velazquez et

al., 2011).

High salinity/ Water-deficit stress Chilling, cold stress

Signal perception
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Obr. 1 Reakce rostlin na stres zpiisobeny zasolenim, suchem a chladem (Ciarmiello et

al., 2011).

2.1.3 Stres z nedostatku vody

Nedostatek vody vyrazné snizuje produktivitu a vynos rostlin. Uginky sucha maji
vliv na rast, fenologii, pfijem vody a Zivin, fotosyntézu, asimilaci a dychani rostlin
(Farooq et al., 2009). Ptirozené adaptaéni mechanismy kulturnich plodin nejsou

pokazdé schopny dostatecné rychle reagovat na ménici se klimatické podminky. Vybér
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a péstovani odolnych genotypt se jevi jako jedind moznost jak udrzet a pripadné zlepsit
kvalitu produkce v podminkach vlahového deficitu (Teulat et al., 2002).

Voda je hlavni slozkou zivych bun¢k, v kterych zaujima 80 — 95 % z celkové hmoty
pletiv. Nejméné vody obsahuji zrala semena, a to 5 — 15 %. Pokud obsah vody v listech
poklesne pod 60 %, dochazi zpravidla k nevratnému poskozeni pletiv a k odumieni
organti (Masaroviova et al., 2002; Setlik etl al., 2004).

Stres z nedostatku vody vznika v dasledku vodniho deficitu. Na arovni rostlin nebo
bunék je vodni deficit chapan jako stav, kdy je obsah vody niz§i nez pii maximalnim
nasyceni. Dalsi pfi¢inou vodniho deficitu mize byt i to, Ze vodni potencial pudy je nizsi
nez vodni potencidl listl a rychlost transpirace je vyssi nez ptijem vody. Vodni deficit
vede ke ztrat€ turgoru a projevuje se zastavenim ristu a vadnutim (Lustinec et al., 2003;
Pavlova et al., 2005). Nejcitlivéjsi reakce na nedostatek vody je zjistovana u dlouzivého
rustu bunck postizenych organd. Rychlost ristu je od jisté prahové hodnoty linearné
zavisla na turgorovém tlaku. Ke zpomaleni riistu dochazi jiz pii velmi malé ztrat¢ vody,
kdy turgor klesne o 0,1 az 0,2 MPa. Zastaveni rlstu nastdva pii sniZeni turgoru na
prahovou hodnotu pro rust, ktera lezi mezi 0,3 az 0,4 MPa. K zastaveni rastu dochazi
mnohem diive, nez ke zjevnému vadnuti listi ¢i k ovlivnéni hlavnich metabolickych
procesti véetn¢ fotosyntézy (Prochézka et al., 1998). V dusledku toho se v rostling
hromadi rGzné nevyuzité osmolyty, jako jsou antioxidanty, aminokyseliny, sacharidy a
anorganické ionty (Showler et al., 2013).

Pfi dalSim poklesu vodniho potencidlu dochdzi k zvySeni koncentrace kyseliny
abscisové (ABA). Biosyntéza ABA se zvySuje v zavislosti na deficitu vody. ABA se
hromadi ve vSech rostlinnych organech, jako jsou listy a kofeny (Bray et al., 2007,
Vlasakova et al., 2011). Bylo prokazano, ze ABA reguluje rist a vyvoj rostlin, véetné
dozravani embrya, dormance semen, kliceni, déleni bunék, a reaguje na vlivy okolniho
prostiedi, jako je sucho, zasoleni, chlad, napadeni patogeny a UV zateni (Finkelstein et
al., 2013). Zvysenim koncentrace ABA v listech dochazi k uzavirani priducht.. Zmeéna
Vv otevienosti priaduchii vede ke sniZeni rychlosti vymény plynt, a tim se omezi ztraty
vody transpiraci a zaroven Se ovlivni rychlost fotosyntézy (Brodribb et al., 2013; Leung
etal., 2012).

Pii poklesu vodniho potencidlu k hodnotdm okolo -1,0 Mpa dochazi k tvorbé
aminokyseliny prolinu (Prochazka et al., 1998). Prolin muze slouzit jako signalni

molekula k modulaci mitochondrialnich funkci, ovliviiuje bunécnou proliferaci nebo
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smrt bunék a muze také vyvolat specifickou genovou expresi (Anjum et al., 2011).
Prolin piasobi jako osmolyticka latka a spolu s aktivnimi formami kysliku (ROS —
Reactive Oxygen Species) stabilizuje strukturu proteind, a tim chrani bunky pied
poskozenim zptisobené stresem (Krasensky et al., 2012; Szabados et al., 2009).

Jestlize se i nadale snizuje vodni potencial listi (od -1,0 do -2,0 MPa), dochazi
k vaznym metabolickym zménam. Rychlost fotosyntézy klesa na nulu a zpomaluji se
transportni procesy v bunkach (Prochazka et al., 1998). Pomérné malo citlivy k
vodnimu deficitu je dalkovy transport latek. I pii vysokych hodnotach vodniho deficitu
muze rostlina mobilizovat rezervy organickych latek ve starSich orgénech a pfemistit je
do mladsich, ptfedevSim generativnich organti, a tim urychlovat reprodukéni procesy
(Lustinec et al., 2003).

Pokud v pokrocilé fazi vodniho stresu dojde k doplnéni chybéjici vody, vSechny
bunécné funkce se postupné vraceji do normalniho stavu, i kdyz navrat neni okamzity
(Prochézka et al, 1998) a pii dlouhodob¢jsim pisobeni sucha miize dojit az k odumfeni

rostliny (Gloser et al., 1995).

Reakce rostlin na vodni stres mohou byt klasifikovany nasledujicim zptisobem (AKinci

etal., 2012):

I. kratkodobé zmény souvisejici prevazné s fyziologickymi reakcemi, jako je
uzavirani praduchd,
Il. aklimatizace v podob¢ urc¢ité akumulace vody (iprava osmotického potencialu a
morfologické zmény),
I1l. adaptace na vodni stresové podminky (propracované fyziologické mechanismy,

zejména pak zmény v anatomii).

2.14 Mechanismy adaptace na vodni stres

Rostliny v podminkach vodniho stresu optimalizuji svou morfologii a fyziologii s
cilem maximalizovat produktivitu. Reakce rostlin na vodni stres se vyrazné lisi v
zavislosti na intenzité a dobé trvani stresu, jakozto i podle druhti rostlin a jejich

vyvojového stadia (Lisar et al., 2012).
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Shabala et al. (2012) popsal Ctyii strategie rostlin souvisejici se stresem suchem:

e 1nik pfed suchem, a to tak, ze se rostlina dokdze vyhnout suchu absolvovanim
zivotnich cyklti pfed nastupem suchého obdobi, neboli takzvana avoidance
(Kettnerova et al., 2012),

e omezeni dehydratace, kterd se déje na zaklad¢ schopnosti pletiva udrzovat
hydrataci, nebo na zaklad¢ tolerance k suchu, ktera je dana vysokym vodnim
potencialem a vyssim piijem vody kofeny,

e tolerance dehydratace, coz je schopnost normaln¢ fungovat pii dehydrataci nebo
na zakladé¢ tolerance k suchu pfi nizkém vodnim potencidlu,

e u nékterych rostlin se vyskytuje specifickd schopnost ptfezit uplné vysuSeni
pletiv, jako napiiklad u rostliny Craterostigma plantagineum (Bartels et al.,
2001).

Tyto mechanismy odolnosti vic¢i suchu se méni se zemépisnou oblasti v zavislosti na

pudnich a klimatickych podminkach (Shabala et al., 2012).

Avoidance

Strategie uniku pied suchem je charakteristickd rychlym fenologickym vyvojem,
vyvojovou plasticitou a prodlouzenim dormance (Yue et al., 2006). Nekteré rostlinné
druhy dokéazou pteckat neptiznivé obdobi sucha ve formé¢ podzemniho ptezivajiciho organu
a vyhnout se tak poskozeni v dusledku sucha. Tyto hlizy a bulvy maji velkou zasobni
kapacitu vody (Nilsen et al., 1996). Vytrvalé druhy vyuzivaji vyvojové plasticity, aby se
vyhnuly obdobi s nedostatkem vody. Jde 0 opad list béhem sucha, ktery je znam naptiklad
z mediterannich a poustnich oblasti. Listy se vyvinou v zimé, kdy je relativné vysoka
dostupnost vody, a tim, jak ke konci jara a v 1été€ se snizuje mnozstvi dostupné vody, tak

vétsina listd odpadne. Druhy opadavé za sucha pieziji periodu vodniho stresu v dormantnim

stadiu (Kettnerova et al., 2012).

Omezeni dehydratace

Je definovdno jako schopnost rostliny udrzet vysokou uroven hydratace pletiv v

podminkach stresu suchem, a to zvySenim pfijmu vody kofeny nebo sniZzenim vydeje

13



(Smutna et al., 2013). Pfi nedostatku vody rostlina uzaviranim praducht sniZuje
transpiraci, coz ji umoziuje docasné tolerovat nepiiznivé podminky (Fojti et al., 2013).
Mechanismus otevirani a zavirani pruducht je ovlivnén pfijmem vody do svéracich
bunék, ktery zptsobi zmény v turgoru bunck (Prochézka et al., 2006). Je-1i vypar vody
ptilis silny, turgor svéracich bunék klesa a dochazi k jejich ochabovani a zplosténi, coz
ma za nasledek uzavirdni priduchové Stérbiny. Stoupa-li turgor, svéraci bunky se
napinaji a dochazi k otevirani priaduchu (Penny et al., 1974; Outlaw et al., 1979).
Uzavirdnim praduchi muize byt transpirace regulovana jen kratkodobé¢, dlouhodobé;i
omezenim rustu (Smutna et al., 2013). Dalsi strategii jak omezit dehydrataci je zvysit
ptijem vody koteny. U soje bylo zjiSténo, Ze na stres suchem reaguje zvysenim relativni
rychlosti riistu kofent a tim 1 vy$§im pfijmem vody. Delsi kofenovy systém umoziuje
rostlinam absorbovat vodu z hlubokych vrstev pudy (Ghosh et al., 2014; Yoshimura et
al., 2008). Nekteré druhy (napf. Brassica napus L.) maji systémy jak doplnit deficit
vody, a to vyvinutymi kofenovymi mechanismy, které dokazou lepé Cerpat vodu do
vakuol (Mohammadi et al., 2012).

Tolerance dehydratace

V  podminkach silného stresu souvisi se schopnosti udrzet turgor lepsi
osmoregulaci, nebo ochranit bunécné stény a membrany pied poskozenim akumulaci
ochrannych proteind, cukrti a antioxida¢nich latek (Smutna et al., 2013). Mezi ochranné
proteiny, které se akumuluji v rostlindch vystavenych stresu suchem, patii proteiny ze
skupiny LEA (Late Embryogenesis Abundant) a HSPs (heat-shock proteins) a také
aquaporiny, které se podileji na regulaci transportu vody (Hussain et al., 2011). U trav a
obilovin z celedi Gramineae existuje nékolik zprav o akumulaci sacharidd b&hem
ruznych abiotickych stresti, kdy dochazi k dlouhodobému ukladani sacharidi béhem
reprodukéniho vyvoje. Obiloviny reaguji na sucho spusténim metabolizmu ukladéni
rezerv do endospermu semen. Tento metabolizmus je piisné regulovan a ma primarni
roli v reakcich mezi cukry, ABA a drédhou giberelinu zodpovédnych za reakci na sucho
(Mohammadkhani et al., 2008). Dal§im ucinnym systémem ochrany je tvorba
antioxidantt,, které jsou rozdéleny do dvou skupin, a to na enzymatické a

neenzymatické latky. Tyto dvé skupiny zahrnuji fadu enzymi, jejichz rozdéleni je
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uvedeno v Obr. 2., ktery soucasn¢ popisuje reakci rostlin na stres suchem. Posilena
¢innost slozek antioxidacniho systému snizuje oxidacni poskozeni, rozviji a zlepSuje

toleranci k suchu, a je tudiz povazovana za Uéinny nastroj pii vyvoji rezistence a

adaptivnich vlastnosti rostlin (Hasanuzzaman et al., 2013; Yazdanpanah et al., 2011).

Drought
Stress

Excess ROS Production
(Oxidative stress)

Stress Tolerance

Obr. 2 Antioxidacni obranny systém rostlin vystavenych suchu indukovany oxidacnim
stresem (Hasanuzzaman et al., 2013)

Schopnost pieZit uplné vysuseni pletiv

Ve studii publikované Norwood et al. (2003) bylo zjisténo, ze kofenovy systém
rostliny Craterostigma plantagineum je schopen pfezivat vysuseni. Tato rostlina z
Celedi krti¢nikovitych roste v aridnich oblastech polopousti Afriky. Vysledky ukazaly,
ze kotfenovy systém rostliny je schopny pfezit vysuSeni, ale kratce po zavlazeni
kofenovy systém zestarne a odumie. AvSak uz dva tydny po nastupu rehydratace zac¢ne
rust uplné novy kotfenovy systém. Béhem dehydratace se v kotfenech akumuluje

sachardza ve vysoké koncentraci, coz ma vést k ochrané kotenového systému béhem
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vysuSeni. Hlavni metabolické zasoby Vv kofenech Craterostigma vsak tvori
oligosacharid stachyoza, coz je sacharidova rezerva pro syntézu sachardzy, a béhem
vysuseni jsou tyto zasoby metabolizovany. Zasoby stachyozy v kofenovém systému
jsou pravdépodobn¢ transportovany do jinych organt rostliny, aby se podpofil
sacharidovy metabolismus béhem vysuSeni pletiv. Pfi rehydrataci se zasoby stachyozy
vraceji na pavodni hladinu béhem 96 hod., zatimco zddné zmény zvySeného obsahu
sachardzy v kofenech v této dobé nenastavaji. Udrzovani vysokého obsahu sacharézy v

kofenech i po rehydrataci je moznou obrannou strategii proti naslednému vysuSeni

(Adamec et al., 2004).
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2.2 Vodni rezim rostlin

Voda tvoii 80 — 95 % hmotnosti rostlinnych pletiv a hraje dilezitou roli v rtstu
rostlin (Taiz et al., 1998). Rostliny vyzaduji vodu pro fadu fyziologickych procesi
(napt. syntéza sacharidli) a pro piidruzené fyzikalni funkce, napt. udrzovani turgoru

rostliny (Araya et al., 2007).

Hlavni funkce vody v rostlinach (Lustinec et al., 2003; McElrone et al., 2013):
e rozpousténi a distribuce anorganickych a organickych latek,
e podpora ristu rostlin,
e metabolickd surovina fotosyntézy,
e stavebni material buiiky, zvIasté ve vakuolach,

e prostiedek snizovani teploty transpirujicich organii.

Rostliny, které jsou schopné kratkodobé kompenzace zmény obsahu vody, mizeme
rozd¢lit na poikilohydrické a homoiohydrické. Poikilohydrické rostliny jsou rostliny,
které pii nedostatku vody zmenSuji sviij objem s minimalnim narusenim ultrastruktur
bunky (Kincl et al., 2000). Mezi né fadime sinice a n€které zelené fasy, ale i také
nékteré mechy z rodu Selaginella spp. a kapradiny (Ogburn et al., 2010; Prochazka et
al., 2006). Homoiohydrické rostliny jsou rostliny, jejichZ bunky maji velké centralni
vakuoly, které vlastné vytvareji v buiice zasoby vody pro kratkodobé vyrovnani kolisani

mezi piijmem a vydejem vody (Kincl et al., 2000).

2.2.1 Prijem a transport vody v rostliné

Piijem vody burikou

V rostlinné buiice jsou pfitomny soustavy riznych roztokli, které neustdle meéni
svou koncentraci, ale i povahu (pravé roztoky, koloidy, suspenze a emulze). VSechny
tyto roztoky jsou ve styku sbunéfnou sténou a membranami — plazmalemou a
tonoplastem (Prochazka et al., 2006). Bunécna sténa je vzdy pro roztoky propustna

(Nobel et al., 2012), naproti tomu membrany (plazmalema i tonoplast) jsou vzdy
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semipermeabilni. Jestlize pfi hospodateni s vodou (vodni bilanci) sehravaji rozhodujici
ulohu v bunééné sténé jeji koloidni vlastnosti, pak pro plazmalemu a tonoplast jsou
nejvyznamnéjsi osmotické jevy difize a osmodza (Prochazka et al., 2006). Difuze je
proces, pii kterém se molekuly kapaliny nebo plynu pohybuji z oblasti s vysokou
koncentraci do oblasti s niz§i koncentraci (Saupe et al., 2009). Tento proces je ucinny
pti transportu vody na kratké vzdalenosti (Prochazka et al., 1998). Osmoza je specidlni
druh diftize, kde je voda difuzni latkou. Je definovana jako pohyb vody z oblasti s
vysokou koncentraci vody, ale s nizkym obsahem rozpusténych latek do oblasti s nizsi

koncentraci vody, ale s vyssi koncentraci rozpusténych latek (Adams et al., 2014).

Vodni bilance

Vodni bilance je pomér mezi soucasnym piijmem a vydejem vody. Tento pomér je
rovny jedné, pokud rostlina ptijima tolik vody, kolik ji vyda. Vyrovnané vodni bilance
rostlina dosahuje jen v kratkych casovych intervalech v pribéhu dne, kdy neni pfilis
intenzivni transpirace a zaroveil jsou k dispozici dostate¢né zasoby fyziologicky
dostupné vody v pad¢ (Masarovicova et al., 2002).

Pfi negativni vodni bilanci, kdy je vydej vody vyssi nez piijem, vznikd vodni
deficit. Stupenn vodniho deficitu, pii kterém jsou rostliny jest¢ schopny dosahnout
plného nasyceni bez poskozeni, se oznacuje jako kriticky vodni deficit. Deficit, u
kterého jsou zjevné prvni pfiznaky poSkozeni, je oznaCovan jako subletdlni deficit a
stupen, pii kterém jiz rostlina neni schopna se dosytit na piivodni hmotnost, se oznacuje
jako letalni deficit (Prochazka et al., 2006). Projevem vodniho deficitu je vadnuti
rostlin, pokles turgoru, snizeni vodniho potencialu listd, niz$i rychlost rdstu, snizeni
vodivosti pruduchii a nizsi obsah chlorofylu (Imahori et al., 2014; Hunter et al., 2011).
Spodni listy, které obsahuji nejvice vody, postupné Zloutnou a usychaji. Voda ze
spodnich listl je odsavana hornimi listy, které maji tim menSi hodnotu vodniho
potencialu, ¢im vySe jsou na rostliné postaveny. Mezi prvni symptomy nedostatku vody
patii 1 zpomaleni aZ zastaveni dlouZivého ristu bunck, k tomuto dochézi jesté pred
uzavienim pruducht (Kincl et al., 2000). Dale dochazi k snizeni vodivosti praduchi a k

jejich uzavieni, a tim k poklesu piijmu CO, (Hummel et al., 2010).
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Priijem vody koveny a radidlni transport

Tésny kontakt mezi povrchem kofene a pidou je nezbytny pro efektivni absorpci
vody kofenem. Absorpcni plocha kotent, potfebna pro ptijem vody je dana velikosti a
strukturou kofenového systému a tuto absorpéni plochu zvétSuje rust kofenového
systému a kofenovych vlaskt. Hustota kofenti a jejich hloubka ovliviiuje celkovy piijem
a nasledny transport vody do kotfene (Chytilova et al., 2010). Vys$si suchozemské
rostliny pfijimaji kapilarni a gravitacni vodu piedev§im kofenovymi vlasky (Slaba et al.,
2013). Kofenové vlasky jsou modifikované epidermalni buiiky. Podileji se na zvétSeni
sorpcniho povrchu kotend, ale 1 na zvétSeni objemu piidy, ktery kofenova soustava
muze vyuzivat (Gloser et al., 1995). Hustota kofenového vlaSeni je zavisla na
ptitomnosti fosforu a dusiku (Hajzler et al., 2010). Mezi dulezité faktory ovliviujici
velikost kofenového systému patii i odridova variabilita (Stfeda et al., 2009). Kdyz se
voda pohybuje z pudy do atmosféry, prochazi pies riizné struktury v rostliné (bunééna
sténa, cytoplazmatickd membrana) a mechanismus transportu vody se také méni podle
struktur, kterymi prochdzi. Mnoho let nebylo ziejmé, jakym mechanismem se voda
pohybuje pfes membrany bunck. Tyto nejasnosti byly vysvétleny objevem akvaporinil

(Chytilova et al., 2010).

Akvaporiny

Akvaporiny jsou proteiny pfitomné v plazmé a intracelularnich membranach
rostlinnych bunék, kde usnadiuji transport vody anebo malych neutralnich
rozpuSténych latek (mocovina, kyselina borita, kyselina kfemicitd) nebo plynl
(amoniak, oxid uhli¢ity) (Maurel et al., 2008). Tiidéni je zalozeno na sekvencni
homologii jednotlivych genii a akvaporiny je takto mozné rozdélit do 4 rodin, které se
odliSuji navzdjem piedevSim svou subcelularni lokalizaci. Dvé nejvétsi skupiny jsou
pojmenovany pravé podle membran, ve kterych se vyskytuji. Oznaceni PIP (plasma
membrane intrinsic proteins) tedy nalezi akvaporinim plazmatické membrany a TIP
(tonoplast intrinsic proteins) zastupcim v membranach vakuoldrnich. Dalsi vyznamnou
skupinou jsou NIP (Nodulin-26-like intrinsic proteins). A ¢tvrtou skupinou jsou SIP
akvaporiny (small basic intrinsic proteins) (Cavojska et al., 2007). Tyto proteiny
prochazeji z jedné strany membrany na druhou a svou strukturou zde vytvareji pory

umoziujici transport vody. Akvaporiny nalezneme ve struktufe plazmalemy a
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membrany vakuoly (tonoplastu). Proteinové podjednotky akvaporinti Se Spojuji a
vytvareji tetramer. Kazdd podjednotka je slozena ze Sesti a-helixit (spiral)
prochazejicich membranou (Obr. 3) (Maurel et al., 2007). Tyto spiraly jsou vzajemné
spojeny tfemi extra a dvéma intracelularnimi smyckami a jejich N- a C- konce sméiuji
do cytosolu (Chaumont et al., 2005). Charakteristickymi skupinami aminokyselin, které
jsou vzdy ptitomné ve struktufe akvaporint, jsou dva tzv. NPA boxy (aminokyselinové
sekvence asparagin—prolin—alanin) (Wallace et al., 2006). Dalsi vyznamnou, tentokrat
pfedevS§im funk¢ni skupinou, je histidinovy zbytek (Quigley et al., 2001). Posledni
nedilnou soucasti struktury kazdého akvaporinu jsou jeden az dva serinové zbytky

(Maurel et al., 1997; Luu et al., 2005).

Cytosol

T ek in Fant Soers

Obr. 3 Struktura akvaporinu (Kjellbom et al., 1999)

2.2.2  Vodni potencial

Vodni potencial (yw) vyjadiuje aktivitu vody v buiice a miru hydratace, cili

schopnost buiiky nasavat vodu, a uréuje v jednotkach tlaku (Pa a MPa) o kolik je
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aktivita vody v bunce niz$i nez aktivita Cisté vody. Proto vodni potencial vykazuje
zaporné hodnoty (Hnilicka et al., 2008). Slozkami vodniho potencidlu je osmoticky
potencial a tlakovy potencial (Marek et al., 2008). Vodni potencial lze vyjadtit rovnici
(Prochazka et al., 1998):

V= Ys+ Ypip

Osmoticky potencial (/s)

Osmoticky potencial (OP) je cCiselné roven osmotickému tlaku, ale ma vzdy
zapornou hodnotu, nebot’ rozpusténé latky (soluty) potencial vody snizuji. Osmoticky
potencial zavisi na mnozstvi rozpuSténych castic (Lambers et al., 2008;

www.kfrserver.natur.cuni.cz).

Osmotické prizptasobeni (OA — osmotic adjustment)

Schopnost osmotického pfizpusobeni (OA — osmotic adjustment), neboli
osmoregulace rostliné umoznuje omezit nadmérnou dehydrataci vlivem akumulace
latek rozpusténych v mezibunéénych prostorech, v disledku ¢ehoz je vodni potencial
pudy niz$i nez vodni potencial v rostlinach a zachovéva se tak kladny gradient vodniho
potencialu pudy pro pohyb vody do rostlin. Osmotické piizptsobeni je definovano jako
mnozstvi organickych latek anebo iontl soli nahromadénych v reakci na nizky vodni
potencial pudy (Verslues et al., 2004). Mezi hromadénymi slouc¢eninami jsou znac¢né
chemické rozdily (Baranyiova et al., 2011). Pti osmoregulaci se mohou v rostlinach
hromadit ionty K+, dale také snadno rozpustné organické slouceniny, jako cukry
(mannitol, sorbitol, pinitol), organické kyseliny a dusikaté slouceniny zejména
aminokyseliny prolin, kyselina glutamova, glycin a myo-inositol (Morgan et al., 1992;
Starck et al., 1995). Tyto latky se hromadi v cytosolu a vyrovnavaji nebo snizuji
osmoticky potencial vakuolarniho roztoku (Marschner, 1995). Akumulace osmoticky
aktivnich latek je dulezitou reakci buiiky na nedostatek vody a vyvijejici se vodni stres
v cytoplazmé i vakuole. Tyto latky umoziuji snizit osmoticky potencidl bunky, a tim
osmoticky udrzet v bunice vodu, kterou uz bunka ma, a rovnéz extrahovat z pudy dalsi.
Jedna se o snahu rostlin o udrzeni turgoru bune¢k, produktivity a rustu rostlin (Ayele et
al., 2001; Svec et al., 2010). Schopnost osmotického pfizptsobeni v podminkéach stresu
je dédiény znak (Zhang et al., 1999).
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Tlakovy potencial (yp)

Tlakovy potencial mlize byt pozitivni nebo negativni a jedna se o tlakovy rozdil od
atmosférického tlaku. Volna voda pti povrchu pidy ma tlakovy potencial roven nule.
Negativni tlak v xylému se miize pohybovat od 0 v extrémnich podminkach do -8 MPa.
Pozitivni tlak je vétSinou nizsi, kolem 0,5 MPa (Prochazka et al., 1998; Prochazka et al.,
2006).
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2.3 Rezistence je¢mene viici padli travnimu

2.3.1 JeCmen

Kulturni je¢men (Hordeum vulgare subsp. vulgare) je jednou z nejstarSich
domestikovanych plodin a vznikl domestikaci planého je¢mene (Hordeum vulgare
subsp. spontaneum), k ¢emuz doslo Vv jihovychodni Asii pted vice nez 8 tisici lety (von
Bothmer et al., 2003; Jakob et al., 2014). Je¢men se kroku 2013 podle statistik
celosvétoveé péstuje na 49 mil. hektarech, z ¢ehoz se 24 mil. hektarti nachazi v Evropé
(www.faostat.org).

V roce 2014 byl v Ceské republice je¢men péstovan na celkové vyméte 350 tis.
hektarti, z ¢ehoz bylo 103 tis. hektari ozimého jeCmene a 247 tis. hektart jarniho

je¢mene (WWW.CZS0.CZ).

2.3.2 Padli jeémene

Padli patfi v Evropé i v Ceské republice k jednomu z nejroziifen&jsich patogent
(Jorgensen, 1994). Puvodcem padli je¢mene je vieckovytrusna houba Blumeria
graminis f.sp. hordei (Bgh) (Kusch et al., 2014). Padli travni se vyznacuje vysokou
diverzitou a specializaci dle hostitele, plivodcem padli u jinych obilovin jsou
specializované formy (f. sp.), pfi¢emz tyto formae specialis nejsou prenosné mezi
jednotlivymi druhy (napf. forma z jeémene neni pfenosna na pSenici) (Bittner et al.,
2008). Padli je¢mene je obligatni parazit, ktery vyuziva ke své vyzivé jen asimilujici

¢asti hostitelskych pletiv (Skamnioti et al., 2008).

Taxonomie

Zatazeni Blumeria graminis f. sp. hordei (www.eppo.cz):
Rige: Houby
Kmen: Ascomycota

Podkmen: Pezizomycotina
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Ttida: Leotiomycetes
Rad: Erysiphales
Celed’: Erysiphaceae
Rod: Blumeria

Druh: Blumeria graminis

Symptomy

Bgh muize napadat vSechny nadzemni ¢asti rostliny, ale nejvice se objevuje na
listovych Cepelich a bazich stébel (Kazda et al., 2001). Pocate¢ni piiznaky jsou snadno
prehlédnutelné, jelikoz maji podobu chlorotickych skvrn na rostlinnych tkanich
(www.cabi.org). Pozdéji se objevuji zpocatku bélavé, vatovité kupky mycelia (Obr. 4),
které se méni v Sedohnédé povlaky, na kterych se tvofi ¢erna chasmothecia (Hrudova et
al., 2012). Siln€ napadené listy Zloutnou a mohou pted¢asné odumirat (Héni et al.,

1993).

Obr. 4 Symptomy na listech — béelavé mycelium (Vichova et al., 2014)
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Biologie

Bgh se mize rozmnozovat pohlavné (anamorfa) i nepohlavné (teleomorfa) (Talbot
et al., 2004). Anamorfni stddium reprodukce zac¢ind dopadem konidie ¢i askospory na
povrch listli a dalSich nadzemnich cCasti rostlin (Deising et al., 2009). Konidie vyklici a
vytvoii zarode¢né vlakno s apresoriem, které slouzi k adhezi houby (Bindschedler et al.,
2009). Z apresoria vyrusta kratké infekéni vlakno, na jehoz konci se nachazi infekéni
hrot, kterym Bgh mechanickym tlakem a enzymatickou aktivitou penetruje do
epidermalni bunky hostitele (Ridout et al., 2009). Vytvaii se haustorium, coz je
specializovany paraziticky organ, slouzici k pfenosu Zzivin z hostitelskych bunék do
houby (Szabo et al., 2001). V povrchovém myceliu se vytvafi konidiofory, které jsou
zpocatku tvotfeny dvéma bunkami (Heffer et al., 2006). Spodni cibulovitého tvaru, se
nazyva bazélni buiikou, ktera se dale nedéli. Horni se nazyva matefskou buiikou a
opakované se déli, ¢imz vytvari vlastni, pomérné dlouhy nevétveny konidiofor, ktery je
tvofen postupné dospivajicimi konidiemi (Dreiseitl et al., 2010; Trigiano et al., 2013).
Zralé konidie se uvolnuji z vrcholu konidioforu, jsou snadno Sifeny vétrem a infikuji
sousedni hostitelské rostliny (Moriura et al., 2006).

Teleomorfni stadium reprodukce houby zacina koncem vegetace hostitele, kdy se
na starnoucim myceliu diferenciuji gametangia (samci anteridium a samici askogonia)
(Bittner et al., 2008). Pii plazmogamii dochazi k splynuti sam¢ich a samicich bunék a
nastupuje dikaryofaze, pii které vznikaji askalni matefské dvoujaderné bunky a
dvoujaderné sekundarni mycelium. Nasledujici diplofaze zacina karyogamii, splynutim
obou buné&nych jader, kdy vznika diploidni zygota a chasmothecium (Dreiseitl et al.,
2007; Dreiseitl et al., 2010). Diplofaze je ukonfena meiotickym dé€lenim za vzniku
haploidnich askospor (Graham et al., 2008). Uvniti chasmothecii se vytvareji viecka (v
jednom chasmotheciu mize byt az 30 viecek), kazdé obsahuje 8 eliptickych askospor,

které se po uvolnéni $iti vzduchem (Mehta et al., 2014).

Prostiedi

Kazdy patogen potiebuje k vyvolani choroby hostitele vhodné podminky prostiedi.

V ranych fazich vyvoje jsou kolonie padli ovlivnény nekolika faktory, jako je relativni
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vlhkost, intenzita svétla a svételna perioda (Kenyon et al., 2002). Bgh je relativné
nenaro¢na houba, optimalni teplota pro jeji vyvoj je mezi 15 a 22 °C, pfi relativni
vlhkosti kolem 95 % (Reis et al., 2013; www.cropscience.bayer.com). Vyvoj choroby se
zpomaluje pfi teplotach nad 25 °C (Li et al., 2013).

Evropa, a to pfedevSim jeji stiedni a severozdpadni Cast, se vyznacuje vhodnymi
podminkami, které umoznuji téméft celoro¢ni vyvoj Bgh (Dreiseitl et al., 2000). Podileji
se na tom klimatické podminky (vlhko a relativni chlad), stejné¢ jako dlouha vegetacni

doba (Dreiseitl et al., 2003).

Skodlivost

Pii ¢asném vyskytu Bgh dochazi k ovlivnéni celé fady vynosotvornych prvku.
Dochazi k snizeni vynosu v dusledku ztraty funkéni zelené listové plochy, snizuje se
pocet zrn v klasu, hmotnost zrn a pocet odnozi na jednotku plochy (Tratwal et al.,
2014). Snizeni vynosu zrna v dusledku Bgh muze byt az o 40 %, i kdyZ primérné ztraty

jsou mensi a dosahuji asi 10 az 20 % (Bélanger et al., 2002).

Odolnost jecmene

Typy rezistence jeémene k padli travnimu

Jorgensen et al. (1993; 1994) rozliSuje Sest zakladnich druhti rezistence je¢mene k padli:

1. Rezistence determinovana genem mlo, ktera je recesivni, ale rasové
nespecificka. Hlavnim mechanismem obrany je zesileni bunécné stény, které

zabraniuje priniku patogena do epidermélnich bunék (Piffanelli et al., 2002).

2. Rasoveé specifické geny rezistence (gen mla) jsou podminény dominantnimi
geny, maji snadno rozliSitelny efekt a projevuji se hypersenzitivni reakci
hostitele (An et al., 2006). U rasové specifické rezistence hraji v procesu
rozpoznavani a v aktivaci obrannych mechanismi dilezitou roli produkty genii
R (genii rezistence). Odpovéd zprostiedkovana témito geny je zavisla na
expresi komplementarniho genu avirulence (Avr) patogena. Pokud je gen R

hostitele komplementarni k pfisluSnému genu Avr patogena, dochazi k
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rozpoznani a nasledné inkompatibilni interakci. Tato inkompatibilita spusti
rychlou kaskadu signdld vedoucich k aktivni obranné odpovédi. V
nepfitomnosti genu R nebo genu Avr se objevuje kompatibilni interakce a
patogen je schopen zpusobovat infekci. Tento geneticky vztah mezi hostitelem
a patogenem se nazyva mechanismus gen proti genu (Halterman et al., 2001,
Psotkova et al., 2007).

Casteéna rezistence je exprimovana jako polygenni znak a miZe byt silnd
ovlivnéna faktory prostfedi. Dana odriida jeémene ma svou hladinu ¢astecné
rezistence a kazdy patotyp padli travniho ma uréity stupen virulence. Pokud je
patogen vice virulentni, je ohrozen hostitel a naopak, v pfipad¢, ze ma hostitel

vyssi hladinu rezistence, dojde k ohroZeni patogena.

Indukovana rezistence znamena Snizeni citlivosti rostlin k patogenu po
pfedeslém kontaktu s nepatogennim agens (napf. saprofyty, nepatogenni
mikroorganismy, avirulentni izolat patogena aj.) na zakladé zmény metabolické
aktivity a expresniho spektra napadenych epidermalnich bunék (Klumpler et al.,
2006). Systémova reakce je slaba a je omezena na napadené epidermalni bunky
a bunky v nejbliz§im okoli. Po inokulaci nastava rychla aktivace genu
zodpovédnych za reakci na onemocnéni. Tyto geny koduji enzymy jako
chitinazy, peroxidazy, glukandzy a dalsi proteiny a glykoproteiny, z nichZ se

mnohé¢ ucastni zakladnich metabolickych procesi.

Pasivni rezistence zahrnuje zmény ve strukturnich, chemickych a fyzikalnich
vlastnostech povrchu hostitelské rostliny, které brani infekci a zmény faktord
nezbytnych pro normalni rist a vyvoj patogena. Dochazi k impregnaci

bunécnych stén, zesileni kutikuly, tvorbé voskovych vrstev (Parker et al., 2009).

Nehostitelskd rezistence je komplexni geneticky systém, ktery neplsobi
specificky proti ur¢itému typu patogena. Mechanismy nehostitelské rezistence
zahrnuji pifestavby bunécné stény, hypersenzitivni bunétnou smrt, produkci

fungicidnich latek zabranujicich adhezi, kli¢eni a rustu patogena na povrchu
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listu i uvniti bunek. Pfikladem jsou geny penetrace (PEN1, PEN2 a PEN3),
diky nimz je houb¢ zabranéno pronikat do pokozky listii (Ellis et al., 2006).

Geny rezistence

U je¢mene je znamo mnoho genll odolnosti k padli travnimu, pfi¢emz vétSina z nich
byla uz zmapovana. Jergensen et al. (1994) shrnul zndmé lokusy gent determinujicich
odolnost k padli travnimu s jejich lokalizacemi na chromozémech 1H (Mla, Mlat,
MIGa, MIk, MInn a Mlra), 2H (MILa), 4H (Mlg, mlo) a 6H (Mlh). Pozdé&ji byly
lokalizovany geny MIj na chromozému 5H, Mle, MIf a mit na chromozému 7H
(Schonfeld et al., 1996). Byly také objeveny geny, které jsou nezbytné pro odolnost k
padli travnimu, a to geny Rarl a Rar2 pro funkci riznych alel genu mla (Shen et al.,
2003; Vidhyasekaran et al., 2007), a dale geny Rorl a Ror2 nezbytné pro funkci genu
odolnosti mlo (Acevedo-Garcia et al., 2013). Na v§ech chromozoémech je¢mene uz byly
identifikovany i lokusy s polygeny pro odolnost k padli travnimu (Backes et al., 2003;
von Korff et al., 2005; Yun et al., 2005). Mezi nejvyznamnéjsi a nejlépe popsané patii

geny mla a mlo.

Gen mla

Gen mla se nachazi na kratkém raménku chromozému 1H v blizkosti telomery a ma
velikost 240 kb (Halterman et al., 2001; Kokina et al., 2008; Wei et al., 1999). Gen mla
zahrnuje genové rodiny asi 32 genl rezistence, jejichz mRNA navic podléha
alternativnimu sestfihu. Primarni funkci produktd téchto genli je rozpoznévani signala
spojenych s pfitomnosti patogena (Halterman et al., 2003). Odlisné genetické varianty
genu mla se nachazeji v odridach je¢mene po celém svété a jsou piic¢inou specifické
odolnosti je¢mene k nejrizngj$im patotyptim padli (Wei et al., 2002).

Alely genu mla patii do skupiny genti s CC (coiled-coil) strukturou, doménou NBS
(nucleotide binding site) a repetici LRR (leucin rich repeat), tzv. CC-NBS-LRR geny
(Seeholzer et al., 2010). Z 32 pfedpokladanych gent rezistence se jich 15 ptimo podili
na ochrané rostliny proti patogenu. Téchto 15 sekvenci kodujicich proteiny je
uspoifadano do péti rodin vcetné skupiny RGH (Resistance Gene Homolog), ktera je
rozdélena do tii rodin RGH1, RGH2 a RGH3 (Cao et al., 2004; Wei et al., 2002; Zhoua
et al., 2001). Tyto tii rodiny genit RGH zahrnuji osm rtznych gent, které obsahuji
domény CC, NBS, LRR tvofici hlavni obranny komplex jecmene (Keller et al., 2007;
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Srichumpa et al., 2005). Téchto osm RGH gend ma vice nez 43% aminokyselinovou
sekvencni homologii mezi rodinami a 78 az 100% homologii v ramci rodin (Shen et al.,
2004). Piedpoklada se, ze proteiny kédované RGH pfimo nebo nepiimo rozpoznavaji
produkty genii avirulence (Avr) specifické pro patogena a spousti obranné¢ mechanizmy.
Obranné signalni proteiny kodované témito geny sdileji konzervativni aminokyselinové
domény s funkéné shodnymi bilkovinami riznych taxont (Dangl et al., 2001).

Gen mla se sklada ze tii genové bohatych skupin, které jsou odd€leny dvéma
komplexy transpozont a 45 kb dlouhou genové chudou oblasti, ktera je slozena ze
sttedn¢ a vysoce repetitivnich sekvenci. V této genové chudé oblasti bylo
identifikovano nekolik satelitnich DNA sekvenci, blok deviti tandemovych repetic a
tandemova duplikace o velikosti 2,5kb. Celkem jsou zde lokalizovany Ctyfi
mikrosatelity a 17 rodin tandemovych repetic s rozsahem od 2 do 29 kopii. V genu mla
bylo identifikovano 54 mikrosatelitdi, z nichz 19 je asociovano s transpozony a 35 se
jich nachazi v oblastech, mino transpozony. Z téchto mikrosatelitd umisténych v
oblastech bez transpozonii je 10 lokalizovano v oblastech kodujicich geny a 25 v
intergenovych usecich (Klumpler et al., 2006; Wei et al., 2002). V genu mla jsou
zastoupeny vSechny hlavni tfidy transpozonii. Nejveétsi z nich je tfida retrotranspozonti
LTR (long terminal repeat), ktera zahrnuje ¢tyfi rodiny typu Copia, téi rodiny typu
Gypsy a jednu typu Athila (Mayer et al., 2012; Shirasu et al., 2000). Do rodiny typu
Copia zahrnujeme retrotranspozony oznacované jako BARE-1, HORPIA-1,2 a 3, a také
Inga (Polok et al., 2011; Vitte et al., 2003). Do rodiny typu Gypsy patii
retrotranspozony oznac¢ované jako BAGY-1 a 2, HORGY-1 a Sukkula (Alzohairy et al.,
2012). Dalsi transponovatelné elementy zastoupené v genu mla jsou elementy MITEs,
MuDR a dalsi (Wicker et al., 2005; Gupta et al., 2013).

Gen mlo

Monogenni rezistence zprostiedkovana recesivni mutantni alelou (mlo) v genu mlo
byla plivodné objevena u indukovanych mutantii je¢mene rezistentnich k padli v roce
1942 (Jergensen et al., 1992). V roce 1970 byla objevena dalsi alela v divoké populaci
je¢mene péstované v Etiopii a v roce 1979 byla uvolnéna prvni komeréni odriida s timto

typem rezistence (Lyngkjer et al., 2000).
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Funkce genu mlo

Funkce genu mlo je obecné chapana jako regulace procesu opravy bunééné stény,
kdy dochézi k rtstu intracelularni papily, ktera se tvofi v misté poranéni zpiisobené v
disledku pruniku Bgh (Dong et al., 2006). Mutace na riznych mistech v genu mutize vést
k jeho poruse a vysledkem muize byt nadmérny rust papily. To zplsobuje velmi
vysokou troven odolnosti vic¢i padli, protoze papila roste obvykle rychleji, oproti
rychlosti penetrace patogena. Absence regula¢ni funkce genu mlo mtze u mlo mutanti
vést k nezadoucim pleiotropnim u¢inkum (Panstruga et al., 2008). Tento pleiotropni
ucinek se projevuje tvorbou makroskopickych, nekrotickych a chlorotickych 1ézi na
listech a dochazi také k snizeni vynosu (Freialdenhoven et al., 1996). Exprese genu mlo
muze byt ovlivnéna fadou environmentalnich faktord, jako je zvySena teplota,
nedostatek vody, intenzita svétla nebo 1 kratkodobé osvobozeni od vodniho stresu.
Expozice témto faktorim zvySuje u rezistentnich rostlin nachylnost k padli asi o jeden
fad (Czembor et al., 2002).

V soucasné dobé je gen mlo jedinym zdrojem rezistence vi¢i vysoce virulentnim
rasam padli a omezuje jejich rozSifeni v zeméd€lském prostiedi. Gen mlo je
nejrozsirenéjsi zdroj rezistence u odrud jarniho jeCmene. Ve stfedni a zdpadni Evropé se

ptevazné péstuji odrudy jarniho je¢mene s genem mlo (Panstruga et al., 2008).

Umisténi genu mlo

Gen mlo je umistén ve stiedni ¢asti na dlouhém rameni chromozomu 4H (Shtaya et
al., 2006).
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61 fchS (f9) Chlarina seedling 9

43 int-c (i, ¥) Intermedium spike-c (Six-rowed spike 4)
— glo-a Globosurmn-a
33 Kap (K) Hooded lermma
30 Ihi (b2, ert-i) Long basal rachis intermnode 2 (Erectoides-i)
— msg2d Male sterile genetic 24
23 zeh2 (zh2, f10) Zehra stripe 2 (Chlorina seedling 10)
22 lgn3 {lg3) Light green 3
20 lgnd (lgd) Light green 4
17 lksh (kG| ari-c) Short awn 5 (Breviaristatum-c)
16 eamd (ea,c) Early maturity 9
7 glf1 (gl, cer-zh) Glossy leaf 1 (Eceriferum-zh) ++ ++-
B Wiy (Reg2) Reaction to Erysiphe graminis hordei 2
5 cer-zy Eceriferur-zg ++ +++
2 brh2 (br2, ari-) Brachytic 2 (Breviaristatum-I)
0 glf3 (l3, cer-j) Glossy leaf 3 (Eceriferurn-j) ++ ++-
7 mint (min) Semi-minute dwarf 1
— blxd (hid) Mon-blue (pink) aleurone xenia 4
- 12 sid Single internode dwarf
— blx3 (b3 Mon-blue aleurone xenia 3
- 15 blx1 (bl) Maon-blue aleurone xenia 1
- 48 mlo (RegB) Reaction to Exysiphe graminis hordei B
- B9 — Hsh (Hs) Hairy leaf sheath
— Hln (Hn) Hairs on lemma nerves
- 75 sgh1 (sh1) Spring growth habit 1
- 78 yha1 (yh) Yellow head 1
- 80 Bry1 Beta-amylase 1
- 87 Wep3 Water-soluble protein 3

Obr. 5 Umisténi genu mlo na chromozomu 4H (Forster et al., 2000; Franckowiak et al.,
1997)

Molekuldrni struktura genu mlo

Divoky typ mlo alely je dlouhy 1599 bp a koédovany protein obsahuje 533
aminokyselin (Biischges et al., 1997). Odvozeny gen mlo ma piedpokladanou
molekulovou hmotnost 60 kDa a tvofi ho sedm transmembranovych domén, které jsou
orientovany N-koncem vné a C-koncem dovniti membrany (Chen et al., 2014; Piffanelli
et al., 2002).
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Obr. 6 Molekuldrni struktura genu mlo (Lipidova dvojvrstva plazmatické membrany je
zndzornéna Sedou barvou. Kruhy s pismeny predstavuji aminokyseliny.) (Schulze-Lefert
et al., 2004)
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Alely genu mlo

Tab. 1 Charakteristika alel mlo (prevzato z clanku Reinstddler et al., 2010, upraveno)

Alela | Mateiska odrida Oznaceni ’Mutgce N | Efekt na irovni aminokyselin
mutanta urovni cDNA
mlo-1 Haisa M66 T® A W2 R
mlo-2 Vollkorn H3502 G"5A AT
mlo-3 Malteria Heda M.C.20 D188 posun ¢teciho ramee po F*°
mlo-4 Foma SR1 D*78-488 posun &teciho ramee po W
mlo-5 Carlsberg Il R5678 G>A Mo
mlo-6 Carlsberg |1 R6018 G Al
mlo-7 Carlsberg |1 R7085 G 5A G#*D
mlo-8 Carlsberg Il R7372 A5G MoV
mlo-9 Diamant SZ5139b C®oT RY—wW
mlo-10 Foma SR7 D448 D 2 amino acids (F*** a T'®)
mlo-11 | EP79, L92, L100 | Grannenlose Zweizeilige fra\grizeerg ;efgztﬁgll{lulz/i{fﬂo
mlo-12 Elgina Do 4122 C™>A F*-L
mlo-13 Plena Do 2018 T*>A V¥—E
mlo-16 Alsa Do 2376 G"YA? n.a.
mlo-17 Plena Do 2034 C%>T S*'>F
mlo-26 Plena Do 2118 T*®>A L*°—H
mlo-27 Plena Do 2021 G™>A G >E
mlo-28 Nadja Do 4228 C*®>T %51
mlo-29 Sultan 5 cT P*¥>L
mlo-30 Alsa Do 2234, Do 2235 AP D 6 amino acids
mlo-31 Ursula URS1 DG posun &teciho ramee po G*'°
mlo-32|  Prudentia PRU1 G'*>T E*¥—stop
mlo-33 Ursula URS2 G**>A A**>T
mlo-34 Kristina SR34a, SR34b, SR34c | G —A W*—stop
mlo-35 Kristina SR39a, SR39b, SR47, AT L
SR48

mlo-36 Bonus SR51a, SR51b G A W' Sstop
mlo-37 Bonus SR60 C*T S"F
mlo-38 Kristina SR65 G®SA G*™R

Bonus SR59 G™5A G*-R
mlo-39 Bonus SR71 cl®l,T Q*™ —stop
mlo-40 Bonus SR72 G™'5A G*-D
mlo-41 Bonus SR73 G”*5A R K
mlo-42 Bonus SR66 C®>T S¥_LL
mlo-43 Bonus SR63 C%T Q*%=stop
mlo-44 Bonus SR57 G678—A*

oznaCeni nukleotidi podle genomové sekvence (misto sestithu mutace)
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2.4 Kbvalitativni parametry sladovnického jeCmene

2.4.1 Geneticko — Slechtitelské aspekty

Odridy jeCmene jsou zédkladnim nosnym prvkem kvality. Zrno je¢mene je zdrojem
mnoha vyznamnych latek, umoziujicich jeho Siroké vyuziti (Tab. 2). Obsah a vzajemné
poméry téchto latek mohou byt zdmérnym Slechténim do jisté miry pozménény pro
specifické vyuziti. Pfi velmi Casto se ménici odridové skladbé je vyhledavan uzsi
sortiment odrtid pro konkrétni vyuziti. V podminkach CR je vybér zaméfen predeviim

na odridy, které poskytuji kvalitni surovinu pro vyrobu sladu (Prugar et al., 2008).

Tab. 2 Chemické slozeni obilky jecmene (%) (MacGregor et al., 1993, upraveno)

Sacharidy

Skrob 60 — 65
Nizkomolekularni sacharidy

sacharoza 1-2
fruktosa 0,1
ostatni cukry 1
rafinosa 0,3—-0,5
maltosa 0,1
glukosa 0,1
Neskrobové polysacharidy

B-glukany 33-49
pentosany 9
celulosa 4-7
Tuky 3,5
Fosfaty

fytin 0,9
Polyfenoly 0,1 -0,6
Dusikaté latky 7—-18
rozpustné dusikaté latky 1,9
albuminy a globuliny 3,5
hordeiny (prolaminy) —4
gluteliny —4
Mineralni latky 2
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2.4.2 Geny ovliviiujici kvalitu je¢mene

Mezi hlavni zasobni bilkoviny u je¢mene patii hordein (Piston et al., 2005).
Hordein se déli do tfech hlavnich skupin, a sice B, C a D, které ptedstavuji priblizné
50 % z celkového obsahu proteinu v obilkach (Nalbandi et al., 2012). D-hordeiny jsou
charakterizovany vysokym obsahem glutaminu, glicinu a prolinu. Syntéza téchto
hordeini je kodovana genem Hor3, ktery se nachazi na dlouhém rameni chromozomu
1H. C-hordeiny bohaté na glutamin, fenylalanin a prolin a B-hordeiny bohaté na
glutamin jsou kodovany geny Horl a Hor2 a nachazi se na kratkém rameni
chromozomu 1H (Leistrumaité et al., 2007). Mezi dals$i geny, které ovliviiuji kvalitu
odrid pro potravinaiské vyuziti, patii geny pro bezpluchost (n — nudum), geny pro
vysoky podil amylosy ve Skrobu (amol) a geny pro vysoky podil lyzinu (napt. lys3a)
(Prugar et al., 2008).

2.4.3 Kbvalita sladovnického je¢cmene

Ukazatel sladovnické jakosti (USJ)

USJ se pouziva pro hodnoceni kvality jednotlivych odrid (Chloupek et al., 2009).
Uroveti jednotlivych znakt je vysledkem interakce mezi genotypem a prostiedim. Je
rozdil mezi jakosti odridy a jakosti konkrétni partie. Znaky jsou hodnoceny stupnici 1 —
9 (Psota et al., 2002).

USJ; =9 - VP,

kde

P; = Z(Bij — 9)°Wi/ ZW;

kde Bjj = bodové hodnoceni i-té¢ho znaku j-té odridy,

W, = vaha i-tého znaku.

Jakostni pozadavky na sladovnicky je¢men (Tab. 3, Tab. 4.) se odvijeji od normy
46 1100-5 (Psota et al., 2010).
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Tab. 3 Hodnoty jakostnich ukazatelii pro sladovnicky jecmen (CSN 46 1100-5, 2006)

Hodnoty jakostnich ukazatelii je¢mene sladovnického (CSN 46 1100-5)
Jakostni ukazatele Hodnoty
VIhkost v hmotnostnich %, nejvyse 15,0
Pfepad zrna nad sitem 2,5 mm podle 3.3
V hmotnostnich %, nejméné 50
Zrnové¢ piimesi sladatsky nevyuzitelné podle
3.3 vV hmotnostnich %, nejvyse >0
Zrnové pfimesi ¢astécné sladaisky nevyuzitelné
podle 3.10 v hmotnostnich %, nejvyse o0
Neodstranitelna pirimés podle 3.15 ¢)
V hmotnostnich %, nejvyse Lo
Kli¢ivost (H202) v % z celkového poctu zrn,
nejméné %00
Obsah N-latek (N x 6,25) v hmotnostnich %:
a) nejméné 10,0
b) nejvyse 12,0
Barva pluchy Zlutd i méné vyrovnana
Tab. 4 Ukazatele sladovnické jakosti (Cerny et al., 2007)
e Jednotky Nepfij atel:é hranice Optimélr;i hranice T
dusikaté latky v zru jeCmene % > 102 0,01
11,7 11,0
extrakt v susing sladu % 81,5 83,0 0,30
relativni extrakt pti 45° C % 30 100 0,20
53,0 48,0
Kolbachovo ¢islo % 00 120 0,10
53,0 48,0
diagnosticka mohutnost J- WK 220 300 0,10
dosazitelny stupen prokvaseni % 79,0 82,0 0,10
friabilita % 79,0 86,0 0,10
B-glukani ve slading mg.I" 250 100 0,10
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2.4.3.1 Chranéné zemépisné oznaceni ,,Ceské pivo“

Chranéné zemépisné oznaceni (CHZO) Ceské pivo bylo zapsano natizenim komise
(ES) ¢. 1014/2008 do Rejstiiku chranénych oznaceni pivodu a chranénych zemépisnych
oznaceni (Psota et al., 2008). Byly stanoveny zakladni parametry, které odridy vhodné
pro Ceské pivo musi mit (Tab. 5) (Psota et al., 2012).

Tab. 5 Zdkladni znaky sladiny vhodné pro chrdanéni zemépisné oznaceni Ceské pivo
(Psota et al., 2012)

Parametr Hodnoty
extrakt v susin¢ sladu min. 80 %
Kolbachovo ¢islo 39,03 %
diastaticka mohutnost min. 220 W.-K
dosazitelny stupen prokvaseni max. 82 %
friabilita min. 75 %

Extrakt v susiné sladu

Extrakt sladu je ptredpokladem pozitivniho vlivu na kvalitu findlniho vyrobku.
Ovliviyje vysledky kvaseni, chemické slozeni hotového piva i jeho organoleptické
vlastnosti. Stanovuje se relativni hustota kongresni sladiny a pomoci tabulek, kde je
uveden hmotnostni zlomek extraktu v g na 100 g sladiny (%), se vypocte hodnota

extraktu v ptivodnim sladu a v susin¢ sladu (Basatfova et al., 2015).

Kolbachovo cislo

Kolbachovo ¢islo udava procenticky podil dusikatych latek (stanovenych
Kjeldahlovou metodou) rozpusténych ve sladiné vici celkovému obsahu ve vzorku
sladu. Je ukazatelem proteolytického rozlusténi sladu — modifikace sladu (Liskova et
al., 2011).

Diastaticka mohutnost
Je hodnota, kterd udava enzymovy potencial sladu, pfevazné beta-amylazy. Vlivem

tohoto enzymového potencidlu dochazi v procesu rmutovani ke Stépeni Skrobu na
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nizkomolekuldrni sacharidy. Udava se v jednotkach Windish — Kolbach (Hubik et al.,
2002).

DosaZitelny stuperi prokvasSeni

Dosazitelny stupenn prokvaSeni je procenticky podil extraktu sladiny pfed a po
kvaseni. Vyjadiuje procento extraktu, které muize byt metabolizovano kvasinkami.
Dosazitelny stupenn prokvaSeni je odrtidovou vlastnosti. Na jeho hodnotu mé i vliv
mnozstvi a podil zkvasitelnych cukrti, obsah stopovych prvki a slozeni dusikatych latek

(Prugar et al., 2008).

Friabilita — ki‘ehkost sladu

Kiehkost sladu souvisi s jeho rozlusténim neboli modifikaci béhem kliceni, t;.
odbouranim bunécnych stén Skrobovych zrn tvofenych prevazné neskrobovymi
polysacharidy a bilkovinné matrice. Dobie rozlusténd zrna jsou kiehkd a dobfe se
melou. V soucasnosti se ve velké mife posuzuje kiehkost ¢i tvrdost sladu vyjadiujici

stupént modifikace pomoci pfistroji nazvanych friabilimetr (Basatova et al., 2015).
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3 CIL PRACE

Cilem prace bylo ovéfit hypotézu, ze syrska odrida Tadmor s dobrou adaptaci na
podminky extrémniho sucha by mohla byt vyuzita jako zdroj vyssi odolnosti k suchu,
pfi Slechténi jarnich je¢menii. Hodnoceni bude provedeno na liniich F5 generace
odvozenych z reciprokého kiizeni mezi odradou Tadmor a sladovnickou odradou
Jersey. Cilem je vyhodnotit vybrané parametry vynosu a kvality na dvou lokalitach
s odlisSnymi vlahovymi podminkami. Souclasné¢ bude provedena analyza urovné

tolerance k padli travnimu a detekce alel genu mlo.
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Rostlinny material

Pro experiment byly vybrany linie generace F5, které vznikly reciprokym kiizenim
odridy Tadmor a odridy Jersey. Odrida Tadmor vznikla vybérem ze syrské krajové
odridy Arabi Aswad v ramci Slechtitelského programu ICARDA (International Center
for Agricultural Research in the Dry Areas). Tadmor je dvoutrada odrida je¢mene, ktera
se vyznacuje velmi dobrou adaptaci k suchu (250 — 400 mm srazek), vyssi odolnosti
vuci oxidativnimu stresu z nadmérného ozatreni danou niz§im obsahem chlorofylu v
listech a vy$§im osmotickym potencialem. Obilky odridy Tadmor jsou Vv porovnani
s béznymi sladovnickymi odridami uzsi a protahlejsi a maji tmaveé zbarvenou pluchu
(Tardy et al., 1998; Teulat et al., 1997; Volaire et al., 2003). Odriada Jersey vznikla
kiizenim odrid Apex a Alexis a byla registrovana v roce 2000. Udrzovatelem je firma
Limagrain Advanta Nederland B.V., NL. Jedna se o polopozdni odrtidu s vysokou
sladovnickou kvalitou, ktera vynikd pfedev§im nizkym obsahem betaglukanti a
odolnosti k padli travnimu. Odrtda Jersey je nositelem rasové nespecifické resistence
mlo k padli travnimu (Dreiseitl et al., 2010), ktera doposud nebyla molekularné
identifikovana (Dreiseitl, Ustni sdé€leni). Na zakladé¢ rodokmenu vSak lze ocekavat

vyskyt mloll (z odrudy Apex) nebo mlo9 (z odriudy Alexis) (www.crpmb.org).
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Obr. 7 Priklad zbarveni zrna u odriud Tadmor a Jersey a vybranych linii po kiizeni TxJ

4.2 Hodnoceni kvalitativnich a kvantitativnich parametri

Hodnoceni bylo provedeno u linii péstovanych Vv polnich podminkach na dvou
lokalitach (Brno, Zabgice). Klasova potomstva 45 linii byla vyseta do jednotlivych
dvoutadku. Po sklizni byly linie roztfidény podle kombinace (JXT a TxJ) a barvy pluchy
do ctyf skupin.

Priibéh klimatickych podminek na sussi lokalité Zabéice byl vyhodnocen na zékladé
dat ziskanych z meteorologické stanice (viz piilohy Tab. 14). Vyrazné nejniz§i thrn

srazek byl v mésici bieznu (5,6 mm) a dubnu (11,2 mm).

4.2.1 Hodnoceni kvantitativnich parametra

U linii generace F5 péstovanych v polnich podminkach na lokalitich Brno a
Zabgice byla po sklizni hodnocena hmotnost tisice semen (HTS), podil zrn nad sitem

2,0 mm, vynos zrn na rostlinu a intenzita napadeni rostlin jemene padlim. U Tadmoru
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a jeho potomstva nebylo mozné velikost pfedniho zrna hodnotit pfepadem nad sitem
2,5 mm, vzhledem k odlisSnému tvaru semen odriidy Tadmor (obilky jsou uzké a
protahlé).

Intenzita napadeni rostlin je¢mene padlim byla hodnocena podle Metodiky zkousek
uzitné hodnoty pro je¢men, UKZUZ 2013. Hodnoceni rostlin bylo provedeno ve fazi 30
— 39 (zacatek sloupkovani az faze jazycku — jazycek praporcového listu jiz viditelny,
praporcovy list pIn€ rozvinuty). Po zhodnoceni intenzity napadeni byl proveden postiik
fungicidnim piipravkem Fandango (3,3 ml / 1 1 vody) ve dvou opakovanich

S rozestupem 14 dni.

4.2.2 Hodnoceni kvalitativnich parametra — stanoveni obsahu Skrobu a
dusikatych latek v zrnu

Stanoveni obsahu Skrobu a dusikatych latek v zrnu jednotlivych linii byl proveden
nedestruktivni metodou pfistrojem Nicolet Antaris s Fourierovou transformaci (FT-
NIR) (Cizmar et al., 2010). Spektra byla sniména v kompresni rotujici kyveté na
integracni sféte pristroje FT-NIR v reflektanénim modu, pii poctu skenti 64, rozliSeni
8°cm™ a vlnodtu 12 000—4 000 cm™ za pouziti programu Omnic. U kazdého vzorku byla
provedena tfi nezavislda méfeni a pro vytvoreni kalibraéni rovnice bylo pouzito
pramémé spektrum. Kalibraéni modely byly vypocitany metodou c¢astecnych
nejmensich ¢tverct (PLS) z prvni derivace spekter v programu TQ Analyst (Bradacova
et al., 2014). Korelaéni koeficient kalibrace byl pro dusik roven 0,9939. U Skrobu byl
korelaéni koeficient roven 0,9907. Jako referen¢ni metoda byla pouzita metoda
stanoveni Skrobu dle Ewerse a dusiku dle Kjeldahla.

Vysledky byly zpracovany pomoci programu Microsoft Excel a STATISTICA 10.0
(StatSoft, Inc. 1984-2011).

4.3 Hodnoceni experimentalnich linii je¢mene z hlediska rezistence
vici padli

U rodicovskych odrid Tadmor a Jersey a vybranych linii byla identifikovana alela
mlo. Na zaklad¢ zdravotniho stavu byly vybrany linie zdravé oznacené jako 1/3, 1/11,

1/19, 1/23, 1/28, 1/49, 2/8, 2/11, 2/22, 2/28, 2/35, 2/44 a linie napadené oznacené jako
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1/5, 1/14, 1/22, 2125, 1/35, 2/6, 2/12, 2/15, 2/30, 2/41, 2/45. Soucasn¢ byla hodnocena
ptitomnost alel mloll a mlo9 u rodi¢t odrudy Jersey (Apex, Alexis) a nezavislé
kontrolni odridy Derkado, ktera je nositelem alely mlo11 (www.crpmb.org).

Odrady Tadmor, Jersey, Apex, Alexis, Derkado a vybrané liniec byly vysety do
sadbovact a péstovany za 12 hodinové fotoperiody pti pokojové teploté. Po 7 dnech byl
proveden odbér listil. Izolace rostlinné DNA byla provedena za pouziti komer¢niho Kitu
DNeasy Plant Mini (Qiagen, Hilden, Germany). Pii dodrzeni postupu pro izolaci DNA
zZ rostlinnych pletiv (DNeasy®Plant Handbook).

Detekce alely mlo11
Alela mlol1l vznikla sekvenéni duplikaci mlo lokusu, proto je detekce této alely
zaloZena na urceni tésn€ vazanych lokust.

Detekce byla provedena dle metodiky Piffanelli et al., 2004.

Tab. 6 Reakcni smés

Slozka MnoZstvi na 1 reakei (ul)

H20 14,9
10x konc. CI (1,5mM MgCl2) 2,5
5x konc. Q 5

dNTPMix (10mM) 0,5
Primer F 0,6
Primer R 0,6
Taq DNA-polymeraza 0,1

Sekvence pouzitych primery:
F: CTCCATTTGACTTGACTCG
R: CATGCATGGTTATTGTAAGC

Tab. 7 Priubeh PCR reakce za stanovenych podminek

Proces Teplota (°C) | Délka trvani | Pocet opakovani
pocateéni denaturace 94 3 min 1x
denaturace 94 40 sec
navazani primeru 55 50 sec 40x
synteza DNA 72 1 min 20 sec
zavérecna synteza 72 10 min 1x
chlazeni 4 24 hod 1x
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Elektroforéza byla provedena na 1,5% agarozovém gelu.
Produkty:

530 bp — ptitomnost alely mlol1l

470 bp — nepiitomnost alely mlol11

Detekce alely mlo9
Detekce je moznd pomoci 1 paru primert spolecného pro obé¢ alely. Jejich rozliSeni
se provadi pomoci restrik¢niho Stépeni.

Detekce byla provedena dle metodiky Kokina et al., 2008.

Tab. 8 Reakcni smés

Slozka MnoZstvi na 1 reakei (ul)

H20 14,9
10x konc. CI (1,5mM MgCl2) 2,5
5x konc. Q 5

dNTPMix (10mM) 0,5
Primer F 0,6
Primer R 0,6
Taq DNA-polymeraza 0,1

Sekvence pouZitych primert:
mlo9F02: CGCCAGCAAACCAGACACAC
mlo9R01: TTCCATGAGGACGGACACGA

Tab. 9 Priibeh PCR reakce za stanovenych podminek

Proces Teplota (°C) | Délka trvani | Pocet opakovani
pocate¢ni denaturace 94 3 min 1x
denaturace 94 40 sec
navazani primeru 60 30 sec 40x
synteza DNA 72 1 min 30 sec
zavérecna synteza 72 10 min 1x
chlazeni 4 24 hod 1x
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Stépeni mlo9 Hhal:
K15 pl produktu byly pfidany 2 pul Hhal, 2 ul 10xM a 1ul vody. Smés byla
promichana a Stépena dvé hodiny v termostatu pfi teploté 37 °C. Poté byly ptidany 2 ul

Loading Buffer. Elektroforéza byla provedena na 1,5% agarozovém gelu.

Produkty:
mlo9/Hhal: mlo9 = 272pb + 49pb
WT Mlo =195 pb + 77pb + 49 pb

44 Hodnoceni vlivu osmotického stresu na zmény osmotického

potencialu list a stanoveni obsahu prolinu

U rostlin jeémene péstovanych v nadobovém pokusu byl hodnocen vliv
osmotického stresu na zmény osmotického potencialu listd a byl stanoven obsah
prolinu. Linie (F5) vzeslé z kiizeni Tadmor x Jersey (TxJ) a Jersey x Tadmor (JxT) byly
vybrany na zaklad¢ predbézného fenotypového hodnoceni. Vzdy dvé, které vykazovaly
v piedchazejicicim roce vyssi odolnost k suchu (1/2, 1/23, 2/8, 2/25), a jedna ktera
vykazovala niz§i odolnost k suchu (1/28, 2/25).

Podminky kultivace a odbér listii

Rodicovské odridy Tadmor a Jersey a vybrané linie generace F5 byly péstovany
hydroponicky v kultiva¢nim boxu za 12 hodinové fotoperiody pii 18 °C, kdy se teplota
na noc snizovala o 3°C. Po 21 dnech byla polovina semenacki vystavena
fyziologickému suchu -0,3 MPa pomoci PEG (polyethylenglykol). Za stejnych
teplotnich a svételnych podminek byla péstovana kontrolni varianta bez ptidani PEG.
Fyziologickému suchu byly rostliny vystaveny po dobu 10 dnt. Od kazdého genotypu
bylo odebrano 5 nezavislych vzorku (2 — 3 rostliny dohromady) a byl odebiran 3 list
shora. Odebrané listy byly pro hodnoceni uchovany pfi teploté -80 °C.

Hodnoceni osmotického potencidlu
Osmolarita byla hodnocena pomoci osmometru VAPRO. Pied vlastnim métenim

byla provedena kalibrace pfistroje pomoci sady tii kalibrac¢nich roztokl takzvanych
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standardd. Standardy jsou roztoky o zniamé osmolarité (standard 1: 290 mmol.kg™;
standard 2: 1000 mmol.kg?; standard 3: 100 mmol.kg?), které jsou uchované
v zatavenych sklenénych bankach kvili zamezeni nafedéni vzduSnou vlhkosti. Pro
méieni je také dulezita kvalita vody a silikagelové naplné pohlcujici vzdusnou vlhkost.
Stanoveni osmolarity je zalozeno na stanoveni rosného bodu vzorku (vzorek se
odpaii a necha zkondenzovat). Hodnoty osmolarity stanovené osmometrem je nutné
vynasobit koeficientem (-0,002437), abychom ziskali hodnotu osmotického potencialu

v MPa.

Stanoveni obsahu prolinu
Metodika dle Jiménez-Bremont et al., 2006 (tprava dle Solafova, ustni sdéleni,
2015).

Priprava kalibracni Fady roztokit prolinu (P)

25 mg prolinu rozpustime v 25 ml destilované vody a promichame. Ze zasobniho
roztoku odpipetujeme dané mnozstvi do 5 zkumavek a pfidame 10 ml destilované vody.
Poté ptidime 10 ml roztoku ninhydrinu a vafime ve vodni lazni 60 minut. Po zchladnuti
pfidime 10 ml toluenu a nechame tfepat 60 minut. Vzniklou kalibra¢ni fadu nechame
stat ptes noc v chladu a druhy den odebirame svrchni toluenovou fazi a stanovujeme
absorbanci pfi 520 nm. Na standardni kalibra¢ni kiivku byl pouzit L-prolin od firmy
Sigma-Aldrich.

Stanoveni prolinu ve vzorcich listi jeCmene

Odvazime 100 mg vzorku pletiva a pfiddme 15 ml destilované vody. Vzorky
svodou rozmixujeme a povafime ve vodni lazni 45 minut. Poté centrifugujeme
(10 minut pii 3000 rpm). Ze supernatantu odpipetujeme 5 ml a ptidame 10 ml roztoku
ninhydrinu a povafime ve vodni 1azni 60 minut. Po zchladnuti pfidame 10 ml toluenu a
nechame tfepat 60 minut. Vzorky nechame stat pfes noc v chladu a druhy den
odebirame svrchni toluenovou fézi a stanovujeme absorbanci pii 520 nm. Vysledna

koncentrace prolinu byla piepocitana na umol.g'l cerstvé hmoty.
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5 VYSLEDKY

5.1 Hodnoceni kvalitativnich a kvantitativnich parametri

5.1.1 Hodnoceni kvantitativnich parametru

U linii generace F5, které byly odvozeny zkfizeni odrid Tadmor a Jersey,
péstovanych v polnich podminkach na lokalitich Brno a Zabgice byla po sklizni
hodnocena hmotnost tisice semen (HTS), podil zrn nad sitem 2,0 mm, vynos zrn na

rostlinu a intenzita napadeni rostlin je¢mene padlim.

Tab. 10 Analyza variance pro hmotnost tisice semen, vynos zrn na rostlinu a podil zrn
nad sitem 2,0 mm

Vynos zrn na H . . Podil zrn nad sitem
. L . motnost tisice zrn
Zdroj variability rostlinu 2.0 mm
d.f. PC p PC p PC p

Stanovisté 1 4,869 0,13 443,6 0,00 2080 0,00
Kombinace (genotyp) +
barva 3 5,924 0,04 161,5 0,00 368 0,00
Interakce
lokalita*komb.+barva 3 1,231 0,63 14,9 0,38 261 0,00
Chyba 173| 2,101 14,6 21

d.f. — stupné volnosti; PC — prizmeérny ctverec; p — hodnota pravdépodobnosti

Analyza variance pro hodnocené parametry (viz Tab. 10) ukazala vyznamny vliv
jednotlivych faktori a interakci mezi nimi na jednotlivé vynosové parametry. Vynos
zrna na rostlinu byl statisticky prikazné ovlivnén pouze genotypem a barvou pluchy.
Hmotnost tisice semen byla prikazné ovlivnéna lokalitou, genotypem a barvou pluchy.
Podil zrn nad sitem 2,0 mm (velikost zrna) byla prikazné ovlivnéna jak lokalitou, tak
genotypem a barvou pluchy, ale i interakcemi mezi lokalitou, genotypem a barvou

pluchy.

Z grafu (Obr. 8 a Obr. 9) je patrné statisticky priikazné snizeni HTS a podilu zrn na
sussi lokalité (Zabéice). Snizeni vynosu na jednu rostlinu bylo statisticky nevyznamné.
Priméma hodnota HTS byla na lokalité Zabéice 44,1 g a na lokalitd Brno 47,7 g.
Primérna hodnota podilu zrn nad sitem 2,0 mm byla na lokalité Zabéice 92 % a na

lokalité Brno 98,8 %.
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Soucas ny efekt: F{1, 173=30,437, p=,00000
Vertikaini s loupce oz nacuji 0,95 intervaly s polshlivosti
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Obr. 8 Porovndni hmotnosti tisice semen (g) na lokalitach Brno a Zabcice

Soudas ny efelt: F{1, 17%=98 551, p=0.0000
Vertikalni s loupce cznaduji 0,95 intervaly s polehlivosti
101 T T
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Emo Zabéice
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Obr. 9 Porovnani podilu zrn (% nad 2,0 mm) na lokalitach Brno a Zabcice

Na obou lokalitaich byly hodnoceny sledované parametry s ohledem na plvod
(genotyp s ohledem na reciproké kiizeni) a barvy pluchy. Ve vSech hodnocenich byly

pozorovany rozdily v zavislosti na pivodu (rodi¢ovské kombinaci). U hodnot HTS byly
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pozorovany prukazné rozdily v zavislosti na pivodu a barvé (Obr. 10). Pokud byl
Tadmor pouzity jako matefskd rostlina, odvozené linie vykazovaly na suché lokalité

niz$i poskozeni ve vSech sledovanych parametrech.

Soudasmy ekl F(3, 173)=1,0243, p= 38329
Wertikilni sloupce oznacuji 0,95 intervaly spolehl ivosti
52
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TxI(T) TxI (8) IxT (T) IxT (8) Fabiice

Obr. 10 Porovnani rozdilii hmotnosti tisice semen v zavislosti na rodicovské kombinaci
a barvé pluchy na lokalitach Brno a Zabcice
* T -Tadmor; J— Jersey; (T) — tmava barva pluchy; (S) — svetla barva pluchy

U hodnot podilu zrn nad 2,0 mm byly pozorovéany prikazné rozdily v zavislosti na
puvodu a barvé (Obr. 11). Pokud byl Tadmor pouzity jako mateiska rostlina, odvozené

linie vykazovaly na suché lokalité vyssi hodnoty tohoto parametru v porovnani s liniemi

JxT.
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Soudssny efekt: F{3, 173)=12,386, p=,00000
Vertikalni s loupoe cznaduji 0,95 intervaly s polehlivosti
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Obr. 11 Porovndni rozdilii podilu zrn (% nad 2,0 mm) v zavislosti na rodicovské
kombinaci a barvé pluchy na lokalitdch Brno a Zabcice
* T -—Tadmor; J—Jersey; (T) — tmava barva pluchy, (S) — svetla barva pluchy

Vysledky hodnoceni zdravotniho stavu sledovanych linii na lokalitich Zabgice a
Brno byly zpracovany do histogramu (Obr. 12). Zhistogramu je ziejmé, Zze
V hodnoceném potomstvu TxJ a JXT se vyskytovaly linie s riznym stupném napadeni.
Pfevazna cast hodnocenych linii generace F5 vSak nevykazovala zndmky viditelného

napadeni padlim travnim (stupeii 9).
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Obr. 12 Hodnoceni intenzity napadeni rostlin padlim travnim u linii generace F5
péstovanych v polnich podminkdch

5.1.2 Hodnoceni kvalitativnich parametra

U hodnocenych linii a jejich rodica byl ve sklizni na obou lokalitach stanoven

obsah skrobu a dusikatych latek v zrnu.

Stanoveni obsahu dusikatych latek a Skrobu

Tab. 11 Analyza variance pro obsah dusikatych latek a Skrobu

L Dusikaté latky Skrob
zd bilit = .
roj variability a1 P& o pe .

Stanovité 1 309,28 | 0,000000 | 841,0 | 0,000000
Kombinace + barva 3 12,78 | 0,000000 | 19,3 | 0,000240
Interakce
lokalita*komb.+barva 3 8,44 | 0,000012 | 2,7 | 0,421901
Chyba 170 0,92 2,8

d.f. — stupné volnosti; PC — primérny ctverec; p — hodnota pravdépodobnosti
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Analyza variance pro hodnocené parametry (viz Tab. 11) ukazala odlisny vliv
jednotlivych faktort a interakci mezi nimi na jednotlivé kvalitativni parametry. Obsah
dusikatych latek byl prukazné ovlivnén lokalitou, tak genotypem a barvou pluchy, ale i
interakcemi mezi lokalitou, genotypem a barvou. Obsah Skrobu byl prikazné ovlivnén
lokalitou, genotypem a barvou pluchy. Na zakladé¢ téchto vysledkti bylo mozné
naslednym testovanim zjistit statisticky prukazné rozdily mezi primérnymi hodnotami
obsahu dusikatych latek i skrobu (viz Obr. 13,14).

Obsah dusikatych latek u linii péstovanych na lokalité Zabgice byl statisticky
prikazné vys$i nez u linii péstovanych na lokalité Brno (Obr. 13). Na lokalité Zabgice
vSak nebyl pozorovan prikazny rozdil tohoto parametru (obsah dusikatych latek)
Vv zavislosti na piivodu linii. Naproti tomu na lokalité¢ Brno byly pozorovany prikazné
rozdily v primérnych hodnotach dusikatych latek v zrnu, v zavislosti na ptavodu linii
(pramé&rmé hodnoty se pohybovaly na lokalité Zab&ice od 16,3 % do 16,8 % a na lokalité
Brno od 13 % do 14,7 %). Primérné hodnoty tohoto znaku u linii JXT (T) a JXT (S)
(Jersey pouzit v kiiZeni jako matka) se statisticky prikazné liSily od primérnych hodnot
linii TxJ (T) a TxJ (S) (Tadmor pouzit v kiizeni jako matka). Z grafu je také patrné, ze
na obsah dusikatych latek neméla vliv barva pluchy.

Obsah dusikatych latek v zrnu byl hodnocen na obou lokalitich také u rodica.
Z Tab. 12 je zfejmé, Ze u Jersey bylo dosazeno primérnych hodnot na lokalité Zabgice
17,82 % a na lokalité¢ Brno 14,63 %. U Tadmoru bylo dosazeno primérnych hodnot na
lokalit& Zabgice 17,47 % a na lokalité Brno 16,29 %.
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Soucasny efekt F(3, 170)=9 1777, p=,00001

Verikalni sloupce oznaduji 0,95 intewvaly spolehlivodi
18,0
175
17,0 +
16,5 ¢
16,0
155 ¢
150 ¢+
145 ¢

140 | -
135 | e

13,0 } H/ ]
| == gtanovidté

1257 Brno

12,0 ' ' ' ' —f— ganoviité
TAT) TWE T T) KT (S) 3abiice

Obsah dusikatych latek (%6

Obr. 13 Porovnani obsahu dusikatych latek u linii jecmene generace F5 péstovanych na
lokalitdch Brno a Zabcice z hlediska kombinace a barvy

Tab. 12 Obsah dusikatych latek (%) u rodicovskych odrid Tadmor a Jersey
Brno | Zabgice
Jersey 14,63 17,82
Tadmor 16,29 17,47

Obsah Skrobu u linii péstovanych na lokalité Brno byl statisticky prikazné vyssi nez
u linii péstovanych na lokalité Zabg&ice (Obr. 14). Na lokalitaich Brno a Zabgice vsak
nebyly pozorovéany priikkazné rozdily tohoto parametru (obsah Skrobu) v zavislosti na
ptvodu linii a ani v zavislosti na barvé pluchy. Pouze v pfipadé primémych hodnot
dosahovanych u linii kombinace TxJ se svétlou barvou pluchy a JxT s tmavou barvou
pluchy byly pozorovany priikazné rozdily na lokalité Zabéice. Primérné hodnoty tohoto
parametru TxJ (S) dosahovaly 55,4 % a pramérné hodnoty kombinace JXT (T) byly
nizsi, dosahovaly pouze 53,8 %. Pramérné hodnoty se pohybovaly na lokalité Zabgice
od 53,8 % do 55,2 % a na lokalité Brno od 58,3 % do 59,8 %.

Obsah skrobu v zrnu byl hodnocen na obou lokalitach také u rodi¢t. Z Tab. 13 je
ziejmé, e u Jersey bylo dosazeno pramérnych hodnot na lokalité Zabgice 57,44 % a na
lokalit¢ Brno 60,39 %. U Tadmoru bylo dosazeno primérnych hodnot na lokalité
Zabgice 53,25 % a na lokalit& Brno 55,38 %.
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Obr. 14 Porovnani obsahu Skrobu u linii jecmene generace F5 péstovanych na
lokalitach Brno a Zabcice z hlediska kombinace a barvy

Tab. 13 Obsah skrobu (%) u rodicovskych odriid Tadmor a Jersey

Brno | Zabcice
Jersey 60,39 57,44
Tadmor 55,38 53,25

5.2 Hodnoceni experimentalnich linii je¢cmene z hlediska pritomnosti

genu rezistence vaéi padli (mlo)

5.2.1 Detekce alely mlo11l

Pfitomnost alely mloll v odradé Tadmor, Jersey, jeho rodi¢i Apex a Alexis a

odridy Derkado nesouci alelu mloll byla hodnocena za pomoci specifickych primert

(Piffanelli et al., 2004). Specifické PCR produkty byly vizualizovany na 1,5% gelu, viz

Obr. 15. Specificky produkt typicky pro mloll (530 pb) byl nalezen pouze u odrudy

Apex a odridy Derkado.

54




QIAGEN PCR Kit
mlo07646F / mlo07646R

Ta(-) Je(-) Ap (+) Al(-) De(+)

Obr. 15 Detekce pritomnosti alely mlol1 u odriid Tadmor (Ta), Jersey (Je), Apex (Ap),
Alexis (Al) a Derkado (De, nezavisla kontrola)
+ pritomnost alely mlol 1, - nepritomnost alely mlol 1

5.2.2 Detekce alely mlo9

Pritomnost alely mlo9 byla hodnocena v odrudach Tadmor, Jersey, rodi¢t odrudy
Jersey (Apex, Alexis) a liniich, které byly vybrany na zakladé hodnoceni zdravotniho
stavu. Linie 1/3, 1/11, 1/19, 1/23, 1/28, 1/49, 2/8, 2/11, 2/22, 2/28, 2/35, 2/44
vykazovaly symptomy napadeni, linie 1/5, 1/14, 1/22, 2/25, 1/35, 216, 2/12, 2/15, 2/30,
2/41, 2/45 nevykazovaly symptomy napadeni. Alela mlo9 byla identifikovana pomoci
specifickych primert (Kokina et al., 2008). Specificky PCR produkt po S$tépeni

enzymem Hhal byl vizualizovan na 1,5% gelu, viz Obr. 16, 17.

mf) ALE APE JER JER 13 111 1/19 123 1728 2/8 1/49 2111 2/22 228 2135

Obr. 16 Detekce pritomnosti alely mlo9 u odridy Jersey (JER) a jeho rodicii Apex
(APE) a Alexis (ALE) a linii zdravych oznacenych jako 1/3, 1/11, 1/19, 1/23, 1/28, 1/49,
218, 2111, 2122, 2/28, 2/35, 2/44

+ pritomnost alely mlo9; - nepritomnost alely mlo9
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Specificky produkt typicky pro mlo9 (272 pb + 49 pb) byl nalezen o odridy Jersey,
Alexis. Alela mlo9 byla nalazena i u vsech linii 1/3, 1/11, 1/19, 1/23, 1/28, 1/49, 2/8,
2/11, 2/22, 2/28, 2/35, 2/44, které byly na zakladé posouzeni urovné napadeni

hodnoceny jako odolné.

MW (pb)

ALE APE JER TAD 1/5 a 1422 2/25 1/35 2/6 2/12 2/15 2/30 2/41 2/45

Obr. 17 Detekce pritomnosti alely mlo9 u odrid Tadmor (TAD), Jersey (JER), jeho
rodiciit Apex (APE) a Alexis (ALE) a linii napadenych oznacenych jako 1/5, 1/14, 1/22,
2125, 1/35, 216, 2/12, 2/15, 2/30, 2/41, 2/45

+ pritomnost alely mlo9; - nepritomnost alely mlo9; H - heterozygot

Specificky produkt typicky pro mlo9 (272 pb + 49 pb) byl nalezen pouze u odridy
Jersey, Alexis a také linie 2/45, ktera na zaklad€ posouzeni zdravotniho stavu byla nami
klasifikovana jako néachylnd. Tato linie vSak vykazovala odliSny stupenn napadeni na
lokalité Brno a Zabgice, nelze proto vyloudit zaménu genotypu. Tato skuteénost bude
dale provéfovana. Odriida Tadmor, Apex a linie oznacené jako 1/5, 1/14, 1/22, 2/25,
1/35, 2/12, 2/15, 2/30, 2/41 nemaji pritomnu alelu mlo9. Pro tuto alelu (WT) je typicka
ptitomnost tii produkti po S$tépeni enzymem Hhal. Na Obr. 17 produkty o velikosti
77 pb a 49 pb splyvaji do jednoho spodniho produktu. Z vysledku je patrné, ze linie 2/6

vykazovala znamky heterozygota.

5.3 Hodnoceni vlivu osmotického stresu na zmény osmotického
potencialu listi a stanoveni obsahu prolinu

U odrad Tadmor a Jersey a vybranych linii generace F5 odvozenych z kiiZeni

téchto odrid byl hodnocen vliv osmotického stresu na zmény osmotického potencialu
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listti a obsahu prolinu. Linie oznacené jako 1/2, 1/23, 1/28 vysly z kiizeni TxJ a linie
oznacené jako 2/8, 2/12, 2/25 vysly z ktizeni JxT.

Na zaklad¢ vysledka (Obr. 18) bylo zjisténo, Ze V optimalnich podminkach
vykazovaly linie 1/2, 2/12 primémé hodnoty osmotického potencialu obdobné jako
rodicovskd odrida Jersey. Linie 1/23, 1/28, 2/8 a 2/25 vykazovaly vyssi (zapornéjsi)
pramérné hodnoty osmotického potencidlu nez odrida Jersey. V podminkach
osmotického stresu vykazovaly vSechny linie vyssi (zaporné€jsi) hodnoty osmotického
potencialu nez odriida Jersey. Hodnoty osmotického potencidlu u druhé rodicovské
odridy Tadmor dosahovaly nizSich hodnot v kontrolnich podminkiach nez

V podminkach osmotického stresu.

Tadmor Jersey 12 123 1128 218 212 2/25
0,5 -

-05 1

-1.5 ==

2,5 7 | BKontrola WPEG oRozdil |

Obr. 18 Stanoveni osmotického potencidalu listi odrid Tadmor a Jersey a linii
vybranych z potomstva téchto odriid, pestovanych v podminkdach osmotického stresu (-
0,3 MPa); sloupce v grafu vyjadiuji priimérné hodnoty sledovaného znaku + SD

Z vysledku zobrazenych v grafu na Obr. 19 je zifejmé, ze testované linie, s vyjimkou
linie 2/8, vykazovaly v podminkach fyziologického sucha vyssi obsah prolinu v listech
oproti rodi¢ovské odridé¢ Tadmor. Odriida Jersey se vyznacovala vyS$§im obsahem
prolinu neZ odrtida Tadmor. Linie 1/28, 2/12 a 2/25 vykazovaly vy$s$i obsah prolinu nez
rodicovska odriida Jersey. Nevyssi obsah prolinu vykazovaly linie 2/25 a 2/12, které se

vyznacuji i vy$§im osmotickym potencialem (viz Obr. 18). Linie 2/8 m¢la velmi nizky
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obsah prolinu ve srovnani s rodiCovskymi odriidami Tadmor a Jersey a vykazovala i

niz§i osmoticky potencial.
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Obr. 19 Stanoveni obsahu prolinu u rodicovskych odrid Tadmor a Jersey a linii
vybranych z potomstva téchto odrid, péstovanych v kontrolnich podminkach (K) a
podminkdch osmotického stresu (P) (-0,3 MPa)

Korelace mezi obsahem prolinu a hodnotami osmotického potencialu jsou uvedeny
v grafech na Obr. 20, 21, 22. Korelaéni koeficient mezi hodnotami osmotického
potencialu a prolinu u linii byl 0,797 (o = 0,01). Korela¢ni koeficient mezi hodnotami
osmotického potencidlu a prolinu u linii, u kterych byla odrida Tadmor pouzZita v
ktizeni jako matka, byl 0,841 (a = 0,01). Korelaéni koeficient mezi hodnotami
osmotického potencialu a prolinu u linii, u kterych byla odrida Jersey pouZita v kiizeni

jako matka, byl 0,843 (a.=0,01).
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Obr. 20 Porovnani hodnot osmotického potencidalu a obsahu prolinu (n=16)
1 0,06
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Obr. 21 Porovnani hodnot osmotického potencialu a obsahu prolinu u odridy Tadmor a

linit, kde byla odriida Tadmor v kiizeni pouzita jako matka (n==8)
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Obr. 22 Porovnani hodnot osmotického potencidlu a obsahu prolinu u odridy Jersey a
linii, kde byla odriida Jersey v krizeni pouzita jako matka (n=8)
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6 DISKUZE

Vyuziti ,,exotickych® genotypl je¢mene jako donorti odolnosti k suchu je v naSich
podminkach omezeno tim, Ze tyto genotypy byvaji nositeli znaku, které zhorsuji kvalitu
a snizuji vynosovy potencidl. Souvisi to s jejich adaptaci na extrémné odlisné Zivotni
podminky. V ramci této prace byly testovany linie odvozené z kiizeni jeCmene se
sladovnickou kvalitou s takovouto ,.exotickou” odridou, jakou je odrada Tadmor,
pochazejici ze Syrie. Ziskané potomstvo (linie F5 generace) bylo hodnoceno z hlediska
vynosového potencidlu, zdravotniho stavu a kvality zrna na dvou lokalitach s odlisSnymi
vldhovymi podminkami.

Porovnani vynosotvornych parametrii ziskanych z lokality Brno a lokality Zabgice
ukazalo jednoznaéné, Ze na sudsi lokalité Zab¢ice doslo ke zhorseni viech sledovanych
vynosotvornych parametri. Nejzietelnéjsi (statisticky prikazné) rozdily byly patrné u
HTS a podilu zrna nad sitem 2,0 mm. U parametru vynos zrna na rostlinu byly rozdily
mezi obéma lokalitama neprikazné. Vliv sucha na zhorSeni téchto parametrii se obecné
ptedpoklada (Kunzova et al.,, 2009). Pouze u hodnot HTS nemusi byt vliv sucha
jednoznacny. Za urcitych podminek maji nékteré genotypy schopnost kompenzovat
ztraty vynosu zplsobené suchem zvySenim HTS. Napiiklad kdyZz dojde k zaschnuti
odnozi nebo vlivem sucha béhem tvorby zrna v klasu (Janick et al., 2013). Hodnoty
vynosu zrna na rostlinu pro jednotlivé lokality byly v naSem ptipad¢ ¢astecné zkresleny
skute¢nosti, ze na lokalité Zabgice byly vice poskozeny padlim v disledku silngjsiho
infekéniho tlaku. U parametru HTS byl nejvic patrny vliv genotypu. Na obou lokalitach
dosahovaly vys$si hodnoty HTS linie, u kterych byla odrida Tadmor pouzita jako
matefska odriida. V Brné byly zjistény statisticky prikazné rozdily mezi primérnymi
hodnotami HTS linii TxJ (T) a JXT (T i S). V Zabéicich byly zjistény prikazné rozdily
v primérnych hodnotach HTS mezi liniemi TxJ (T) a JxT (T). Pokud rozdily v tomto
parametru souvisi pfevazn€ s poSkozenim vlivem sucha, je mozZno fict, Ze linie, U
kterych odolngjsi odriida Tadmor byla pouzita jako matka, byly méné poskozeny nez
linie, kde jako matka byla pouzita odrida Jersey — odrida vice citliva na sucho. To
souhlasi s charakteristikou odridy Tadmor popsané v praci Teulat et al., 2001, ktefti
vyuzivali Tadmor v kiizeni s odridou ER/Apm (Teulat et al., 1997). Také odrida
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Tadmor dosahovala na obou lokalitich vys$i hodnoty HTS nez odriida Jersey.
Z hlediska parametru HTS nedoslo u testovanych linii ke zhorSeni oproti odride Jersey.

U sladovnickych jeCment je vyznamny parametr podil pfedniho zrna. Co se tyka
Tadmoru a jeho potomstva, nebylo mozno velikost pfedniho zrna hodnotit piepadem
nad sitem 2,5 mm, vzhledem k odlisnému tvaru semen odrudy Tadmor (obilky jsou
uzké a protahlé). Nicméné hodnoceni pfepadu nad 2,0 mm umoznilo odlisit snizeni
tohoto parametru na suché lokalité Zab&ice a odlisit vliv genotypu i kombinace
genotypu s lokalitou. Na suché lokalité Zabgice byly vyrazné rozdily (statisticky
prukazné) mezi liniemi, kde jako matka byla odriida Tadmor a liniemi, kde byla jako
matka odriida Jersey. U odriid s matetskym genotypem Tadmor nedoslo k vyraznému
poklesu podilu zrna nad sitem 2,0 mm, zatimco u linii s matefskym genotypem Jersey
byl vyrazny pokles tohoto podilu oproti lokalit¢ Brno. Z hlediska vynosovych
parametrl se jako lepsi jevily linie, které mély odolnéjsi odridu Tadmor jako matku.
Vliv matroklinni dédi¢nosti, ktery je témito vysledky naznacen, neni nijak piekvapujici.
Odolnost vici abiotickému stresu je komplexni znak (napf. Blum et al., 2011), na
kterém se kromé jaderného genomu mohou podilet také geny nesené mitochondriemi a
chloroplasty (Winfield et al., 2010).

Pro sladovnické ucely je u jeCmene dulezity nizsi obsah dusikatych latek a vysoky
obsah skrobu (Goodall et al., 2013). Obsah obou latek je ovlivnén jednak genotypem,
ale velky vliv ma také prostiedi — vyziva, abioticky stres i bioticky stres (Hruby et al.,
2009; Psota et al., 2008). V nasich pokusech nebyl hodnocen vliv vyzivy, ale pouze vliv
lokality, které se lisily intenzitou abiotického stresu (odliSna pidni vlhkost). Zrno
sklizené na sussi lokalit (Zabgice) vykazovalo obecné vyssi obsah dusikatych latek nez
zrno sklizené na vlh¢i lokalité v Brné. Je tedy ziejmé, Ze vétsi sucho zplsobilo zvySeni
obsahu proteinii a soucasné sniZzeni obsahu Skrobu v zrnu, coz je v souladu s vysledky
napi. Klem et al. (2010) a Robredo et al. (2011). Intenzita stresu na suché lokalité byla
na takové urovni, ktera prevazila vliv genotypu. I tento jev byva pozorovan v
experimentech hodnoceni trovné tolerance k suchu (Akhter et al., 2008). Prikazny vliv
genotypu na obsah dusikatych latek byl pozorovan pouze na lokalit¢ v Brng€. Nizsi
obsah dusikatych latek byl pozorovan u linii, které ve svém genotypu maji Tadmor jako
matku. I kdyz je Tadmor odrida s vys$S§im obsahem dusikatych latek nez odriida Jersey,
je odolné&jsi vici suchu. Mizeme proto predpokladat, Ze rozdily v obsahu dusikatych

latek na lokalit€¢ Brno byly zptisobeny vyssi odolnosti vii¢i suchu u linii, u kterych je
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Tadmor jako matka. VSechny péstované linie na obou lokalitach se vSak vyznacovaly
relativné vysokym (vys$im nez 11%) obsahem dusiku, a proto by tyto genotypy nebyly
vhodné pro sladovnické ucely. Mohly by vSak byt vyuzity pro Slechténi odrid vhodnych
pro vyzivu zvitat, ptipadné lidskou vyzivu (Vaculova et al., 2011).

Hodnoty vynosotvornych parametri souvisi také se zdravotnim stavem rostlin.
Proto bylo u linii na obou lokalitich hodnoceno napadeni rostlin padlim travnim, které
patogenem, u kterého se projevily zietelné symptomy napadeni. Donorem rezistence
viéi tomuto patogenu byla v nasem kiizeni odrida Jersey, u které je uvadéna
ptitomnost blize nespecifikovaného genu mlo. V polnich podminkach byly pozorovany
viditelné rozdily mezi jednotlivymi liniemi z hlediska intenzity napadeni padlim.
Vyskytovaly se linie bez symptomu napadeni (stupen 9) i linie siln¢ napadené (stupent
1). Vzhledem k tomu, ze mlo je lokalizovano na jaderném genomu (chromozom 4H)
(Shtaya et al., 2006), 1ze piedpokladat, Ze u tohoto znaku nebude hrat roli matroklinni
dédi¢nost. Nase predbézné vysledky tomu odpovidaji.

Vzhledem k nejednoznaénym vysledkim hodnoceni symptomt padli u rodica a
testovanych linii byla provedena molekularni analyza ptitomnosti genu mlo11 a mlo9 u
rodi¢t (Tadmor a Jersey) a linii, které byly vybrany na zakladé hodnoceni zdravotniho
stavu a které byly klasifikovany jako zdravé a napadené. Soucasné byla ptitomnost genu
mlol1l a mlo9 hodnocena u rodi¢t odrudy Jersey (Apex — mloll, Alexis — mlo9) a
nezavislé kontrolni odriidy Derkado (nositel mloll). Pfi¢emz u odrady Jersey podle
dostupnych poznatkti neni blize specifikovana alela genu mlo. Z rodokmene lze
piedpokladat, ze by se mélo jednat o mloll nebo o mlo9 (www.crpmb.org). Nase
vysledky ukézaly, Zze odriidy Tadmor i1 Jersey stejné jako rodiCovskd odrida Alexis
nemaji pfitomnu alelu mloll. Zatimco u odridy Apex a odridy Derkado se ptitomnost
alely mlo11 potvrdila.

Soucasné byla u odriid Tadmor, Jersey, rodict odrady Jersey (Apex, Alexis) a linii,
klasifikovanych jako zdravé a napadené, detekovana ptitomnost alely mlo9. Nase
vysledky potvrdily pfitomnost alely mlo9 u odrtidy Jersey, Alexis a i u vSech linii, které
byly klasifikovany jako zdravé. U linii, které byly klasifikovany jako napadené, se
ptitomnost alely mlo9 nepotvrdila. Jedinou vyjimku tvofila linie 2/45, kterd i pies
napadeni padlim ma pfitomnu alelu mlo9. Tato linie v§ak vykazovala odlisny stupen

napadeni na lokalit® Brno a Zabgice. Nelze proto vyloudit zaménu genotypu. Tato
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skuteCnost bude dale provéfovana. Linie 2/6 je heterozygotni pro danou alelu.
Cizospraseni v tomto ptipad¢€ nelze vyloudit, jelikoz linie nebyly péstovany v izolaci. U
nekterych linii byla pozorovana vyssi rezistence vuci padli ve srovnani s jinymi liniemi,
tato vys$i rezistence by mohla byt spojena S piitomnosti i jinych geni rezistence
pivodem z Tadmoru nebo i Jersey (mlal2) (www.crpmb.org), ptipadné rekombinaci
genti obou rodi¢t. Dreiseitl et al. (2011) zjistili, ze odrida Tadmor nese urcité geny
rezistence vuci padli travnimu, tyto geny jsou ale G¢inné jen proti specifickym rasam
padli, které se v Ceské republice nevyskytuji a vyskytuji se pouze v misté piivodu této
odridy.

Odrida Tadmor, ktera byla v naSem kiizeni za donor tolerance k suchu, se
vyznaduje vysokym osmotickym potencidlem kofent (Teulat et al., 1997), proto byla u
vybranych linii hodnocena reakce na fyziologicky stres v nddobovém pokusu vedeném
v fizenych podminkéach. Bohuzel se nepodatilo prokazat vysoké hodnoty osmotického
potencidlu u odriidy Tadmor, protoze se za danych experimentalnich podminek choval
nestandardné (stres v kontrolnich podminkach) (Holkova et al., 2010). Linie, které mély
odridu Tadmor jako matku, vykazovaly ve stresovych podminkdch vétsi hodnoty
osmotického potencidlu (zapornéjs$i) nez odriida Jersey. Mezi liniemi, které meély
odrtidu Jersey jako matku, jedna vykazovala troven osmotického potencialu podobnou
jako Jersey a dvé mély hodnotu osmotického potencialu vyrazné vyssi (zaporngjsi) nez
odrida Jersey. Protoze byl osmoticky potencial hodnocen na rostlinach, které
nevykazovaly znamky vadnuti, je mozno piedpokladat, Ze hodnoty osmotického
potencialu nebyly ovlivnény ztratou vody z buné¢k a vyjadiuji tedy aktivni mechanismus
vodniho rezimu. Tento vysledek odpovida hodnoceni obsahu prolinu v listech
stresovanych rostlin. Vysoké korelace mezi hodnotami osmotického potencidlu a
obsahu prolinu naznacuji aktivni mechanismus zapojeny v ochrang rostlinné bunky pted
ztratou vody. Je zndmo, Ze k vys$i akumulaci prolinu dochédzi zejména za stresovych
podminek zptisobenych suchem, zasolenim, UV zafenim a biotickymi Ciniteli (Szabados
et al., 2009). Bandurska et al., (2000) zjistili, Ze rostliny vystavené stresu suchem maji
vy$$i schopnost akumulovat prolin, ktery pozitivné koreluje s niz§im poSkozenim
osmoprotektanti (Grzesiak et al., 2013). Zjisténé vysledky osmotického potencialu a
obsahu prolinu vSak Upln€¢ neodpovidaji fenotypu pozorovanému v polnich

podminkach. Zejména rostliny linie 2/12 vykazovaly V polnich podminkach nizké
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vynosové parametry na obou lokalitach, které vSak byly zplsobeny pravdépodobné
nachylnosti k padli. V roce 2014 vykazovaly rostliny této linie znacné poskozeni
(stupeni 1). Hodnoceni fenotypu V polnich podminkach ovliviiuje vice faktorti at’ uz
abiotického nebo biotického ptivodu. Vysledky laboratornich hodnoceni mohou byt
zdrojem uzitenych informaci pro Slechtitele, které doplni poznatky z polnich

podminek.
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7 ZAVER

U vybranych linii je¢émene jarniho, které byly odvozené z k¥izeni sladovnické
odridy Jersey se syrskou odridou Tadmor, byla hodnocena tada parametrt, které
mohou vypovidat o reakcich na stresové podminky, at’ uz abiotického nebo biotického
puvodu.

U linii generace F5 péstovanych na lokalitich Brno a Zabé&ice byly hodnoceny
kvalitativni a kvantitativni parametry. Na zhorSeni vynosotvornych parametrit méla vliv
sussi lokalita Zabgice oproti lokalité Brno. Nejzietelngjsi snizeni vynosotvornych
parametril bylo pozorovdno u HTS a podilu zrna nad sitem 2,0 mm. Vyrazny vliv
genotypu byl zjistén u hodnot HTS, kde linie, u kterych byla odrida Tadmor pouzita
jako matefska rostlina, vykazovaly vyss$i hodnoty HTS, nez linie, u kterych byla jako
matefska rostlina pouzita odruda Jersey. Obdobné vysledky byly zjistény i u podilu zrna
nad sitem 2,0 mm. U odrid s matefskym genotypem Tadmor nedoSlo k vyraznému
poklesu podilu zrna nad sitem 2,0 mm, zatimco u linii s matefskym genotypem Jersey
byl pokles tohoto podilu vyrazny. Z hlediska vynosovych parametra se jako lepsi jevily
linie, které mély odolnéjsi odriadu Tadmor jako matku.

Z kvalitativnich parametrti byl u sklizeného zrna hodnocen obsah dusikatych latek a
obsah skrobu. Bylo zjiiténo, Ze zrno sklizené na sussi lokalité Zab¢ice vykazovalo vyssi
obsah dusikatych latek nez zrno sklizené na lokalit¢ v Brné. Vliv genotypu byl potvrzen
jen u obsahu dusikatych latek. Bylo zjiSténo, Ze linie, u kterych byl Tadmor pouzit
v kiiZeni jako matka, vykazovaly niZ§i obsah dusikatych latek. Vzhledem k vysokému
obsahu dusikatych latek (nad 11 %) nejsou tyto linie vhodné pro S$lechténi
sladovnickych odriid, ale mohly by byt vyuzity pro Slechténi odriid vhodnych pro
vyzivu zvitat, ptipadné lidskou vyzivu.

U linii na obou lokalitach bylo hodnoceno napadeni rostlin padlim travnim. Mezi
jednotlivymi liniemi byly pozorovany viditelné rozdily ve stupni napadeni padlim
travnim. Vyskytovaly se linie bez symptomu napadeni (stupeni 9) i linie silné napadené
(Stupen 1).

Nositelem genu rezistence byla v nasem kfiZzeni odrida Jersey, u které je uvadéna
ptitomnost blize nespecifikovaného genu mlo. Molekularnimi analyzami byla potvrzena

ptitomnost alely mlo9. U Tadmoru nebyla prokazana pfitomnost ani mlol1l ani mlo9.
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Pritomnost alely mlo9 byla identifikovana u vsSech testovanych linii, které byly
klasifikovany jako zdravé.

U linii péstovanych v nadobovém pokusu byla hodnocena reakce na fyziologicky
stres (-0,3 MPa). Bylo zjisténo, ze linie, které mély odridu Tadmor jako matku,
vykazovaly ve stresovych podminkdch vét§i hodnoty osmotického potencidlu
(zaporngjsi) nez odruda Jersey. Linie, u Kterych byla odriida Jersey pouzita v kiizeni
jako matka, vykazovaly uroven osmotického potencialu podobnou jako Jersey, vyjma
dvou linii, které mély hodnotu osmotického potencialu vyrazné vyssi (zapornéjsi) nez
odrida Jersey. Byl zjistén silny korela¢ni vztah mezi hodnotami osmotického potencialu
a obsahem prolinu. Tyto vysledky poukazuji na aktivni mechanismus zapojeny V
ochrang rostlinné bunky pted ztratami vody.

Na zéklad¢ vysokych hodnot kvalitativnich a kvatitativnich parametrt, dale dobré
reakce rostlin na fyziologické sucho a detekce pritomnosti genu rezistence bych pro
dalsi Slechtitelské¢ vyuziti doporucila linie 1/23 a 1/28, které ve sledovanych
parametrech vykazovaly vys§i odolnost k suchu na Urovni vynosu i kvality zrna a

soucasné pritomnost mlo9, ktera indikuje rezistenci vuci padli travnimu.
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9 PRILOHY

Tab. 14 Pritbéh klimatickych podminek na sussi lokalité Zabéice (data poskytnuta Ing.
Brotan, Ustav agrosystémii a bioklimatologie)

Mésic | Datum Prunz‘.) g;plota Max(.otce;)lota Mlntotég)lota S(l;ﬁfnk)y
unor 1-10 0,9 4,5 -2,6 9,20
11-20 33 8,9 -2,6 2,80
21-29 4.4 10,4 -1,9 0,60
1-29 2,8 79 -2,4 12,6
biezen 1-10 6,1 13,0 -0,6 0,20
11-20 9,2 16,8 1,6 4,00
21-31 10,0 17,1 2,4 1,40
1-31 8,5 15,6 1,1 5,6
duben 1-10 11,6 19,5 3,8 2,01
11-20 8,7 16,5 1,3 2,41
21-30 15,1 21,6 8,6 6,80
1-30 11,8 19,2 4,6 11,2
kvéten 1-10 13,3 20,9 5,6 10,00
11-20 12,2 17,0 7,5 31,80
21-31 17,8 24,4 11,3 21,00
1-31 14,4 20,8 8,1 62,8
&erven 1-10 18,9 27,2 9,2 0,40
11-20 19,5 26,5 11,3 1,20
21-30 18,2 25,6 10,0 41,80
1-30 18,8 26,4 10,2 43,4
éervenec| 1-10 20,4 27,7 12,4 7,80
11-20 22,3 30,9 13,5 8,40
21-31 21,7 29,0 16,1 68,80
1-31 215 29,2 14,0 85,0
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9.1 Seznam pouZitych zkratek

ABA kyselina abscisova

amol amylosa 1

AND etylén

Avr avirulence

Bgh Blumeria graminis f.sp. hordei
CcC coiled-coil

DNA deoxyribonukleova kyselina
FT-NIR Nicolet Antaris s Fourierovou transformaci
Horl hordeion 1

Hor2 hordein 2

Hor3 hordein 3

HTS hmotnost tisice semen

HSPs heat-shock proteins

ICARDA International Center for Agricultural Research in the Dry Areas
JA kyselina jasmonovéa

kDa kilodalton

LEA Late Embryogenesis Abundant
LRR leucin rich repeat

LTR long terminal repeat

lys3a lyzin 3a

Mla Mildew Locus a

Mlo Mildew Locus o

MPa Megapascal

MRNA mediatorova RNA

NBS nucleotide binding site

NIP Nodulin-26-like intrinsic proteins
NPA boxy aminokyselinové sekvence asparagin-prolin-alanin
OA osmotic adjustment

OP osmoticky potencial

PEG polyethylenglykol

PEN1 penetration 1
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PEN2
PEN3
PIP

Rar
RGH
Ror
ROS
SA
SIP
TIP
usJ

penetration 2

penetration 3

plasma membrane intrinsic proteins (vnitini proteiny plazmatické
membrany)

required for Mlal2 resistance
Resistance Gene Homolog
Required for mlo-resistance
Reactive Oxygen Species
kyselina salicylova

small basic intrinsic proteins
tonoplast intrinsic proteins

ukazatel sladovnické jakosti
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9.2 Seznam obrazku

Obr. 1 Reakce rostlin na stres zpisobeny zasolenim, suchem a chladem

Obr. 2 Antioxida¢ni obranny systém rostlin vystavenych suchu indukovany oxida¢nim
stresem

Obr. 3 Struktura akvaporinu

Obr. 4 Symptomy na listech — bélavé mycelium

Obr. 5 Umisténi genu mlo na chromozomu 4H

Obr. 6 Molekularni struktura genu mlo (Lipidova dvojvrstva plazmatické membrany je
znazornéna Sedou barvou. Kruhy s pismeny ptredstavuji aminokyseliny)

Obr. 7 Priklad zbarveni zrna u odrid Tadmor a Jersey a vybranych linii po kiizeni TxJ
Obr. 8 Porovnani hmotnosti tisice semen (g) na stanovistich Brno a Zabgice

Obr. 9 Porovnani podilu zrn (% nad 2,0 mm) na stanovistich Brno a Zab&ice

Obr. 10 Porovnani rozdilti hmotnosti tisice semen v zavislosti na rodi¢ovské kombinaci
a barvé pluchy na stanovistich Brno a Zabgice

Obr. 11 Porovnani rozdild podilu zrn (% nad 2,0 mm) v zavislosti na rodi¢ovské
kombinaci a barvé pluchy na stanovistich Brno a Zabéice

Obr. 12 Hodnoceni intenzity napadeni padlim travnim u linii generace F5 péstovanych v
polnich podminkach

Obr. 13 Porovnani obsahu dusikatych latek u linii jeémene generace F5 péstovanych na
stanovistich Brno a Zabgice z hlediska kombinace a barvy

Obr. 14 Porovnani obsahu Skrobu u linii jeCmene generace F5 péstovanych na
stanovistich Brno a Zabgice z hlediska kombinace a barvy

Obr. 15 Detekce ptitomnosti alely mlol1 u odrad Tadmor (Ta), Jersey (Je), Apex (Ap),
Alexis (Al) a Derkado (De, nezavisla kontrola)

Obr. 16 Detekce ptitomnosti alely mlo9 u odridy Jersey (JER) a jeho rodi¢t Apex
(APE) a Alexis (ALE) a linii zdravych oznacenych jako 1/3, 1/11, 1/19, 1/23, 1/28,
1/49, 2/8, 2

Obr. 17 Detekce pritomnosti alely mlo9 u odrid Tadmor (TAD), Jersey (JER), jeho
rodict Apex (APE) a Alexis (ALE) a linii napadenych oznacenych jako 1/5, 1/14, 1/22,
2125, 1/35, 216, 2/12, 2/15, 2/30, 2/41, 2/45/11, 2/22, 2/28, 2/35, 2/44
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Obr. 18 Stanoveni osmotického potencialu listd odrid Tadmor a Jersey a linii
vybranych z potomstva kiizeni téchto odrid, péstovanych v podminkach osmotického
stresu (-0,3MPa); sloupce v grafu vyjadiuji primérné hodnoty sledovaného znaku + SD
Obr. 19 Stanoveni obsahu prolinu u rodiovskych odrid Tadmor a Jersey a linii
vybranych z potomstva kiizeni téchto odrid, péstovanych v kontrolnich podminkach
(K) a podminkach osmotického stresu (P) (-0,3MPa)

Obr. 20 Porovnani hodnot osmotického potencialu a obsahu prolinu (n=16)

Obr. 21 Porovnani hodnot osmotického potencialu a obsahu prolinu u odrady Tadmor a
linii, kde byla odrtida Tadmor v kiizeni pouzita jako matka (n=8)

Obr. 22 Porovnani hodnot osmotického potencialu a obsahu prolinu u odrudy Jersey a

linii, kde byla odrida Jersey v kiizeni pouzita jako matka (n=8)
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9.3

Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.

Seznam tabulek

1 Charakteristika alel mlo

2 Chemické slozeni obilky je¢mene (%)

3 Hodnoty jakostnich ukazateld pro sladovnicky je¢men (CSN 46 1100-5, 2006)
4 Ukazatele sladovnickeé jakosti

5 Zakladni znaky sladiny vhodné pro chranéni zemépisné oznaceni Ceské pivo
6 Reak¢ni smés

7 Pribeh PCR reakce za stanovenych podminek

8 Reakéni smés

9 Priib¢h PCR reakce za stanovenych podminek

10 Analyza variance pro hmotnost tisice semen, vynos zrn na rostlinu a podil zrn

nad sitem 2,0 mm

Tab.
Tab.
Tab.
Tab.

11 Analyza variance pro obsah dusikatych latek a Skrobu
12 Obsah dusikatych latek (%) u rodicovskych odriid Tadmor a Jersey
13 Obsah Skrobu (%) u rodi¢ovskych odriid Tadmor a Jersey

14 Priibéh klimatickych podminek na sussi lokalité Zabéice
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