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WHEAT CULTIVAR TJELVAR AS A SOURCE OF BUNT (7illetia spp.)
RESISTANCE*

Veronika BLAZKOVA, Pavel BARTOS, Miroslav SKORPIK, Renata HANUSOVA

Research Institute of Crop Production — Division of Genetics and Plant Breeding,
Prague, Czech Republic

Abstract: The Swedish winter wheat cultivar Tjelvar, resistant to common bunt
[Tilletia laevis Kithn and T tritici (Bjerk.) Wint.] and dwarf bunt (7. controversa
Kiihn), was crossed with the Czech cvs. Hana and Regina; F,, F, and F;
progenies were developed from randomly selected plants. Twenty six F; lines of
the cross Tjelvar x Hana and 50 F; lines of the cross Tjelvar x Regina were
inoculated with a mixture of teliospores of Tilletia tritici (race T-1) and T laevis
(race L-5). Bunt reaction was evaluated in the field as percentage of infected ears
of the total number of ears. Differences in the disease level of F; lines were not
defined enough to enable postulation of the number of resistance genes. Selected
progenies of the crosses were tested also in F, and F5. Homozygous resistant
lines were selected that are earlier than cv. Tjelvar, with shorter straw and with-
out translocation 1BL.1RS that adversely affects baking quality. This material
could be used to develop common bunt resistant cultivars, which is consistent
with the aim for environment-friendly agriculture.

common bunt; dwarf bunt; resistance breeding; winter wheat; cv. Tjelvar

The best approach to manage dwarf bunt of wheat is to use resistant culti-
vars. Because of the likely decrease in use of chemical seed treatments, re-
sistance to common bunt may also gain in importance. For these reasons we
studied bunt resistance of wheat cultivars registered in the Czech Republic
(Blazkova, Barto§, 1995), as well as of foreign cultivars described as
bunt resistant (Blazkova, Barto3, 1997). Of the tested cultivars the
Swedish cv. Tjelvar showed very good bunt resistance and relatively good
agronomic traits. In Sweden it has been described also as resistant to dwarf
bunt. Therefore, we used it as donor of bunt resistance in crosses with two of
our cultivars. The objective was to find out how the resistance is transferred

* This work was supported by the Grant Agency of the Czech Republic, grant No. 513/94/1414.
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into the progenies, and to develop lines with the bunt resistance of Tjelvar
and better agronomic characters.

MATERIAL AND METHODS

The winter wheat cultivar Tjelvar was a registered and recommended cul-
tivar in Sweden (1984-1995). It possesses the translocation 1BL.1RS, i.e.
genes for resistance to rusts and powdery mildew that are now mostly inef-
fective in central Europe. It is also resistant to Stagonospora (Septoria) no-
dorum in Sweden. It is late and has a lower baking quality. The winter wheat
cv. Hana was registered in the Czech Republic in 1985 and remains one of
the most widespread cultivars because of very good baking quality. The cv.
Regina was registered in 1982 as a high yielding and adaptable cultivar and
is still widely grown.

Cv. Tjelvar was crossed as the female parent with cvs. Hana and Regina,
and F|, F, and F; progenies were developed from randomly selected plants.
In 1995, twenty-six F; lines of the cross Tjelvar x Hana, and one year later
50 Fj lines of the cross Tjelvar x Regina were inoculated with bunt by shak-
ing 10 g of seed with 10 mg of teliospores in a flask for 1 min. A mixture
1:1of T. tritici (race T-1) and T. laevis (race L-5) was used as inoculum.
Inoculated seed was sown in October in the field at Ruzyné in two 1m rows
0,2 m apart. Infection level was expressed as percentage of bunted ears of the
total number of ears. Inoculated parental cultivars were included as controls.

Of the cross Tjelvar x Hana, five plants from each of the most resistant F
lines were selected and tested again for bunt reaction as F, generation in the
following year. Plants of each of the three most resistant lines were harvested
as bulks and tested in Fs. Of the cross Tjelvar x Regina, five plants from each
of 13 resistant F; lines were tested in F,.

To make a preliminary evaluation of some agronomic traits we planted
53 single plant progenies selected from resistant F, lines of the cross Tjel-
var x Hana, and 22 single plant progenies from resistant F5 lines of the cross
Tjelvar x Regina. Agronomic characteristics had been considered at the se-
lection of these plants. Seed for this field trial was not inoculated with bunt.
The trial was sown at Ruzyné in October 1996 by Seedmatic on single field
plots of 2 m2. Overwintering, heading time, height of plants and yield were
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determined. Fifteen seedlings of the same progenies were tested in the green-
house with race 61 isolate 1887 of wheat leaf rust that is avirulent to resist-
ance gene Lr26 located on TIBL.1IRS. From the resistant or susceptible
reaction of each line we could determine which of them possess the translo-
cation 1BL.1RS.

RESULTS

The infection levels of 25 F; lines of the cross Tjelvar x Hana and 50 F;
lines of the cross Tjelvar x Regina are summarized in Fig. 1. One line of the
cross Tjelvar x Hana with an infection of 76,1% is not included, because the
high infection does not fit in with the range of the other lines for reasons
unknown to us. Both populations showed a similar trend in the infection
level. The average infection level was lower in 1996 when the progeny of the
cross Tjelvar x Regina was tested than in 1995 when that of Tjelvar x Hana
was examined. This can explain the larger number of lines without infection
in the progeny of the cross Tjelvar x Regina in 1996.

Percentage of bunt infection in the progenies of selected resistant lines
from the cross Tjelvar x Hana is given in Table I. Lines 21, 12 and 11 with
low infection levels in F; (0.0%, 1.0% and 4.6%, respectively) yielded the
most resistant progenies in F,. Bunt infection was nil or very low also in

bulked F¢ progenies from these lines. On the other hand, F, progenies from
40.0
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1. Percentage of bunt in randomly selected F3 lines from the crosses Tjelvar x Hana (25 lines)

and Tjelvar x Regina (50 lines) — one line of the first cross and twenty lines of the second cross
were bunt free
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1. Percentage of bunt infected ears in F3—Fs progenies of the cross Tjelvar x Hana

F3 F4 plant progenies (1996) Fs bulk of F4 plant progenies (1997)

9 n || B |lmlns|nlne s |rk]is

21 0.0 3.1 0.0 1.7 0.7 0.6 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

12 1.0 0.0 0.0 1.3 0.0 0.0 0.7 22 0.0 0.0 0.0

13 4.3 | 43 15 (155 | 58 | 80 | - - - - -

7 4.3 | 97 (247 | 75 |438 | 1.1 B - - - -

11 46 | 05 | 94 19 | 26 [ 34 | 00 | 0.0 | 0.0 | 0.0 | 0.0
Tjelvar [ 0.8 0.0 0.0
Hana | 55.2 | not tested 23.5

Lines

the lines 13 and 7 with also a relatively low infection level (4.3% in both)
obviously segregated for bunt reaction. This is particularly evident in line 7
and indicates heterozygosity of this F5 line for bunt reaction. Segregation for
bunt resistance appeared also among the F, progeny of the resistant F; lines
of the cross Tjelvar x Regina (Table IV), most clearly in the progeny of lines
26, 34 and 35.

The 1997 field trial for agronomic traits of the resistant lines (Tables II and
III) gave mostly intermediate values or values closer to cv. Tjelvar than to
the other parent. Of the three parents, Tjelvar had the lowest wintersurvival
and some of the lines had even lower survival. However, this may have been

2. Ear type: Hana (left), Regina (right)
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I1. Percentage of bunt infected ears in F3 and F4 progenies of the cross Tjelvar x Regina

filiie F3 F4 plant progenies (1991)

(1996) /N 2 3 /4 /5

3 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 -

5 0.0 1.9 3.8 0.0 35 0.0

7 0.0 0.9 1.4 45 1.6 35

9 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

11 1.3 0.0 0.0 7.1 0.0 0.0

15 0.9 3.1 0.0 0.0 0.0 0.0

20 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

22 0.0 1.4 1.0 11.8 0.0 4.1

26 1.9 25.6 49 5.8 16.7 9.9

29 1.7 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

34 0.0 32 0.0 0.0 25.0 0.0

35 1.9 0.0 0.0 32 389 0.0

38 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Tjelvar 0.0 0.0
Regina 352 28.3

influenced by different quality of the seed. While the seed of the parental
cultivars was of good quality, that of the single plants lines was not sifted
because of the small amount of harvested kernels. The selection for earliness
was only partially successful. Tjelvar was the latest parent; most of the lines
were as late as Tjelvar, some were later, and only a few lines were earlier up

to three days. Even these earliest
lines, measured by heading time,
were three days later than cv.
Hana, and two days later than cv.
Regina. To select for lower height
seems to be easier than the selec-
tion for earliness. Some lines had
the same height as cvs. Hana or
Regina, or had even shorter straw.

3. Ear type: Tjelvar
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[11. Field trial characteristics of selected Fs progenies of the cross Tjelvar x Hana (1997)

Li!le Number of Bunt O.v S Heading Height | Presence of Avs:rage
(des_lgna- Fs plar_xt in F4 [tering 1-9 daite fom] TIBL/IRS ylelczi
tion in F4) | progenies | [%] | (9 — best) Lﬂm ]
11/1 4 0.5 6-7 11.-12. 6. 80-85 + 926.0
1172 3 9.4 6-7 11.-12. 6. 75-95 + 831.3
11/3 3 1.9 5-6 11.-12. 6. 75-115 + 842.0
11/4 1 2.6 8 10. 6. 80 + (1088.0)
11/5 4 34 5-8 10.-12. 6. 75-85 * 865.0
211 4 3.1 67 8.-12. 6. 100-105 = 950.7
21/3 4 1.7 7-8 8.-10. 6. 95-100 - 933.2
21/4 6 0.7 6-8 10.-11.6.| 105-110 = 885.0
21/5 4 0.6 6-7 10. 6. 95-105 - 937.2
2172 5 0.0 5-7 9.-11. 6. 85-100 - 840.2
12/1 1 0.0 5 13. 6. 70-105 + (694.0)
12/2 5 0.0 6-7 10. 6. 70-100 + - 895.4
12/3 2 1.3 6-7 9. 6. 70-75 +- 897.0
12/4 4 0.0 6-8 9.-11.6 75-85(  —(+) 858.2
12/5 3 0.0 7 11. 6. 85-90 + - 840.3
Hana - 235 9 5.6. 80.0 - (921.0)
Tjelvar - 0,0 8 11. 6. 100.0 + (871.0)
* greenhouse tests < 886.8

Yield results from the single 2m? plots offer only an approximate asses-
sment of the yield potential. Of the parents, cv. Regina yielded more than cv.
Hana, while Tjelvar had the lowest yield. On average, the progenies of the
cross Tjelvar x Hana yielded less than those of the cross Tjelvar x Regina.
The average yield of the progenies of the cross Tjelvar x Hana was lower than
the yield of Hana and only slightly higher than of Tjelvar; average yields
were higher than of Hana in five lines, and higher than of Tjelvar in eight of
15 lines. The average yield of the progenies of the cross Tjelvar x Regina was
lower than of Regina but they, with the exception of one line, yielded more
than Tjelvar. Line progenies possessing TIBL.1RS gave a slightly higher
average yield than line progenies without that translocation.
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4. Ear type: Tjelvar x Hana

(line 21, 1997)

Another undesirable trait of cv. Tjelvar is a low baking quality due to the
translocation 1BL/IRS. The tests for the presence of TIBL/IRS in the
lines indicate that the bunt resistance is not linked with the translocation.
Of the cross Tjelvar x Hana, line 11 was homozygous for the presence of

IV. Field trial characteristics of selected F4 progenies of the cross Tjelvar x Regina (1997)

@sigin- | Fupos | inFs |ring 19| ewdns | Heigh | Presnceof | U
tion in F3) progenies (%) | (9—Dbest) [_g/m ]
5 3 0.0 4-6 12.-13.6 | 85-100 - 997.3
7 1 0.0 7 11. 6. 80-105 + (758.0)
9 2 0.0 6-7 10.-11. 6 | 95-100 + - 884.0
11 1 1.3 7 10. 6 95 - (980.0)
15 1 0.9 /4 10. 6. 90 - (924.0)
22 4 0.0 6 9-11.6. | 80-90 - 918.0
26 1 1.9 6 10. 6 100 +- (965.0)
29 1 1.7 7 10. 6. 95 - (928.0)
34 2 0.0 6 11.-12. 6. | 80-105 +- 955.0
35 3 1.9 6-7 10-11.6. | 85-95 + - 921.3
38 3 0.0 6-7 10-12. 6. | 75-110 +- 925.7
Regina - 35.2 9 7. 6. 80 - (1025.0)
Tjelvar B 0.0 8.0 11. 6 100.0 + (871.0)
* greenhouse tests @ 927.1
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5. Ear type: Tjelvar x Regi-
na (line 26, 1997)

T1BL/1RS, line 21 was homozygous for its absence, and line 12 segregated
for this character. It is very likely that lines with a better quality than of cv.
Tjelvar can be derived from the progenies of line 21, namely 12/4, 12/2, 12/3
and 12/5. In the cross Tjelvar x Regina, progenies of lines 5, 11, 15, 22 and
29 lacked T1BL/IRS, only line 7 possessed it. The remaining lines segre-
gated for the presence of TIBL/IRS.

DISCUSSION

Wheat breeding for bunt resistance has been carried out in several Euro-
pean countries, e.g. in Sweden (Jonsson, Svensson, 1990), Russia
(Babayants, Dubinina, 1990), Near East (Mamluk, Nachit, 1994),
as well as in the USA (Hoffmann, 1982) and Canada (Gaudet et al.,
1993). In the USA, cultivars resistant to Tilletia spp. have successfully con-
trolled dwarf and common bunt in some areas. In southern Idaho and north-
ern Utah dwarf bunt has been reduced to trace levels that are insignificant to
production and quality (Goates, 1996). The principle source of dwarf bunt
and common bunt resistance currently in use in the USA is the line PI
178383. It originated in Turkey and has resistance genes Bt-8, Bt-9, Bt-10,
plus an unidentified factor. Cultivar Tjelvar also has PI 178383 in the pedi-
gree so that all or at least some of the above mentioned genes can be expected
in Tjelvar. Unfortunately, differences in the disease level of the F; lines we
have analysed cannot be delimited sharply enough to enable postulation of
the number of resistance genes involved. Since genes Bt-8, Bt-9 and Bt-10
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have been described as dominant (cit. after Wilcoxson, Saari, 1996),
most lines should be resistant, presuming the same high effect of all three Bt
genes in the analysed crosses. High effect (100%) of Bt-8, Bt-9 and Bt-10 in
the lines derived from the cross of Elgin with PI 178383 was proved in our
previous trials (BlaZkova,Barto3, 1997). Hence presence of all three re-
sistance genes in the cv. Tjelvar does not seem probable because of a lower
number of highly resistant lines than expected for three dominant genes.
However, effects of different genetic backgrounds on the expression of Bt
genes cannot be excluded.

Dwarf bunt resistance of the lines resistant to common bunt developed in
our trials has not been tested till now. Nevertheless, dwarf bunt resistance of
cv. Tjelvar was demonstrated in a small field experiment on plots highly in-
fested with dwarf bunt carried out by Ing. Z. Tr&alek (personal communi-
cation). In his trial in 1995 the average number of diseased plants on 1 m? in
cv. Regina and Tjelvar was 5 and 0.25, respectively, at Ratibof, and 4 and 0.1
at Horni Lide&. In 1996 the number of diseased plants on 4 m? in cv. Regina
and Tjelvar was 8 and 1, respectively, at Janova.

Results summarized in this paper show the possibility to breed for bunt
resistance using cv. Tjelvar as a source of resistance. Lines earlier and
shorter than cv. Tjelvar and possessing a better baking quality (lacking
TIBL.1IRS) could be used to develop a commercial bunt resistant winter
wheat cultivar for environment-friendly agriculture.
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Odriida p$enice Tjelvar jako zdroj rezistence k snétim Tilletia spp.

Pro kfiZeni s odridami Hana a Regina jsme pouZili §védskou odridu Tjelvar, ktera
je odolna k snéti mazlavé pSeni¢né, snéti mazlavé hladké i k snéti zakrslé. Z popu-
lace F, generace jsme ndhodnym vybérem rostlin ziskali 26 F3 linii z kfiZeni
Tjelvar x Hana a 53 linii z kfiZeni Tjelvar x Regina. Osivo jsme inokulovali smési
teliospor Tilletia tritici (rasa T-1) a T. leavis (rasa L-5) a po vymetani jsme zjistovali
procento klasi napadenych snéti. Rozdily v napadeni F3 linii nebyly dostate¢né vy-
razné roz¢lenéné, aby bylo mozné €init zavéry o genetickém zaloZeni rezistence odri-
dy Tjelvar. Vybrana odolna potomstva kfiZeni jsme testovali i v F4 a ¢asteéné také Fs
na reakci k snéti. Vybrali jsme odolné homozygotni linie, které jsou ran&jsi nez odrida
Tjelvar, maji krat3i stéblo a na rozdil od odridy Tjelvar neobsahuji translokaci 1BL.1RS,
ktera podmiiuje niz8i pekafskou kvalitu. Ziskané linie by mohly byt vyuZity pro
vySlechténi odrudy rezistentni k snéti mazlavé p3eniéné a snéti mazlavé hladké.

snét’ mazlava; snét zakrsla; odolnost; $lechténi; pSenice ozimd; odrida Tjelvar

Contact address:

Veronika Blazkova, Vyzkumny ustav rostlinné vyroby, 161 06 Praha 6-Ruzyné,
Ceska republika
Phone: + 00 420 2 360 851, fax: + 00 420 2 365 229, e-mail: blazkovav@hb.vurv.cz
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EVALUATION OF WHEAT (Triticum aestivum L..) CULTIVARS
WITH STANDARD G/i/Glu ALLELES USING PCR AND LEAF TISSUE
AS A DIRECT TEMPLATE*

Renata MARTYNKOVA, Jaroslava OVESNA, Ladislav KUCERA

Research Institute of Crop Production — Division of Genetics and Plant Breeding,
Prague, Czech Republic

Abstract: Preliminary studies were performed to prove, whether sequence-ba-
sed primers could be used for gliadin/glutenin loci identification instead of poly-
acrylamide or starch gel electrophoresis, which are the standard methods for the
prolamins analysis. The possibility of evaluation of DNA-based markers using
direct template was studied showing that a segment of tissue is usable for PCR
reaction also in wheat tissue. Different sets of primers specific for gliadin/ LMW
glutenin loci were used to verify the reliability of the reaction. Segment of leaf
tissue is suitable, unexpensive template, wheareas coleoptile did not work for
this purposes. Two sets of primers derived from y-gliadin pseudogene were used
to analyze a set of wheat cultivars with standard gliadin alleles (G/i-B! locus).
Using F; x Rand F, x R primer combinations, 13 different bands were recorded,
which made differentiation of 12 groups possible. Such reaction could be there-
fore a simple and alternative method for their verification.

Triticum aestivum L.; PCR; glutenins; gliadins; direct template

The patterns of gliadins and glutenins (the main wheat storage proteins) in
gel electrophoresis are used as markers for dough quality in breeding pro-
grammes. Many studies have also been performed on DNA level (Cam-
penhout et al., 1995; Bartels et al., 1986). The results, obtained on
limited spectra of cultivars allowed to design primers for gliadin and glutenin
loci identification (Devos et al., 1995; Campenhout et al., 1995) using

PCR.

The polymerase chain reaction (PCR) is an in vitro method for amplifica-
tion of selected nucleic acids sequences. The method consists of repetitive
cycles of DNA denaturation, primer annealing, and extension by DNA

* This work was supported by the grant 521/97/0222, Grant Agency of the Czech Republic.
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polymerase. The original template DNA can be used in a pure form and as a
discrete molecule or it can be a very small part of a complex mixture of biol-
ogical substances. The amplification of a specific DNA fragments from com-
plex genomic samples is one of the most common applications of this
technique.
The aim of this study was to verify, whether:
(1) published primers (Devos et al., 1995; Campenhout et al., 1995)
allow to differ among known alleles of gliadin G/i-B/ locus and LMW
glutenin Glu-A3- and Glu-D3-loci,

(2) segments of wheat leaf tissue could be a reliable template for PCR reaction.

MATERIALS AND METHODS

Plant material

Wheat cultivars — Chinese Spring, nulli-tetrasomic lines CS N1A T1B,
and CS N1D T1B, Bezostaya 1, Siette Cerros 66, Falchetto, Maris Freeman,
Galahad, Insignia, Levent, Kremena, Ljutescens 62, Akmolinka 1, Dukat,
Fiocco, Krasnodarka, Gabo, Chinook, Spada, Rezistente, Skala, Saratov-
skaya 36, Forlani, Rannaya 73, Marquis, Sadovo 1 and Mironovskaya 808

The plants were cultivated in the greenhouse, and second leaves from
about 10 days old plants were harvested.

Polymerase chain reaction

Frozen (liquid nitrogen, —80 °C) or fresh leaf tissue were used as a tem-
plate for PCR.

Template preparation: about 10 mm?2 (3 x 3.5 mm) tissue was excised by
razor blade and denaturated in 40 pl 0.25M NaOH cca in 40 pl 0.25M NaOH
for a 25 s at 100 °C, quickly iced, neutralizated with 40 pl 0.25M HCI, 20 ul
0.5M TRIS-Cl pH 8 a2 pl 0.5% TRITON X-100 (Sigma), denaturated 2 min
at 100 °C, quickly iced. The tissue was given into the Eppendorf tube with
the reaction mixture, which was overlaid with parafin oil.

PCR amplification

Polymerase chain reaction was carried out in a DNA Thermal Cycler (MJ
Research, PTC-100) in 50 pl reaction mixture — 10X reaction buffer (500mM
KCl, 100mM TRIS-Cl, pH 9.0, 1% TRITON X-100), 25mM MgCl,, 10mM
dNTP, 2 U Taq DNA-polymerase in the storage buffer A (50mM TRIS-CI,
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pH 8.0, 100mM NaCl, 0.1mM EDTA, 5SmM DTT, 50% glycerol, 1.0% TRI-
TON X-100, Promega), 4nM primer (LAMBDA BIO-MED). The samples
were subjected to 30 cycles of 1 min denaturation at 92 °C, 1.5 min annealing
at 60 °C (FxR, F,xR) or 55 °C (16EO x 0815, 16D9 x 0816, 08I0 x 08I1),
and 2 min extension at 72 °C, then the final extension step for 10 min at
72 °C. Amplification products were visualised under UV light after with
ethidium bromide staining of on 2 or 3% agarose gels (Agarose Appligene
Oncor) in TAE buffer. The STEP LADDER, 50 bp, S7025 (Sigma) was used
as a size standard.

The sequences of primers:

LOCUS Gli - BI locus:

08I2(F,) 5’-GCA GAC CTG TGT CAT TGG TC-3’
08I3(F,) 5’-GAT CTG GCC ACA AAG CGC-3’
REVERS 5’-GAT ATG TGG CAG CAG GAT ACG -3’

LOCUS Glu - A3 locus:
08I0(O11A5) 5’-CGC CGT TGT GGC GAC AAG TA-3’
08I1(011A3) 5’-GTT CTT GTA GGA TGA TGG AGT AGG-3’

LOCUS Glu - D3 locus:

08I5(011D3) 5’-ATG GTA TTT GTT GTT GCG GA-3’
08I6(C13) 5’-ACT GCA CAT CGT TGG CAG GA-3’
16D9(C15A) 5’-CAG ATG GAG ACT AGA TGC ATC C-3°
16E0(O11BD5A) 5°-CCA CAT CCC TAG CTT GGA GAA-3’

RESULTS AND DISCUSSION

Routine analysis of gliadin loci is usually based on electrophoresis of total
protein extract from a half of wheat kernel. (Cerny, Sa3ek, 1996; Meta-
kovsky, 1991). Another approach using PCR analysis is now available
(D’Ovidio etal., 1995; Lafiandra etal.,, 1997, Campenhout etal.,
1995).

Usually pure DNA is required for analysis on nucleic acid level. This step
can be laborous and expensive. A simple technique to prepare the template
has been tested for several species, e.g. insects (Grevelding et al., 1996)
or plant tissue — tomato (Klimyuk et al., 1993) or barley (Clancy et al.,
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1996) and even segment of tissue can be suitable. Template preparation is
fast and requires alkali treatment, neutralization and heat-denaturation.

Several parameters were optimized: tissue type, liquid nitrogen treatment
and duration of alkali treatment (5, 10, 20, 30, 60 s) (Table I).

I. Factors influencing effectivity of PCR amplificaton using wheat (7. aestivum L.) tissue as a
direct template

Tissue L'?;:;::;ge" ) tré:Itlr(:elLt PCR reaction
fresh 5s no products
20s poor, non repeatable
Coleapeile 30s poor, non repeatable
60s no products
LN treated 20s poor, non repeatable
S5s poor, non repeatable
fresh 20s good yield, good reproducibility
30s good yield, good reproducibility
Leaf
60s poor, non repeatable
5s no products
LNotreated 20s good yield, good reproducibility
30s good yield, good reproducibility

Tissue from fresh and frozen coleoptiles and leaves were tested. Coleoptile
tissues were not reliable templates, whereas leaf tissue was suitable for the
procedure. Liquid nitrogene treatment as well as long-term storage of the
tissue at low temperature (— 80 °C) did not affect the results.

Ondispensable for template preparation was a pre-treatment in hot alkali
solution; 20-30 s was optimal for the reaction.

The size of the sample of tissue was another critical parametrer. Larger
(14 mm? - 3.5 X 4 mm and more) or smaller segments of tissue then (6 mm?
—3 X 2 mm and less) inhibited the reaction. Second leaf of 10 days old plants
was used as a standard. The upper tip (1.5 cm), middle rib and the base
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(1.5 cm) of the leaf were excluded. Total 50 ul of reaction mixture was used
for amplification. 20 pl out of it was enought for agarose gel analyses.
Usualy adequate amount of products were in 20 pl of mixture, which were
loaded on the 2 or 3% gel.

Optimal protocol requires: excision of 10 mm? of green leaf tissue, short
freezing in liquid nitrogen (optional), 20-30 s long denaturation in hot al-
kali, neutralization and two minutes template denaturation. The liquid ni-
trogene pre-treatment was necessary before long-term storage at —80 °C

The possibility to use a segment of wheat leaf as a direct template (source
of DNA) make the aplication of the PCR reaction suitable for breeders, be-
cause it is inexpensive and fast. The only disadvantage as compared with
purified DNA as a template is the necessity to use as twice higher amount of
Taqg-polymerase for the reaction.

The PCR reaction using direct template — segment of leaf — was confirmed
as a reliable method, because the results are comparable with those using
purified DNA.

To test the reliability of the PCR reaction several primer pairs were used
within 25 cultivars. DNA isolated from cvs. Chinese Spring and Bezostaya 1
(Negrutiu et al., 1992) were used as a control template.

Primers derived from the LMW-glutenin-genes on the chromosomes /D
(011BD5AX011D3, C15AxC13) and /A (011A5x011A3) (Campenhout
et al., 1995) repeatidly provided the products of the same, expected lenght
(Fig. 1), proving high reproducibility of the reaction with direct template.

450 bp g8

1. PCR profile generated by primers combination 011BD5Ax011D2 (1 — Kremena, 2 — Skala,
3 — Saratovskaja 36, 4 — Forlani, 5 — Rannaja 73, 6 — Marguis, 7 — Sadovo 1, 8 — Mironovskaja
808, with fragments of 479 bp)
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[1, Standard alleles — locus G/i-B/ in cultivars of wheat

Allf]l::i_—Bl;)cus Cultivar of wheat Alleclie“——Bl?cus Cultivar of wheat
a Chinese Spring i Insignia
b Bezostaya 1, Gabo, Skala k Kremena
Marquis, Mironovskaya808 I Dukat
c Siette Cerros 66 m Akmolinka 1
d Falchetto a* Spada
Ljutescens 62, Saratovskaya 36 0 Levent
f Maris Freeman r Chinook
g Galahad, Forlani, Sadovo 1 s Rezistente

To analyse gliadin loci on chromosome /B, primers derived from the -
gliadin pseudogene (Devos et al., 1995) were used on 25 standard cultivars
with different composition of gliadin alleles (Table II). The primer pair,
which should distinguish among genes, differ in the lenght of the internal
repetitive sequence (F; x R) (Fig. 2 and 3) produced 6 different bands, no
product was detected in the cultivars with rye translocation — Dukat and
Fiocco. When the primer pair based on the sequence polymorphism were

X W Vv W oW W W N U
GliB1b GlilBr GlilBb GliBle GlilBg GliB1? GliBlb GliBlg GliB1b

2. PCR bands generated by primer combination F1 X R (1 — Gabo, 2 — Chinook, 3 — Skala, 4 — Sara-
tovskaya 36, 5 — Forlani, 6 — Rannaja 73, 7 — Marguis, 8 — Sadovo 1, 9 — Mironovskaya 808
for fragments sizes see Table III; /1 — pattern catagory; /2 — standard alleles)
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[11. Size of different caterories of the bands amplified in the y-gliadin loci (chromosome /B)

Band F2xR category Fragment size Band F xR category Fragment size

A 240 bp Z 215 bp

B 185 bp Y 230 bp

(5 175 bp X 245 bp

D 230 bp w 250 bp

E 200 bp \' 220 bp

F 180 bp U 240 bp

G 620 bp - -

0 no amplification

used, seven different bands were identified within the cultivars (Fig. 4)
(Table III and IV). Combination of the both pairs of primers made identifica-
tion of 12 different gliadin genotypes on /B chromosome possible. Nulli-te-
trasomic lines were used as a control material. No products were detected in
nulli-1B Chinese Spring as expected (Fig. 3). Even, when at present protein
analysis of wheat storage protein is more comprehensive, PCR with combi-
nation of more suitable primers could bring other information about loci organ-
ization and could be used for breeding material analysis as well.

3. PCR bands generated by primer combination
F1 X R proving the chromosome specificy of the
PCR products using nulli-tetrasomic lines of
Chinese Spring (1 — Chinese Spring,
2-NIATIB, 3-NIBT1A,4-NIDTIB,

5 — Bezostaya 1, for band size see Table III)

In this study, we have shown the possibility to use the set of gliadin loci
specific primers to verify allelic polymorphism in wheat. Primers based on
the y-gliadin-pseudogene (/BS chromosome) can differentiate between sev-
eral standard cultivars. However, using proposed primers sequences derived
from the LMW glutenin-genes on chromosomes /A and /D no variability
among the cultivars was detected and other studies will be necessary to de-
sign apropriate primers.
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VI. Comparision of PCR bands pattern generated using y-gliadine sequence derived primers
(F1 x R and F2 x R) in different wheat cultivars described with standard protein (Gli-B1) alleles

Wheat cultivar Allel Band patterns
Chinese Spring a AZ
Bezostaya b BY
Gabo b B X
Skala b BV
Marquis b EW
Mironovskaya 808 b BU
Siette Cerros ¢ BX
Falchetto d AY
Ljutescens 62 e E W
Saratovskaya e EW
Maris Freeman f BW
Galahard g B X
Forlani g BW
Sadovo 1 g BV
Insignia i BW
Kremena k DEW
Dukat, Fiocco rye translocation no product
Akmolinka 1 m EW
Spada n* FEV
Levent 0 Cv
Chinook r EW
Rezistente s GW

BARTELS, D., ALTOSAAR, 1., HARBERD, N. P., BARKER, R. F., THOMPSON,
R. D. (1986): Molecular analysis of y-gliadin gene families at the complex Gli-I locus
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7 8 9 10 11 12

A A A B B AB BB C DE E/
GliBla Bla Bla Blb Blc Bld BIf Blg Bli Blo Blk Ble /2
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Hodnoceni odriid p3enice se standadnimi G/i/Glu alelami metodou
PCR s pouzitim listového pletiva jako pfimého templatu

Cilem prace bylo ovéfit, zda PCR primery odvozené ze sekvenénich dat mohou
byt pouzity pro identifikaci gliadinovych a gluteninovych alel u pSenice misto poly-
akrylamidové nebo 3krobové elektroforézy zasobnich proteini jako standardnich
metod analyzy prolamint. Byla studovédna moZnost pouZiti segmentl listového ple-
tiva jako pfimého templatu a optimalizovéany parametry pro praci s pSenici. Pro veri-
fikaci byla pouzita sada primerd specifickych pro gliadinové a gluteninové alely.

~ Listovy segment se jevi jako vhodny a levny templét, zatimco koleoptile kli¢nich
rostlin nedavaly standardni vysledky. Dvé primerové sady specifické pro y-gliadi-
novy pseudogen byly pouZity pro odlideni se standardni sestavou alel na chromo-
zomu /B (Gli-1B lokus). V souboru 25 odrid bylo amplifikovano 13 produkti
odli3né délky a ty rozliSovaly uvnitf souboru 12 skupin. PCR reakce tak muZe byt
jednoduchou alternativni metodou pro jejich verifikaci.

Triticum aestivum L.; PCR; gluteniny; gliadiny; pfimy templat

Contact address:

RNDr. Jaroslava O vesné, Vyzkumny ustav rostlinné vyroby
161 06 Praha 6-Ruzyné, Ceska republika
Phone: + 420 2 360 851, fax: + 420 2 365 228
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GENETICKA DIVERZITA A DEDICNOST REZISTENCE
K VIRU ZLUTE ZAKRSLOSTI JECMENE U JECMENE JARN{HO*

Genetic Diversity and Mode of Inheritance of Resistance
to Barley Yellow Dwarf Virus in Spring Barley

Vaclav SIP. Josef VACKE, Jana CHRPOVA, Miroslav SKORPIK

Research Institute of Crop Production — Division of Genetics and Plant Breeding,
Prague, Czech Republic,

Abstract: Response to infection with barley yellow dwarf virus (BYDV) was
studied in the 1994-1997 trials with Czech spring barley cultivars and foreign
sources of resistance from the “BYDV nurseries” of CIMMYT and ICARDA. In
order to obtain information about the mode of inheritance of BYDYV resistance the
following varieties, that differ in VSS (visual symptom score), were selected for
hybridization: Atlas 68 (gene Yd2, average VSS: 4.1) and Brea’S’Ben (3.3) as
resistant varieties; modern Czech varieties Malvaz (5.1) and Atribut (5.2) as
moderately resistant varieties and Akcent (7.9) and Jaspis (8.3) as susceptible
varieties. Parental vareities and F,~F; hybrids were in the field artificially in-
fected with PAV strain of BYDV at an early growth stage using Rhopalosiphum
padi L. aphids originating from greenhouse rearings. Symptomatic reactions to
the virus infection were recorded in infected plants during the vegetation period
till the stage of full flowering (final assessment in Tables I, II and IV and Fig. 1
and 5) using the 0-9 scale developed by Shaller and Qualset (1980). F; lines
of the cross Brea’S’Ben/Atlas 68 did not segregate in the response to BYDV
infection. A single major gene Yd2 was responsible for the resistance to BYDV in
Brea’S’Ben (Table II, Fig. 1). According to the evaluation of agronomically im-
portant characters (Table III), the variety Brea’S’Ben (Fig. 2) may be a more
suitable donor of Yd2 gene for barley breeding than the very early variety Atlas
68. The incompletely dominant resistance gene Yd2 had high effect on resistance
level measured by VSS and segregation for this gene in crosses Atlas 68/Akcent,
Atlas 68/Jaspis and Brea’S’Ben/Akcent caused a high genetic diversity in resist-
ance to BYDV (Table II, Fig. 1, 3 and 4). Segregation analyses of the response to
BYDV infection in F; lines of the crosses between moderately resistant Czech
variety Malvaz and susceptible varieties Akcent and Jaspis, supplemented in the
cross Malvaz/Akcent by quantitative ELISA assay of BYDV in leaf extracts,

* Préce byla uskute&néna za finan&ni podpory GA CR v ramci projektu reg. &. 521/97/0749.
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showed that at least two genes of minor effect are responsible for the resistance
to BYDV in the variety Malvaz. Relative BYDV content from ELISA was signi-
ficantly higher in the susceptible variety Akcent than in Malvaz and in the three
nonsegregating susceptible F; lines of the cross Malvaz/Akcent (selected of 60 F4
lines) in comparison with the three resistant lines (Table IV). The presence of
BYDV was detected by ELISA in all the 157 examined plants (100% reliability
of infection test). The intercrossing of moderately resistant Czech varieties Mal-
vaz and Atribut did not result in the increase of resistance level (absence of evi-
dent transgression) and the average VSS in F; of this cross (5.8) was similar as in
the cross between Malvaz and the suceptible Jaspis. Combining major (Yd2) and
minor genes appears to be the most prospective way to reach success in breeding
barley for BYDV resistance. A large genetic variability in VSS was obtained in
the cross Malvaz/Atlas 68, in which 35% of F; lines had even higher resistance
level (VSS: 2.0-3.5) than the resistant variety Atlas 68 (Table II, Fig. 5).

spring barley; barley yellow dwarf virus; symptomatical response; virus content;
hybridological analyses; resistance genes; breeding for resistance

Abstrakt: V obdobi 1994-1997 byla posuzovana reakce na infekci virem Zluté
zakrslosti jeémene (BYDV) u odrid je¢mene jarniho &eského pivodu a téz
zahraniénich odrid ziskanych z kolekci CIMMYT Mexiko a ICARDA Syrie. Na
zékladé tohoto hodnoceni byly vybrany pro hybridizaci za G&elem genetickych
analyz odridy Atlas 68 (gen Yd2 — primérné symptomatické hodnoceni 4,1)
a Brea’S’Ben (3,3) jako odolné, ¢eské odridy Malvaz (5,1) a Atribut (5,2) jako
mirné odolné a odridy Akcent (7,9) a Jaspis (8,3) jako nachylné. Rodi¢ovské
odridy a hybridy v generacich F|—F; byly infikovany virem v rané ristové fazi
pomoci m8ic Rhopalosiphum padi L. ze sklenikovych chovi. Genetickou analy-
zou v generaci F3 po hybridizaci s odriidou Atlas 68 bylo zjidténo, Ze odrida
Brea’S’Ben je nositelem genu Yd2. Po kfiZeni této odridy s ndchylnou odriiddou
Akcent bylo prokazdno monogenni zaloZeni, podobné jako u odridy Atlas 68
(Atlas 68/ Akcent, Atlas 68/Jaspis). Neupln¢ dominantni gen Yd2 pusobil vy-
razné zvy3eni rezistence k BYDV. Analyzy segregace v reakci na infekci BYDV
po kfiZeni odridy Malvaz s nachylnymi odriidami Akcent a Jaspis, doplnéné
u kfiZzence Malvaz/Akcent téZ stanovenim koncentrace viru metodou ELISA
ukdazaly, Ze rezistence u odridy Malvaz je zaloZena nejméné dvéma geny
s men$im G¢inkem, odli¥nymi od genu Yd2 (Malvaz/Atlas 68). Vzajemné kiiZeni
dvou &eskych mirné odolnych odrid Malvaz a Atribut nepfineslo zvy3eni
urovné rezistence (evidentni transgrese nebylo moZno prokézat). Primérny
symptomaticky projev v generaci F; (5,8) byl stejny jako u kfiZence mezi odri-
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dou Malvaz a nachylnou odridou Jaspis. Perspektivni cestou k dosaZeni poza-
dované urovné rezistence v ¢eském $lechténi je¢mene jarniho zfejmé je kombi-
nace major genu Yd2 s minor geny pfitomnymi v mirné odolnych modernich
odridach (Malvaz, Atribut). KfiZeni odriidy Malvaz s odriidou Atlas 68 umozZnilo
rozgifit genetickou variabilitu ve stupni rezistence (s2 u Malvaz/Atlas 68 = 1,84,
zatimco u Malvaz/Atribut = 0,43) a 35 % linii vykazovalo dokonce vy33i stuper
rezistence (2-3,5) nezZ rezistentni odrida Atlas 68. Na zakladé hodnoceni
komplexu znaki a vlastnosti bylo zjiité€no, Ze odrida Brea’S’Ben je vhodné&j$im
donorem genu Yd2 pro na3e $lechténi neZ odruda Atlas 68.

jeémen jarni; virus Zluté zakrslosti je¢mene; symptomaticka reakce; obsah viru;
hybridologické analyzy; geny rezistence; $lechténi na rezistenci

Virus Zluté zakrslosti jeémene (barley yellow dwarf virus — BYDV) patfi
mezi hospodaisky zavazné patogeny na obilninach. U je¢émene vyvolava
intenzivni symptomatickou reakci a ztraty na vynosu. Jejich vy3e zavisi na
patogenité kmenu viru, dob& infekce a odolnosti odriidy. Problematikou
§kodlivosti viru se v zahrani¢i zabyvala fada autord. Pik e (1990) v pfehledu
vysledki jejich praci uvadi, Ze nej¢asnéjsi infekce BYDV vyvolavaji
u je¢mene redukci vynosu zrna v rozmezi 14,8-93,2 %. Pfi infekci pozd&jsi,
tj. ve fazi odnoZovani az sloupkovani, se tyto ztraty pohybuji od 10 do
43,3 %. Casna infekce piisobi u nachylnych odrid silnou zakrslost rostlin
spojenou se Zloutnutim listi, inhibici vyvoje kofenového systému rostlin, re-
dukci poétu odnoZi, oddaleni doby meténi rostlin a silnou redukci pottu
i hmotnosti zrn. Na po&étku Sedesatych let byl vyskyt tohoto viru zjidtén také
v byvalé Ceskoslovenské republice (Vacke, 1964) a v mnohych oblastech
byl od té doby zaznamenan silny aZ epidemicky vyskyt (Vacke, 1991).

Od objeveni tohoto viru (1951) aZ do sou¢asné doby je roziifen nazor, Ze
velice u¢innym a spolehlivym zplisobem ochrany proti tomuto patogenu je
dosaZeni vysoké rezistence odriid, i kdyZ existuji i moZnosti omezeni vysky-
tu choroby né&kterymi pé&stebnimi zasahy, napf. zpozdénim doby vysevu tak,
aby rostliny byly chranény pfed napadenim vironosnymi m3icemi
(Qualset etal., 1990). Otazky odolnosti je¢mene jarniho k BYDYV fesila ve
svété fada autoril, napt. Suneson (1955), Schaller etal. (1963),Cathe-
rall a Hayes (1966), Gill etal. (1969), Comeaua St-Pierre (1982),
Qualset (1983)aQualset etal. (1990). JizSuneson (1955) identifiko-
val recesivni gen v odridé Rojo, ktery byl pozdé&ji ozna¢en yd/ (Ras-
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musson Schaller (1959). Tento gen nena$el $ir§i uplatnéni ve Slechténi
je¢mene na rezistenci k BYDV z diivodu nizkého efektu na rezistenci, na
rozdil od genu Yd2, ktery detekovali Schaller etal. (1963) ve velmi ranych
odridach je¢mene ethiopského plivodu. Na zdkladé genetickych studii jde
o neuplné dominantni gen (¢i aditivni gen) lokalizovany na chromozomu 3,
ve vazbé s genem pro husty klas (15,9 cM), genem determinujicim barvu
klasu (xantha) (14,5 cM) a odolnost k Rhynchosporium secalis (27,6 cM)
(Qualset et al., 1990). V posledni dobé byl lokus genu Yd2 identifikovan
pomoci RFLP markeri (Collins et al., 1996). Nositeli genu Yd2 jsou odri-
dy je¢mene Atlas 68, Abate a CI 2376 (Schaller, 1983); déle téZ Coracle,
CM 67, CM 72, Franklin, Nomin, Prato, Shannon, Shyri, Sutter, UC 337, UC
476, UC 566, UC 603, Venus, Vixen a Wysor (Burnett etal., 1995). Vyso-
ky efekt genu Yd2 na rezistenci k BYDV byl prokazan i naSimi testy u kfi-
encli s odriidou Atlas 68 (Sip et al., 1996).

Ceské odriidy jarniho je¢mene byly vé&tSinou k viru BYDV siln& nachylné
(se symptomatickym hodnocenim v rozmezi 6,9-9,0), pouze odridy Malvaz,
Atribut a novo3lechténi ST 180, ST 181 a ST 183 bylo moZné povaZovat za
mirné odolné (Vacke et al., 1997). Provéfovala se téZ G¢innost deklarova-
nych zdrojt rezistence ziskanych ze CIMMYT Mexiko a ICARDA Syrie.
Jako velice slibné se v pfislusnych testech ukézaly odriidy jeémene jarniho
Atlas 68, Sutter (gen Yd2), Corris, Brea’S’Ben a UC762552/NK71 (Sip et
al., 1996). Cilem piedlozené prace bylo na zédklad€ hodnoceni reakce na
infekci virem u kfiZenci mezi detekovanymi zdroji rezistence, nositelem
genu Yd2 (Atlas 68) a nachylnymi odriidami jarniho jeCmene posoudit di-
verzitu materidlu v rezistenci, shodnost &i odlisnost genetického zaloZenf re-
zistence a doporucit vhodnou strategii ve $lechténi na rezistenci k BYDV
u je¢mene jarniho.

MATERIAL A METODY

Reakce na infekci virem Zluté zakrslosti jeémene byla zjistovana u rodi-
¢ovskych odrid a hybridi v generacich F|—F; v tfiletém obdobi (1995 az
1997). Jako rodi¢e s vysokou rezistenci byly pouZity odriidy Atlas 68 (gen
Yd2) a Brea’S’Ben, jako mirné odolné odriidy Malvaz a Atribut (ST 167)
a jako nachylné odriidy Akcent a Jaspis. Pfehled symptomatického hodnoceni
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I. Priméry a variabilita (s> — 1997) v symptomatickém hodnoceni (0-9, 0 — bez ptiznakii)
rodi¢ovskych odriid po infekci BYDV v letech 1995-1997 — Means and variability (s*> — 1997)
of symtom scores (0-9, 0 — without symptoms) in parental varieties after BYDV infection in
the years 1995-1997

1995 1996 1997 s2— 1997
Akcent 84 1.7 7.6 0,091
Jaspis 8.8 85 7,7 0,292
Malvaz 5.2 5.4 4.8 0,051
Atribut 53 4,9 5.4 0,032
Atlas 68 3,5 4,1 3,2 0,095
Brea’S’Ben 4,0 2,0 24 0,255

reakce rodi¢ovskych odrid v jednotlivych letech zkouSeni je uveden v tab. I.
Schéma kfiZeni: Atlas 68/Akcent, Atlas 68/Jaspis, Brea’S’Ben/Akcent,
Brea’S’Ben/Atlas 68, Malvaz/Akcent, Malvaz/Jaspis, Malvaz/Atribut
a Malvaz/Atlas 68. Linie generace F; byly ziskdny z ndhodn& vybranych
rostlin generace F,. Jejich pocet se pohyboval od 45 do 74 (tab. II) podle

II. Reakce na infekci BYDV v generaci Fy a F3 v porovnani s primérem rodi¢i — MP (sympto-
matické hodnoceni: 0-9, 0-bez pfiznaki) a distribuce F3 linii u osmi kfiZenci v letech
1995-1997 — Response of Fi’s and F3 lines to the infection with BYDV in comparison with
means of parents — MP (symptom scoring on 0-9 scale: 0 — without symptoms) and distribution
of F3 lines in eight crosses during 1995-1997

Pocet F; linii®
Krizenec! | F, | MP [ pexeapici | stépi- | nestepici | Fs s'-F; | MP
odolné® | ci’ nflchylné5
Atlas 68/Akcent 4,0% | 59* 15 35 10 5,12*%( 2,830* |5,90*
Atlas 68/Jaspis 16 34 17 497 | 2,739 | 5,45
Brea’S’Ben/Akcent 11 25 11 426 | 2,471 | 5,00
Brea’S’Ben/Atlas 68 64 2,58 | 0376 |2,80
Malvaz/Akcent 6,0* | 6,6* | 23" 55 33" |6,25*%| 0,442* |6,60*
Malvaz/Jaspis 3 46 (4) 5,84 | 0,497 | 6,25
Malvaz/Atribut 4.5%% | 5.0%% 70 5,85 | 0,432 | 5,10
Malvaz/Atlas 68 3,0% | 4,7* 4) 16 4,07’ 1,837* |4,75*

* 1996, **1995, * ELISA test
Icross; Znumber of F; lines; 3nonsegregating resistant; “segregating; *nonsegregating susceptible
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dostupnosti rostlin generace F,. Nizky byl pocet linif generace F; u kfiZence
Malvaz/Atlas 68 (20) v dusledku niz3i vzchazivosti semen pfi stejném obje-
mu generace F, jako u ostatnich kfiZenci. Linie generace F5 byly vysévany
na dvoutadkové parcely 1,20 m dlouhé, se sponem rostlin 20 x 8 cm. Stejny
byl spon rostlin u rodi¢ovskych odriid a potomstev generace F; ¢i F,.

Testované genotypy byly ve fazi 2-3 listl infikovany vysoce patogennim,
nespecifickym PAV kmenem BYDV, ktery je na naem Uzemi pfevaZné
rozdifen (Vacke, 1988). K pienosu viru slouzily m3ice Rhopalosiphum
padi L. ze sklenikovych chovi, jejichZ reprodukce a infekce probihaly podle
metodiky modifikované ve VURV (Vacke et al., 1996). Po uplynuti p&ti az
sedmidenniho inokula¢niho séni byli pfena3e¢i usmrceni aphicidnim
pfipravkem. B&hem vegetaini doby se pokusné parcely i okolni délici
a ochranné pasy udrzovaly pod insekticidni clonou. Reakce rostlin se posu-
zovala od za¢étku objeveni pfiznaki (zohlednéna délka inkubac¢ni doby jako
uréity indikator rezistence) nejméné ve tfech dal3ich terminech az do faze
kveteni. Prib&zné sledovani projevu infekce (s variabilitou pfiznak b&hem
vegetace) bylo nutné pro vydéleni linii generace F; generace §té€picich
a nestépicich v reakci na infekci BYDV. Vedle symptomatického hodnoceni
slouzilo u linii kiiZzence Malvaz/Akcent vybranych v roce 1996 a u rodi-
¢ovskych odriid k prokazani rozdild v reakci na infekci virem téZ zji§tovani
relativni koncentrace viru dvojitou ,,sendvi¢ovou“ metodou ELISA (Clark,
Adams, 1977) v roce nasledujicim. Odbéry rostlinného materidlu (listy
z 15-18 rostlin pfisluiné linie ¢i rodi¢ovské odriidy) pro stanoveni
koncentrace viru byly provadény ve fazi kveteni. Vysledné symptomatické
hodnoceni (idaje v tabulkach a na obrézcich) bylo provadéno ve fazi kveteni
podle stupnice 0-9, kterou vyvinuli Schaller aQualset (1980).

VYSLEDKY A DISKUSE

Reakce odrid na infekci BYDV

V tab. I jsou uvedeny priiméry symptomatického hodnoceni (SH) rodi-
Covskych odrid v jednotlivych ro€nicich testovani. Odriidy Akcent, Jaspis,
Malvaz a Atribut byly hodnoceny kazdoroéné& poéinaje rokem 1993. Prii-
mérné hodnoty vynosovych znaki t&chto odriid v infekéni variantg, jejich
procentni redukce vlivem infekce a SH za obdobi 1993-1995 uvadéji
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Vacke etal. (1997). U mirné€ odolnych odrid Malvaz a Atribut byla zjisté-
na v porovnani s nachylnymi odriidami Akcent a Jaspis niz8i redukce ve vy-
nosu zrna (38 a 51 % proti 82 a 85% redukci u nachylnych odriid). Primé&mé
SH zminénych odrid v této praci (1993-1995) nejvice odpovidéd podminkam
roku 1995.

Z kolekci zdrojt rezistence k BYDV ze CIMMYT Mexiko a ICARDA
Syrie vykazaly na zdkladé SH ve &tyfletém obdobi hodnoceni (1993-1997)
nejvyssi stupei rezistence odridy Corris = CI 03906-1/Abed Deba (2,4),
Sutter (3,0), UC 76252/NK71 (3,1) a Brea’S’Ben (3,3); odriida Atlas 68
(4,1). Redukce vynosu zrna vlivem infekce u t&€chto materiali sice kolisaly v
prib&hu testovani, aviak neptevysily 10 %. Se viemi zmin€nymi odriidami
probiha hybridizace za ticelem zjidténi genetického zékladu rezistence a pro
posouzeni mozZnosti $lechtitelského vyuziti. V prvni etap& (do této studie)
byly vybrany jako rodi¢ovské odriidy Atlas 68 (jako zndmy nositel genu
Yd2) a odriida Brea’S’Ben (lépe vyhovujici v ostatnich vlastnostech — tab. III).

III. Charakteristika odriid je¢mene jarniho vyuZitelnych ve Slechténi na rezistenci k BYDV
(1995-1996) — Characteristics of spring barley varieties that can be used in breeding for re-
sistance to BYDV (1995-1996)

Odriida’ HZP HZK DEM VYR Klas? Padli’
Atlas 68 182,5 1,011 11.6. 71 6tady* 4,0
Brea’S’Ben 352,5 0,836 18.6. 89 Zl‘adys 6,5
UC 76252/NK 71 | 253,5 0,889 22.6. 70 6rady 7,0
Corris 322,0 0,764 6.7. 94 2fady 6,0
Sutter 333,0 1,067 25.6. 95 6rady 5,5
Malvaz 392,9 0,929 29.6. 79 2tady 5,5
Atribut 414,6 0,874 29.6. 80 2tady 8,5

HZP = hmotnost zrna na plochu [g/m?] — grain yield [g/m?]

HZK = hmotnost zrna na klas [g] — grain weight per spike [g]

DEM = den metani — heading date

VYR = vyska rostliny [cm] — plant height [cm]

Padli = rezistence k padli travnimu (0-9, 9 — bez pfiznaki) — resistance to powdery mildew
(0-9, 9 — without symptoms)

Ivariety; 2spike; *powdery; “6row; S2row
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SH podle Schallera a Qualseta (Schaller, Qualset, 1980), které bylo
pouZito, bere v tivahu nejen diskolorace listti, ale téZ zkraceni rostlin v di-
sledku infekce a redukci velikosti klasu. Evidentni byly rozdily v symptoma-
tické reakci jednotlivych odrud, ale téZ jejich interakce s podminkami
jednotlivych ro¢nikt (tab. I). Ponékud slabsi byl projev infekce v roce 1997
(5,18) proti roku 1995 se silnéjsim projevem u vétSiny odrid (5,87). Ur¢ita
variabilita (vy3$8i u odrtid Jaspis a Brea’S’Ben) byla zji$téna také mezi parce-
lami na pokusném pozemku. Qualset et al. (1990) ukazali, Ze exprese
symptomi po infekci BYDV je siln¢ ovlivnéna podminkami prostfedi, coz
znesnadiiuje genetickou interpretaci segregace v rezistenci.

Genetické zaloZeni rezistence k BYDV u odriidy Brea’S’Ben

U linif generace F5 kfiZzence Brea’S’Ben/Atlas 68 byl po infekci BYDV
zjisté€n pouze vyskyt nestépicich, rezistentnich linii, pfi€emZ primér SH
v generaci F3 (2,58) byl blizky priiméru rodi¢ovskych odrid (2,80). Takeé va-
riance linii generace F; v SH byla ze vSech hodnocenych kfiZzenci nejniZsi
(tab. II). Po kfiZeni odridy Brea’S’Ben s nachylnou odriidou Akcent bylo
zjidt€no 11 nestépicich rezistentnich linii (primé&r SH = 1,91), 25 3tépicich
linii (4,50) a 11 nestépicich nachylnych linii (6,06), coZz odpovida poméru
1:2:1(¢2=0,192 <x? 0,95 = 9,99) pro monogenni zaloZeni (obr. 1b). Ge-
netickymi analyzami byla tedy prokézana pfitomnost genu Yd2 u odridy
Brea’S’Ben.

Rezistentni odriida Brea’S’Ben (obr. 2) s dvoufadym klasem byla vy-
nosnéjsi nez odriida Atlas 68, pozdné&j§i v metani a vykazovala vy3$si
odolnosti k padli travnimu (tab. III), coZ 1épe odpovida $lechtitelskym poZa-
davkim na na$e odriidy jarniho je¢mene. Jako potencidlni donor genu Yd?2
pfichazi v ivahu i odriida Sutter s produktivnim, aviak 3estifadym klasem.
Vhodnost zahrani¢nich zdroji vysoké rezistence z tab. III pro na%e $lechténi
viak bude tfeba posoudit po hybridizaci s modernimi ¢eskymi odriidami
je¢mene jarniho.

Studium genetické diverzity materidlu segregujiciho v genu Yd?2

V roce 1995 byla analyzovana segregace ve stupni rezistence u k¥iZence
Atlas 68/Akcent v generaci F,. Reakce rostlin na infekci BYDV byla zna¢né
rozdilné, coz dokl4d4 obr. 3. Separaci rostlin v této generaci bylo mozno pro-
vadét na zakladé stupné produktivniho odnoZeni. PIné metani rostlin odpovi-
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1. Rozdéleni &etnosti v symptomatickém hodnoceni infekce BYDV (0-9; 0 — bez symptomit)
u F3 linii kfizenct: a) Atlas 68 (At)/Akcent (Ak) a b) Brea’S’Ben (B)/Akcent — Frequency
distribution for BYDV scores (0-9, 0 — without symptoms) from F3 lines of crosses: a) Atlas
68 (At)/Akcent (Ak) and b) Brea’S’Ben (B)/Akcent
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2. Rezistentni odriidda Brea’S’Ben (474) 3. Segregace v rezistenci rostlin k infekci
s genem Yd2 — Resistant variety Brea’S’Ben  BYDV v F2 generaci u kfiZzence Atlas 68
(474) which carries Yd2 gene (gen Yd2)/Akcent (nachylna odrida)

— Segregation in BYDV resistance in F2
generation of the cross Atlas 68 (gene
Yd2)/Akcent (susceptible variety)

dalo reakci rodi¢e Atlas 68, zatimco nemeténi rostlin nachylnému rodi¢i
Akcent. Rostliny ¢asteéné metajici mohly byt povazovany za pravdépodobné
heterozygotni genotypy. Detekovéano bylo 18 pln&€ metajicich rostlin, 33 &a-
ste¢né metajicich rostlin a 17 nemetajicich rostlin, coz odpovidd poméru
1:2: 1 pro monogenni zaloZeni (x? = 0,88).

Vysoky ucinek genu Yd2 na stupeii rezistence dokladaji analyzy tii kii-
Zencii (Atlas 68/Akcent, Atlas 68/Jaspis a Brea’S’Ben/Akcent ) v generaci F5
provadéné v letech 1996 a 1997. U ktiZence Atlas 68/Akcent bylo detekova-
no 15 nedtépicich rezistentnich linii (primér SH = 3,47), 35 té€picich linii
(5,02) a 10 nest&picich nachylnych linif (8,00) — x> 1:2:1 = 2,50. Proti kfiZenci
Brea’S’Ben/Akcent byl na zékladé primé&rného SH evidentni niZ3i stupefi re-
zistence u skupiny nestépicich rezistentnich linii a také vy33i variabilita v rdmci
této skupiny (Atlas 68/Akcent = 0,568; Brea’S’Ben/Akcent = 0,241 — obr. 1a, b).
Niz3i stupeii rezistence je vysvétlitelny niz§im stupn€m u rodi¢ovské odriidy
Atlas 68, zvlasté v roce 1996 (4,1), proti odriidé Brea’S’Ben (2,0 — 1996;

270



Genet. a Slecht., 33, 1997 (4) : 261-279

2,4 — 1997). Variabilitu v rezistenci uvniti nestépicich rezistentnich linii
mohly ovlivnit podminky ro¢niku, aviak pravdépodobnéjsi je vliv genetic-
kého pozadi. Odriida Atlas 68 je bezesporu morfogeneticky odli¥né&j3i od
odridy Akcent (rozdil v dobé metani je vice nez 14 dnli) nez odrtida
Brea’S’Ben, a tak interakce mezi rezistenci a morfotypem se mohly vyraznég-
ji uplatnit. Také u kfiZence Atlas 68/Jaspis s prokdzanym 3t€penim v poméru
1:2:1 v generaci F (tab. Il - %% = 0,045) byla zjiit&na u skupiny nest&picich
rezistentnich rostlin vysoka variabilita v SH (dokonce 0,844, i kdyZ primér
SH této skupiny 2,86 nepievySoval primér odriidy Atlas 68 3,2). Genetické
pozadi zfejm& mé na expresi genu Yd2 vyrazny vliv. Ve Velké Britanii
Catherall aHayes (1966) zjistili niz§i efektivitu tohoto genu u pozdnich
odriid s pomalej$im vyvojem. Také Jones a Catherall (1970) pfisoudili
niz8i efektivitu genu Yd2 u ozimych genotypili pomalému riistovému rytmu.
Comeau alJedlinski (1990) upozornili na vazanost efektu tohoto genu
na vétsi délku rostliny a zhor§ené parametry jakosti zrna. Nejnovéjsi
vysledky $lechténi na rezistenci u je¢mene ozimého viak dokazaly (Delo-
gu et al., 1995), Ze vysokou rezistenci s vyuZitim genu Yd2 lze kombinovat
s ptiznivymi agronomickymi vlastnostmi. Slechtitelsky tisp&ch zavisi nema-
lou mérou i na vybé&ru vhodného donora genu Yd2.

PiedloZené vysledky (i obr. 3 a 4) dokladaji, Ze diverzita v rezistenci mate-
ridlu segregujiciho v genu Yd2 je vysoka, a tudiZ 1ze tento gen povaZovat za
gen s velkym u¢inkem na rezistenci k PAV izolatu (nejrozifenéj$imu v na-
Sich podminkach) BYDV. U v3ech tii kfiZenci analyzovanych v generaci F4
a téZ v generaci F| u kfizence Atlas 68/Akcent byly priiméry hybridni populace
v SH niZ¥i neZ priméry odpovidajich rodi¢i v daném roce, coZ potvrzuje zjiSténi
z literatury (Qualset et al., 1990), Ze jde o netipln€ dominantni gen.

ZalozZenf rezistence u ¢eskych mirné odolnych odriid Malvaz a Atribut

Odrtida Malvaz, s detekovanou mirnou rezistenci k BYDV (Vacke et al.,
1997), byla kfiZzena s nachylnymi odriidami Akcent a Jaspis. Jak je patrné
z obr. 5a, b a z udajii v tab. II, variabilita v SH F; linii t&chto kfiZenci byla
vyrazné niZz8i (0,442 a 0,497) neZ u kf¥iZzenct segregujicich v genu Yd2
(2,471-2,830). Prim&mé SH generace F; obou kfiZencii i v generaci F kfi-
Zence Malvaz/Akcent byl viak (podobné jako po segregaci v genu Yd2) vzdy
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4. Variabilita v rezistenci linii
generace F3 k infekci BYDV

M u kfiZzence Atlas 68 (gen Yd2)/Jaspis
g8 (547 — rezistentni ne3t&pici linie;
546 — nachylna nedt&pici linie; 544,
545 - 3t&pici linie) — Variability in
BYDV resistance of F3 lines of the
cross Atlas 68 (gene Yd2)/Jaspis
(547 - resistant nonsegregating line;
546 — susceptible nonsegregating
line; 544, 545 - segregating lines)

niz3i nez primér rodi¢ovskych odriid, coz indikuje mirnou (netplnou) domi-
nanci pro vy33i rezistenci.

S cilem poznat genetické zaloZeni rezistence k BYDV u odriidy Malvaz
jsme se pokusili na zdklad€ srovnani s reakci rodi¢ovskych odrid v letech
1996 a 1997 detekovat u kfiZenct této odriidy s nachylnymi odriidami
Akcent a Jaspis a s nositelem genu Yd2 Atlas 68 linie odolné &i nachylné
nestépici a linie §tépici v reakci na infekci BYDV (tab. II). Na zakladé Stépe-
ni v reakci u Fj linif kiiZzence Malvaz/Atlas 68 byla prokazéna odli$nost
v genetickém zaloZeni rezistence u odriild Malvaz a Atlas 68. V roce 1996
(generace F3) bylo predbé&Zné u kiiZzence Malvaz/Akcent vybréno ze 60 linii
sedm nestépicich linii, z nichZ tfi byly oznageny jako nachylné (29, 56, 70)
a Ctyfi jako odolné (15, 22, 45, 55 —tab. IV). Tyto linie spolu s rodi¢ovskymi
odriidami byly pro ovéfeni jejich reakce piesety v roce nasledujicim (genera-
ce F,) na Ctyffadkové parcely, infikovany BYDV a opétné€ sledovany vi-
zualng a s vyuzitim metody ELISA pro stanoveni relativni koncentrace viru
ve §tavé extrahované z listli infikovanych rostlin. Jak ukazuje tab. IV, vi-
zuélng podle primérného SH a homogenity v reakci rostlin na infekci BYDV
byly vybrany tfi linie s oznaenim nest&pici nachylné a dvé linie s oznaéenim
nestépici odolné. Tato zjisténi vyhovuji dvougenovému modelu, se $t€pnym
pomérem 1 : 14 : 1 (x> = 1,086). Shoda s timto pomérem byla nalezena i u k¥i-
?ence Malvaz/Jaspis (x* = 0,051) (pfedb&né vysledky roku 1997 — tab. II).

S pouzitim metody ELISA (tab. IV) byly prokdzany vyznamné rozdily
v absorbanci (relativni ukazatel koncentrace viru) mezi rodi¢ovskymi odri-
dami Malvaz a Akcent (1 = 5,030 > 1975 = 1,70), jakoZ i mezi skupinou
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IV. Hodnoceni F3 a F4 linii kfizence Malvaz/Akcent vybranych v roce 1996 jako ne3t€pici
nachylné (29, 56, 70) a nestépici odolné (15, 22, 45, 55) — Evaluation of F3 and F4 lines of the
cross Malvaz/Akcent selected in 1996 as nonsegregating susceptible (29, 56, 70) and nonsegre-
gating resistant (15, 22, 45, 55)

i | SEn [ B Toswcn T v
Akcent 7 0,763 + 0,0255 7,6
Malvaz 5,4 0,278 + 0,0128 4,8
29 7.5 1,028 + 0,0757 7.5 +
56 7,0 1,082 + 0,0385 7,5 +
70 7,8 1,258 £ 0,0412 7,8 +
15 5,8 0,667 £ 0,0293 5,5
22 5,0 0,763 + 0,0453 5,5 +
45 5,7 0,639 + 0,0467 5,5
55 5,0 0,966 + 0,0312 5,0 &

VV =vizualni vybér linii podle primé&rného SH a homogenity rostlin v reakci na infekci BYDV
v roce 1997 - visual selection of lines according to average symptom score and homoge-
neity of plant reaction to BYDV infection in 1997

lparent/line, 2symptom scoring (0-9, 0 — without symptoms)

podle koncentrace viru odolnych (15, 22, 45) a skupinou nachylnych (29, 56,
70) linii (z = 4,69 > 1,66). Na zakladé hodnoceni rozdili v rozptylech F-testem
byl rozptyl v hodnotach absorbance vyznamné niz8i u rodi¢t neZ u linii
a také relativn& niz8i pro skupinu odolnych linii neZ pro skupinu linii
néachylnych. Shodnost rozptylu s rozptylem rodi¢ovskych odriid bylo moZzné
statisticky prokazat pouze u linie 15. Celkové byly jak primémé hodnoty
absorbance, tak jejich rozptyl vy3si u hybridniho materialu neZ u ptislu$nych
rodi¢ovskych odrid, i kdyZ symptomatické hodnoceni tfi nachylnych linii
odpovidalo odridé Akcent a &tyf odolngjsich linii odridé Malvaz. Linie 55
byla vybrana podle SH i homogenity v reakci rostlin jednozna¢né& jako
odolna. Jeji primé&rna absorbance viak byla vyznamné& vy33i neZ absorbance
skupiny linii 15, 22 a 45 (¢t = 5,17 >1,67) a nemohla byt tudiZ na zakladé
ELISA testu zafazena do této skupiny.

ELISA testem byla detekovéana pfitomnost BYDV 100% u v3ech analyzo-
vanych rostlin viech odrid a linii, coz dokladd vysokou spolehlivost
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infek&nich testli; kvantitativni stanoveni , koncentrace* viru touto metodou
je v8ak tfeba povaZovat za aproximativni. Prokazaly se relace mezi pri-
mérnou absorbanci a symptomatickym hodnocenim, a tedy spojitost nizsi
»koncentrace* viru s vy3$3i odolnosti zji¥t€nou na zéklad¢ symptomatického
projevu nékazy. U hybridniho materidlu v3ak byly priméry i rozptyly
v absorbanci obvykle vyznamné vy3$§i nez u rodice s pfiblizn¢ stejnym SH.
Vy33i rozptyly naznaduji, Ze i pfes homogenitu v symptomatickém projevu
koncentrace viru v populacich rostlin 3té€picich v komplexu znak
a vlastnosti (nestépicich pouze ve vizualnim projevu nékazy) vice kolisé nez
u homozygotniho rodi¢ovského materidlu a vysledkem mize byt i vy33i pri-
meérna hodnota. Zjisténi zévislosti stupné rezistence na genetickém pozadi
a v interakci s prostfedim je literarné podloZeno (Qualset et al., 1990)
a zvlasté je-li vysledny efekt gent niz3i (mirnad odolnost odridy Malvaz),
dochézi &asto k tomu, Ze tolerance miiZze byt u téZe odridy (jako napf. p3eni-
ce jarni Anza) indikovana jako kvantitativni (Tola, Kronstad, 1984) ¢i
jako kvalitativni (gen Bdv! s &astenou efektivitou — Singh et al., 1993).
U odridy Malvaz miiZeme na zékladé& vizudlnfho hodnoceni reakce na
infekci BYDV u hybridnitho materidlu hovofit o oligogennim zaloZeni re-
zistence nejméné dv€ma geny, aviak evidentni interakce geni s faktory
prostfedi i vliv genetického pozadi zt&€Zuji interpretaci segregace i pfipravu
vhodného materiédlu nutného pro detekci markerti zi¢astnénych geni. Pro
odvozeni genetickych markeri rezistence odridy Malvaz bude ziejmé
z téchto diivodi nutné uplatnit pfistup b&Zny pro kvantitativni znaky (QTL).

Pro detekci shodnosti &i odli3nosti genetického zaloZeni dvou mirng
odolnych &eskych odriid Malvaz a Atribut byly tyto odriidy vzdjemné& k¥iZe-
ny a v generaci F; byla posuzovéana reakce na infekci BYDV (tab. II,
obr. 5c). Vizudlni hodnoceni pfiznakt infekce prokazalo segregaci jak
v reakci rostlin uvnitf linie, tak mezi jednotlivymi liniemi generace F5
(stejny rozptyl u kiizence Malvaz/Atribut jako u k¥iZenct odridy Malvaz
s nachylnymi odriidami Akcent a Jaspis — tab. II), coZ sv&d¢i o odli¥nosti
genetického zaloZeni rezistence téchto odriid. P¥ihlédne-li se k moZnému ko-
lisani SH pozorovanému u rodi¢ovskych odriid (tab. I),transgrese evidentn&
nelze prokazat. Rezistence linii generace F; posuzované na zakladé SH byla
vyrazné niz3i (5,85) neZ v priméru rezistence rodi¢i (5,10). Prim&mé SH
v generaci F5 bylo stejné jako u kfiZzence odriidy Malvaz s nachylnou odri-
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"

5. Rozdéleni &etnosti v symptomatickém hodnoceni infekce BYDV (0-9; 0 — bez pfiznak)
u F3 linii kfiZzencl: a) Malvaz (M)/Akcent (Ak), b) Malvaz/Jaspis (J), c) Malvaz/Atribut (Ab)
a d) Malvaz/Atlas 68 (At) — Frequency distribution for BYDV scores (0-9; 0 — without
symptoms) from F3 lines of crosses: a) Malvaz (M)/Akcent (Ak), b) Malvaz/Jaspis (J),
c) Malvaz/Atribut (Ab) and d) Malvaz/Atlas 68 (At)

dou Jaspis, coZ ukazuje, Ze vzajemné kiiZeni mirn€ odolnych odrid Malvaz
a Atribut zfejmé& neni perspektivni cestou pro zvy3eni rezistence.

Strategie ve §lechténi na rezistenci k BYDV

Vhodnou strategii nazna¢uji vysledky dosaZené u kiizence Malvaz/Atlas 68
(tab. II, obr. 5d). K¥iZeni donora genu Yd2 (Atlas 68) s mirné& odolnou ¢eskou
odridou Malvaz vedlo k vyraznému roziifeni genetické variability ve stupni
rezistence (s> u Malvaz/Atlas 68 = 1,84, zatimco u Malvaz/Atribut = 0,43)
a 35 % linif vykazovalo dokonce vy33i stupeii rezistence (2-3,5) neZ re-
zistentni odrtida Atlas 68.
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Nezbytnost kombinovani major a minor genti rezistence je odivodnéna
jednak zjisténim &aste¢né efektivnosti genu Yd2 v nékterych genetickych po-
zadich (Qualset, 1983) a dale tim, Ze pro dosaZeni trvalejsi (durable) re-
zistence k chorobam je obecné pozadovano zaloZeni rezistence vice geny. Ze
§lechtitelského hlediska je rozhodujici pfedloZeni rychlého a zaroveii efek-
tivniho postupu dosazeni poZzadovaného stupné rezistence.

V soucasné dobé je efektivni gen Yd2 ptitomen v odridach ¢i liniich, které
jsou morfogeneticky zna¢né odchylné od souasnych &eskych povolenych
odrid je¢mene jarniho. DlileZitym krokem je zhodnoceni komplexu agrono-
micky vyznamnych znaki u donoril tohoto genu a vybér nejvhodnéjiiho do-
nora pro hybridizaci s mirn¢ odolnymi modernimi odriidami. Monogenni
zaloZeni rezistence genem s velkym u¢inkem umozZziiuje efektivni vybér na
pfitomnost genu Yd2 podle testace v polnich podminkéch, nebo po odvozeni
molekuldrnich diagnostistickych markeri téZ nedestruktivné a se zkracenim
cyklu. Nutna je rekurentni selekce s opakovanym zpétnym kfiZzenim s mirné
odolnym rodi¢em — moderni povolenou odriidou jarniho jeémene. Podobné jak
bylo popséno v pokusech s pfenosem rezistence k BaYMV (Foroughi-Wehr,
Wenzel, 1990), je vyhodnou cestou k urychleni 3lechtitelského procesu
vyuziti rekurentni selekce s haploidnimi kroky. Vytvofeny dihaploidni mate-
ridl (regenerovany z F, mikrospér) segreguje v rezistenci zaloZené jednim
genem v poméru 1 : 1, coZ usnadiiuje vybéry v provoka¢nich testech. Material
je homozygotni a tak 1épe zhodnotitelny i v ostatnich znacich jiZ v generaci
A,. Na zfeteli je v3ak tfeba mit, Ze ¢im jsou rodi¢e v morfofyziologickych
znacich vzdalené&;jsi, tim vétsi rozsah populace dihaploidnich linii je Zadouci.

Udévana spojitost vy3§iho a¢inku genu Yd2 s vétsi délkou rostliny
a rychlej§im ristovym rytmem (viz Studium genetické diversity materialu
segregujiciho v genu Yd2), ktera by mohla byt ptekazkou §lechtitelského
pokroku ve studovanych podminkach, nebyla v nadich testech prokazéna.
Naopak ve zkouSenych podminkach byla zji§téna z korela¢ni analyzy mezi
SH a dobou metani u skupiny odolnych, nestépicich linii generace F4 kfi-
Zence Atlas 68/Akcent vyznamna negativni korelace (r = —0,622""), coZ uka-
zuje, Ze vys3i stupeti rezistence 1ze o&ekavat pfi pozdné&j$im metéani (blizkém
odridé Akcent). Také porovnani stupné rezistence u odrid, které jsou nosi-
teli tohoto genu ukazuje, Ze vy33i stupeii rezistence byl zji§té€n u pozdéji me-
tajicich odriid Sutter (3,0) a Brea’S’Ben (3,3) neZ u extrémné rané odridy
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Atlas 68 (4,1) (téz udaje z tab. III). Korelace mezi SH a vy$kou rostliny byla
statisticky nevyznamna (» = 0,037), a tak vysoky stuper rezistence lze o¢eka-
vat pfi rozdilné vy3ce rostliny. Vzhledem ke sloZitému genetickému zaloZeni
jakosti zrna je také malo pravdépodobna spojitost vysoké rezistence podmi-
néné genem Yd2 se zhor§enymi parametry kvality, jak uvadéji Comeau
aJedlinski (1990). Naopak pfizniva pro $lechténi je vazba genu Yd2
s genem determinujicim rezistenci k Rhynchosporium secalis (Qualset et
al., 1990). Uvedena zjisténi jsou nepochybné povzbuzenim pro nae §lechté-
ni, ale na zaveér je tfeba pfipomenout, Ze vzhledem k prokdzanému ovlivnéni
stupné rezistence genetickym pozadim i podminkami prostfedi mohou ga-
rantovat uspé&ch Slechténi jen 3ir3i rozsahy testovaného materiélu a viceleté
udaje o jeho reakci na infekci BYDV.
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Z VEDECKEHO ZIVOTA

XVIIIL. Mezindrodni travinagsky kongres

se kona ve Ctyfletych intervalech. Letos, v dobé od 8. do 19. &ervna, byla
hostitelskou zemi této vrcholné travinaiské, ¢i spi¥e picninarské udalosti
Kanada, resp. Winnipeg (Manitoba) a Saskatoon (Saskatchevan). Pofadatelé
pravdépodobné s ohledem na velky pocet prispévki zvolili systém tvodnich,
§ifeji koncipovanych prednasek, které iniciovaly kazdou ze tfi sekci. Jednalo
se o sekci ,rostlinnou®, ktera zahrnovala tematické okruhy poé&inajici tvorbou
odrid a introdukci novych druhii aZ po pastevni techniku a semenafstvi, dale
sekci ,,Zivo€isnou®, kterd se zabyvala kvalitativnimi aspekty picnin jakoZto
podstatnych komponent vyZivy zvifat, a dale ,travinaiskou®, zahrnujici otazky
alternativniho vyuziti picnin, biodiverzity, anebo socidlnimi a ekonomickymi
aspekty travnich porostil. Po iivodnich referatech nasledovala diskuse u pos-
terd, kterych byl opravdu uctyhodny pocet — plnych 1032.

Kanads$ti pofadatelé demonstrovali vysokou uroveil domdaciho travinéfstvi i na
exkurzich — jednak na hlavni, mezikongresové, ktera zaroveil spojovala pfesun
ucastnik z Manitoby do Saskatchevanu, jednak na dvou puldennich vyjezdech. Pro
vétSinu ucastnika konference, ktefi byli v Kanadé poprvé, bylo jisté piekvapujicim
a insipirujicim dojmem, jak kanad$ti farmafi dovedou v relativné velmi obtiZnych
podminkach, které jsou ohrani¢eny pouze pétimési¢ni vegetaéni dobou, doséhnout
pozoruhodnych vysledki ve vyrobé& picnin — at’ uZ semen, nebo pice. Na druhé strané
fada z nas zavidé€la upfimné pfizen, kterou vlada vénuje zemédélstvi — bylo to patrné
nejenom z rozhovort s farmafi, ale i z vybaveni obou zemé&dé&lskych univerzit jak ve
Winnipegu, tak v Saskatoonu.

Vhodnym se ukézalo také spojeni vystavy zemé&dé&lskych podnikatelskych subjekti
s kongresem, kde se navazovaly pfimé obchodni kontakty i probihala ¢ila vyména
informaci.

Pro viimavého Gcastnika konference bylo velkym poZitkem také setkéni s travami,
které jako v3udypfitomna zelefl hraji v Kanad¢ nezastupitelnou roli. Jsou integraénim
prvkem méstské vystavby, nepostradatelné na dalni¢nich mezipasmech, golfovych
a kriketovych hftistich i jednoticim prvkem univerzitnich kampust. Po tom viem, co
travinaisky kongres nastinil, se skoro zdélo, Ze kanadskym narodnim znakem by
nemél byt Eerveny javorovy list, ale zeleny &tyfihelnik travnaté plochy, tolik typicky
pfi pohledu z letadla na provincie zapadni Kanady.

Ing. Bohumir Cagas, CSc., Ing. V. Pavla
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PREHLEDY

VYUZITi BIOCHEMICKYCH MARKERU VE SLECHTEN{
REPKY A DALSICH BRUKVOVITYCH PLODIN*

Viadislav CURN, Lenka SAKOVA

Jihoceskd univerzita, zemédélska fakulta, Ceské Budéjovice, Ceska republika

Olejniny jsou vyznamnymi zemédélskymi plodinami, které zabezpe€uji vyZivu lidi
a jsou také dileZitou surovinou pro primyslové zpracovani, pfipadné pro chemicky
primysl. Jsou rovnéZ cennym bilkovinnym zdrojem pro vyrobu krmiv a perspektivné
1 pro lidskou vyZivu. V ekologickych podminkach nasi republiky je nosnou olejninou
ozimd fepka.

Repka olejna (Brassica napus L. var. napus) je amfiallotetraploid s 38 chromozo-
my. Jeji piivodni vyskyt je vdzan na stfedomoiské genetické centrum, kde jsou také
oblasti vyskytu jejich ptivodnich rodi¢ovskych komponent — Brassica oleracea L.
(brukev zelnd) a Brassica campestris L. (fepice olejna). Spontdnni hybridizaci téchto
dvou druhi s diploidnim po¢tem chromozomi a naslednou amfidiploidizaci vznikla
fepka olejna se svoji pomémeé sloZitou genetickou strukturou.

Historie péstovani fepky a dalSich brukvovitych plodin je jiZ ddvno spojena s kultu-
rou ¢lovéka — plivodni uplatnéni druhti z $irokého a variabilniho rodu Brassica jako
zeleniny ¢&i pochutiny. Zeleninové typy brukvovitych rostlin byly Siroce vyuZivany
JiZ v neolitu, staré indické pisemné prameny uvadéji, Ze ,,Siddhartha“ (B. campestris)
byla péstovéna jiz 2000-1500 let pf. n. 1. Na evropském kontinenté bylo vyznamné
uplatnéni téchto plodin jiz v dobach antického Recka a Rima (Fussell, 1966;
Labana, Gupta, 1993; Murphy, 1994) a v Anglii a v Nizozemsku jiZ v 16.-17.
stoleti pierostlo v $ir3i uplatnéni olejnatych semen fepky a fepice, zprvu na technické
Gcely (sviceni, mydlafstvi), pozd&ji i na potravinaiské vyuZiti (Fussell, 1966;
Seebohm, 1976). Na naSem uzemi dochézi k vétsimu rozmachu v péstovani fepky
po¢atkem minulého stoleti (Fabry etal., 1992; Vas§ak,Fabry, 1994). Od 50. let
dvacatého stoleti se stala fepka velmi vyznamnou potravinaiskou plodinou, nové
nabyva na vyznamu i vyuZiti fepky pro technické ucely i jako obnovitelného zdroje
energie (Scarisbrick etal.,, 1989).

*  Zpracovano na zakladé vysledki vyzkumnych projekt z let 1991-1995, fedeno za podpory
grantd EC-TEMPUS-JEP-2216 (EC Brussel), GA 56/93/0998 (Grantova agentura CR), 04/93
a 05/94 (JU-ZF).
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U fepky, stejné jako je tomu u ostatnich péstovanych rostlin, je odriida nositelem
znakl a kvalitativnich vlastnosti jak z hlediska nutri¢niho a technologického, tak
i z hlediska hygienické jakosti, a spektrem svych znaki a vlastnosti se odliSuje od
ostatnich péstovanych odriid. Proto maji pro hodnoceni kvality zemédélskych pro-
dukti a potravin takovy vyznam metody, kterymi je moZné charakterizovat identitu,
pivodnost a ¢istotu odridy. Mnohé zemédélské plodiny maji velky pocet odrid a pro
povoleni nové odridy k péstovani a prodeji plati ve vétsiné zemi piisna pravidla.
Zékladem téchto pravidel byva striktni charakteristika, ktera dovoluje novou odriidu
(resp. novoslechténi) odlisit od jinych jiz péstovanych odrid. K tomuto G¢elu jsou
vétsinou pouzivany popisné morfologické znaky, které viak jsou u mnohych ko-
mer¢né vyznamnych skupin plodin obtiZnéji pouZitelné.

Aplikace metod molekulami biologie v této oblasti umoZiiuje vyuZiti riznych
bilkovinnych a enzymovych systémi jako biochemickych genetickych markerti pro
popis a identifikaci genotypt/odriid. U nékterych plodin je s uspéchem vyuZivana
1 moznost rozliSeni genotypli na irovni DNA, na zdkladé polymorfismu DNA. Tyto
metody za¢inaji byt nejen Sifeji uplatiiované ve $lechtitelské a semenaiské préci
(popis, zkouSeni a pravni ochrana odriid, zkouSeni a certifikace osiv), ale ,,bioche-
mické a molekularné biologické certifikaty“ mohou byt v fadé statli vyZadovany 1 pfi
mezinarodnim obchodu s osivy, sadbou i1 zemédélskymi produkty (Sykorova,
1992; Horvath, 1993; Juraéek, Mudry, 1994).

RovnéZ izoenzymy i zésobni proteiny jsou jiZ po relativné dlouhé obdobi vyuZiva-
ny jako biochemické markery ve Slechtitelské a semenafské praxi. U brukvovitych
rostlin metoda analyzy izoenzym1 a proteini pomoci elektroforézy na gelovém nosi¢i
(agaru, Skrobu nebo polyakrylamidu) nasla své uplatnéni v taxonomickych a fyloge-
netickych studiich(Vaughan, Waite, 1967, Truco, Arus, 1987), v identifika-
ci mezirodovych hybridil po somatické hybridizaci — fizi protoplasti (Sundberg,
Glimelius, 1986, 1991) a v charakterizovani adi¢nich linii (Chevre etal., 1991).
Pravdépodobné nejvyznamnéjsi aplikaci lze spatfovat v kontrole &istoty osiva F
hybridi (Nijenhuis, 1971, Woods, Thurman, 1976, Wills et al., 1979,
Wills, Wiseman, 1980; Suurs, 1986) a v identifikaci a charakterizovani odriid
zemédélskych plodin (Arus, 1985; Miindges, 1990).

Zejména tyto dvé posledni aplikace nabyvaji v souasné dobg stale vice na vyzna-
mu, mnohé 3lechtitelské a semenafské firmy vyuZivaji biochemické a molekularni
markery ve svych Slechtitelskych programech, ke kontrole &istoty osiva (F; hybrida
a klasickych odriid) a k identifikaci odriid (Hackeman, pers. com.). Z hlediska
predpistt UPOV jsou pro pravni ochranu odriidy vyZadovany tzv. DUS testy a pouZivani
mnohdy pouze morfologickych znakii pro charakterizovani a odliSeni odrid jiz
u nékterych rostlin nepostacuje. Biochemické genetické markery mohou byt
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vhodnymdoplitkem klasickych popisnych metod a mohou napomoci k identifikaci
a odliSeni u nékterych skupin plodin (Nielsen, 1985; Horvath, Horvath, 1994).

Genetické bilkovinné markery

Geneticky marker (signalni gen) se pouZiva pro oznadeni jasné fenotypové se
projevujiciho znaku s jednoduchou dédi¢nosti. Oznaceni marker pak ptedpoklada
spojeni tohoto znaku genovou vazbou s jinymi kvantitativnimi &i kvalitativnimi
znaky (Sozinov, 1985). Genetické biochemické markery se musi vyznagovat dosta-
te¢nou genetickou a ji odpovidajici fenotypovou variabilitou, vysokou expresivitou
a penetranci a rovnéz vysokou heritabilitou, tj. nezavislosti na podminkéach prosttedi
(Sasek etal., 1983).

Bilkoviny mohou velmi dobfe spliiovat kritéria pro genetické markery, nebot” se
vyznauji vysokym stupném geneticky fixovaného polymorfismu, kodominantni
dédi¢nosti, rozlisitelnosti alel v individuich, jistou mirou nezavislosti na vné&jsich
podminkach. Takovymi systémy mohou byt zasobni bilkoviny nebo izoenzymy
(molekuléarni formy enzymi). V principu v3echny bilkoviny vykazujici geneticky
polymorfismus mohou byt vyuZity jako diferenéni markery u odrid, a to s vétsim
efektem neZ klasické morfologické markery (Sykorova, Hadacova, 1992).

Morfologické znaky maji n€kolik nevyhod, pokud jsou pouZivany jako markery
v rostlinné genetice a 3lechtitelskych postupech. Recesivni alely gent kodujicich
morfologicky projev (znak) se v homozygotnim stavu nemusi projevit, nebo mohou
byt ztratové. Také epistaticky nebo pleiotropicky efekt takovych genii miiZe limitovat
pocet markert pouZitelnych v jednom souboru. Naproti tomu alely (alozymy) vétSiny
izoenzymovych lokusi jsou kodominantni a mohou se pak projevit i v pfipadé
recesivity nebo pleiotropie. Tato kodominance také umozZiiuje rozlisit heterozygoty
od homozygoth. [zoenzymy jen ziidka vykazuji epistaticky projev, coZ pak umozZiiuje
pouZit u daného materialu zna¢né rozsahlejsi pofet markeri. Molekularni markery
jsou proti morfologickym i vice nezévislé na vnéjSich podminkach prostredi
(Moore, Collins, 1983).

V roli biochemickych markeri se kromé izoenzymil pouZivaji i neenzymatické
bilkoviny (napf. zasobni proteiny), markery na urovni DNA (RFLP markery majici
kodominantni charakter, RAPD markery charakterizované dominantnim charakterem
a fada dalSich technik, napf. AP-PCR, DAF, MAAF, metody izotopového i nera-
dioaktivniho fingerprintingu), je moZné pouZit i jinych metabolitii, napf. mastnych
kyselin, u niZ8ich rostlin i sekundarnich metaboliti a pigmenti (Song et al., 1988;
Tanksley et al, 1989; Hu, Quiros, 1991; Parent, Pagé, 1992; Waugh,
Powell, 1992; Davik, 1993; Horvath, 1993). I tyto biologické makromolekuly,
markerovaci systémy, v rizné mife spliiuji poZzadavky biochemickych markert, tj.
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nezavislost na podminkéch prostfedi, geneticky polymorfismus, pfitomnost vhodné
separa¢ni a detekéni techniky.

Dalsi vyhodou biochemickych markeri byva moZnost rychlého testovéani rozsahlé-
ho materialu; tento proces je nedestruktivni, tj. pro analyzu se pouziva jen malé ¢4st
rostlinné tkané. PouZiti molekularnich markertt ma proti morfologickym klasickym
znakum vyhody i v moZnosti sledovani vétsiho poctu Zadanych znakt. Navic velmi
Casto je mozné testovat rostliny v klicnim stavu a dale si ponechat jen rostliny
vhodného genotypu. Tento fakt je pfiznivy zejména pro aplikace ve $lechténi
(Moore, Collins, 1983).

Mnoho ekonomicky vyznamnych rostlinnych druhti zahmuje velky pocet odrid,
z nichZ mnohé jsou blizce pfibuzné. V pfipadé agronomicky cenénych druhti mizZe
mit zna¢ny ekonomicky vyznam moZnost rozliSeni odrid. V mnoha zemich plati
v riizné prave $lechtitelska prava a omezeni pro povoleni nové odridy na trhu. Jedno
z t&chto omezeni je jasna charakteristika, ktera miiZe odlisit odriidu od viech ostatnich
povolenych odriid. U mnohych vyznamnych druhi (obilniny, fepa, picniny a dalsi)
existuje znaéné mnoZstvi odriid a mnohé nové odriidy (novoslechténi) ¢asto nejsou
akceptovany vzhledem k nemoZnosti odliSeni ve znacich pouZivanych pro rozliSeni
a charakteristiku odriid, resp. genotypii (Nielsen, 1985). Z tohoto diivodu vyvstava
potfeba novych kvalitativné odlisnych znaki pro charakterizovani odriid, genotypti,
a mnohé morfologické znaky pouZivané v soucasnosti pak budou nahrazeny novymi
charakteristikami. V sou¢asné dobé& probihaji diskuse mezi $lechtiteli a spravnim
aparatem, jaké biochemické markery a v jakém rozsahu budou pouZivany pro potfeby
identifikace odrid (Horvath, 1993).

Izoenzymy se pouZivaji jako markery v genetickém vyzkumu mnoha druhti a jsou
vhodné i jako biochemické markery pro identifikaci odriid. N&které proteiny bez
detekovatelné enzymatické aktivity (napf. zasobni proteiny) jsou rovnéZz vysoce
polymorfni a jsou vhodné jako biochemické markery pro tyto ucely. V principu
v3echny enzymy nebo proteiny, které vykazuji genetickou variabilitu, mohou byt
pouzity jako markery k oznadeni odrid.

Volba vhodného biochemického markerovaciho sytému (na irovni DNA, proteinu
nebo enzymu) je zaloZena na téchto pozadavcich:

— dostatetna frekvence genetickych variant u daného druhu,
— exprese nezavislé na podminkach prostiedi,
— vhodn4 elektroforeticka a detekéni technika (Nielsen, 1985).

Jiz tada dfivé&jSich studii pfi pouzZiti elektroforetickych metod ukézala na vyskyt
geneticky kontrolovanych enzymovych variant (izoenzymi) u celé fady rostlinnych
druhti (Shannon, 1968; Scandalios, 1969, 1974; Gottlieb, 1981). Mnozi autofi
poukazovali na jejich mozné aplikace v taxonomickych, populaéné genetickych i $lechti-
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telskych aplikacich. Izoenzymy a proteiny byly testovany u celé fady druhi rostlin
1 z hlediska moZného charakterizovani a identifikace odriid (Nielsen, 1985).

Piehledné udaje o vyuZiti iszenzymi, proteint (a pfipadné i DNA markeri) v ge-
netickych (systematickych, evolu¢nich, populaéné biologickych, biotechnolo-
gickych) studiich a $lechténi rostlin poskytuji Brewera Sing (1970), Ferguson
(1980), Jensen a Fairbrothers (1983), Tanksley a Orton (1983a, b),
Pasteur etal. (1988), Weeden (1989),Hillis a Moritz (1990),Soltis a Sol-
tis (1990),Hoelzel (1992),Linskens a Jackson (1992), Zimmer etal. (1993).

Vyznamny je také zptisob vyhodnocovani ziskanych elektroforetickych dat a zpi-
sob jejich interpretace. Vysledné spektrum prouzki proteinii nebo enzymii na gelu je
nazyvano elektroforeticky fenotyp. Tento fenotyp je zna¢né proménlivy ve své
komplexité, zavisi na fadé faktorl, napf. druhu organismu, tkané, analyzovaného
enzymu nebo proteinu. V nékterych pfipadech je tvofen pouze jednim nebo nékolika
nevariabilnimi prouZky, totoZnymi ve vSech vzorcich. Naopak nékteré enzymy
mohou byt kédovéany vice geny a zobrazuji se pak jako komplexni fenotyp s 15-20
i vice prouZky u jedince. Néasledujici faktory se povaZuji za primami determinanty
poctu pozorovanych prouZki: pocet kodujicich gentl, jejich alelicky stav (homozy-
gotni nebo heterozygotni), kvarterni struktura bilkovinné molekuly, a jeji subcelu-
lami kompartmentace (Weeden, Wendel, 1990; Wendel, Weeden, 1990).
Piiklady genetické interpretace isoenzymové elektroforézy, charakter spektra mono-
merich a polymemnich bilkovinnych molekul uvadi fada autori (napi. Harris,
Hopkinson, 1976; Pasteur et al., 1988; Wendel, Weeden, 1990;
Acquaah, 1992; May, 1992).

Aplikace biochemickych markeru u brukvovitych plodin

Rod Brassica zahmuje diploidni a amfidiploidni druhy (pouZivané jako zelenina,
olejniny, krmivo), které jsou samosprasné i cizosprasné. U brukvovitych zelenin
(zeli, kapusta, kvétak, rizickova kapusta, brukev, brokolice) se v poslednich letech
velmi rozsifilo péstovani hybridnich Fy odrid, jejichZ Cistotu z hlediska piimési
nehybridnich rostlin je mozné velmi efektivné kontrolovat pomoci riiznych enzymo-
vych markeri, coZ je rychlejsi a levnéjsi neZ biologické testy u kli¢icich rostlin
(Arus, 1983; Artas, Shields, 1983).

V nésledujicim pfehledu jsou uvedeny nejvyznamnéjsi aplikace pouZiti izoenzymi
a proteinii separovanych elektroforetickymi technikami jako biochemickych genetic-
kych markerti u brukvovitych plodin:

— taxonomické a populaéné genetické studie

— genetické analyza somatickych a vzdalenych hybridii

— markerovani morfologickych a fyziologickych znaki, konstrukce genovych map
— vyuziti izoenzymi a proteinti ve Slechténi a semenafstvi a pro ucely identifikace odriid
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Taxonomické a populacné genetické studie

Elektroforeticka spektra proteinii semene a enzymi u zastupct rodu Brassica
a blizce pfibuznych hof¢ic (Sinapis sp.) byla zprvu pouZivana pro studium fylogene-
tickych vztahi a pro taxonomické studie u brukvovitych rostlin. Prvni studie se tykaly
zasobnich proteinll u zéastupct rodu Brassica a hoi¢ic (Vaughan et al., 1966,
Vaughan, Waite 1967, Vaughan, Denford, 1968). Semenné bilkoviny
separované pomoci elektroforézy byly u fepky pouZivany jako markery pii taxono-
mickych studiich pro charakterizovéni a odliSeni genotypi a skupin genotypi fepek,
resp. jednotlivych druhii rodu Brassica (Vaughan, Gordon, 1973; Sasek etal.,
1978; Yadava etal., 1979; Gupta, Rébbelen, 1986, Sdnchez-Yélamo et
al., 1992). Problémem je pomé&mé vysoky pocet zon ziskany po elektroforéze, Spatné
rozliSeni né€kterych zon a pomémé blizk4 spektra.

V taxonomickych studiich byly vyuZivany i izoenzymové markery, jejich pouZiti je
nyni pravdépodobné ¢astéj$i (Denford, Vaughan, 1977, Truco, Aruas 1987,
Arts etal,1991, 1992). Denford a Vaughan (1977) napt. vyuZivali fady enzy-
movych systémi (ACP, ALP, CAT, EST, GDH, LAP, PER) k srovnavacim studiim
izoenzymu semen v ramci rodu Brassica, Truco a Arus (1987) studovali charakter
spektra izoenzymi PGM, PGI, GOT, LAP, ADH u B. napus ve vztahu k rodi¢ovskym
druhtim a usuzovali na mozZny fylogeneticky ptivod jednotlivych izoenzymii. De-
lourme a Foisset (1991) studovali devét enzymovych systémi u genotypi
B. napus odlisného geografického piivodu. Polymorfismus izoenzymi je uvaZovan
1 jako efektivni nastroj ke studiu genetiky a evoluce populaci (Artas, Orton, 1983).

Kromé elektroforetickych technik byvaji pro taxonomické ucely vyuZivany i dalsi
chemotaxonomické metody (Dass, Nybom, 1967, Vaughan, Gordon, 1973;
Tsukamoto etal.,1993).

Izoenzymové markery (a v nékterych pifipadech i proteinové markery — albuminy)
se pouzivaji i ke zjistovani charakteru uméle resyntetizovanych amfidiploidi B. napus
(Vaughan etal., 1970; Schenck, Wolf, 1986, Sundberg, Glimelius, 1986,
Thorpe, Duke, 1993) a pii porovnani charakteru amfidiploidnich rostlin s pu-
vodnimi rodi¢ovskymi druhy (Miindges etal, 1989). V pfipadé nové resyntetizované
fepky nebo somatickych hybridi jsou n€kdy zmifiovany i riizné interakce mezi genomy
na Urovni exprese nebo represe nékterych izoenzymii, formovani hybridnich enzymu
ve srovnani s rodi¢ovskymi typy (Chen, Heneen, 1989; Sj6din, Glimelius,
1989). Enzymova elektroforéza je pouZivéana i k porovnani nové resyntetizovanych B.
napus z rodi¢ovskych diploidnich druht B. campestris a B. alboglabra a k porovnani
s kulturni B. napus (Chen et al.,1989).

Genetickd analyza somatickych a vzdalenych hybridi
Metoda izoenzymové analyzy je vyuZivana i pro potvrzeni somatickych hybridi
jako ditkaz hybridnosti rostlin vzniklych po flizi protoplasti. Jako markerti pro ucely
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testovani hybridnosti regenerovanych rostlin byla pouZivéna fada enzymovych systé-
muil. Pomoci 1izoenzymit LAP a IDH byla provédéna verifikace hybridniho charakteru
regenerantil, fertilnich somatickych hybridd B. napus a Arabidopsis thaliana
(Forsberg etal., 1994). Izoenzymy LAP, SDH, G-6-PDH, PGM a PGI byly vyuZity
k testovani B. naponigra, somatického hybrida rezistentniho k Phoma lingam (Sj6 -
din, Glimelius, 1989). Izoenzymovy systém LAP slouZil k charakterizovani
hybridt B. napus a B. oleracea (Sundberg, Glimelius, 1991), 6-PGDH a PGM
pro B. napus a Raphanus sativus (Sundberg, Glimelius, 1991). Kato aToku-
masu (1979) porovnavali prostfednictvim isoenzyml EST a PER Brassicoraphanus
s jeho rodi¢ovskymi druhy (B. japonica a Raphanus sativus).

Markerovani morfologickych a fyziologickych znakii,
konstrukce genovych map

Izoenzymy spole¢né s mastnymi kyselinami a RFLP markery slouzily pro charak-
terizovani disomickych adi¢nich linii B. napus (X B. nigra), u nichZ jeden pér
homolognich chromozomii z hoi¢ice Eerné byl pifidan do genomu fepky (Chevre et
al., 1991). Série izoenzymt, RFLP a RAPD markerti byly pouZivany i pro
charakterizovani a identifikaci monosomickych adi¢nich linii B. napus
(AACC + 1B, 2n = 39), rizné studie se tykaji zjistovani vztahu a mista izoenzymo-
vych markerti v genetickych (RFLP) mapach (Chevre et al., 1991; Struss et
al.,1992). ACO a GPI izoenzymy mohou byt vyuZity jako markery pfi kiiZeni B.
napus X Sinapis alba potvrzujici pfenos genil mezi t€mito druhy (Ripley et al.,
1992). Enzymové markery nachéazeji své uplatnéni i na in vitro trovni, napf. pro
porovnani intaktnich a regenerovanych rostlin (Mar3alek et al., 1989).

VyuZiti izoenzymil a proteinit ve $lechténi a semendrstvi
a pro ucely identifikace odriud

Jedna z prvni aplikaci izoenzymové elektroforézy ve Slechténi a semenafstvi rostlin
a prvni studie sméfujici do oblasti intraspecifické variability u B. oleracea se tykala
izoenzymi ACP u riiznych F; hybridnich odriid riZzickové kapusty (Nijenhuis,
1971).

Tato aplikace, tj. kontrola hybridnosti a istoty osiva, ma zejména u brukvovitych
zelenin asi nejveétsi moznosti vyuZiti (Woods, Thurman, 1976, Wills et al.,,
1979, Wills, Wiseman, 1980; Arts etal., 1982; Gasanova,1990). Luhovy
aRenakova (1989) pouzivali izoenzymy ACP a PGM pro kontrolu hybridnosti F;
hybridt riizickové kapusty a testovani homozygotnosti, resp. Cistoty Slechtitelskych
linii. Izoenzymy kyselé fosfatdzy umoziiovaly i detekci pfikiiZeni fedkve ohnice do
genomu fedkvicky. Pomoci téchto enzymovych systémil byly testovany populace
kapusty pro vybér homozygotnich linii pro tvorbu hybridi. Izoenzymy je moZné také
pouZivat jako markery pro screening $lechtitelského materialu, pro hodnoceni ¢istoty

287



Genet. a Slecht., 33,1997 (4) : 281-305

androgenetickych linii fepky a novoSlechténi kapusty (Thorpe, Duke, 1993;
Curn etal, 1994; Curn, 1995).

Izoenzymové markery na$ly své uplatnéni i pfi hodnoceni miry cizospraSeni
u fepky. Repka se povaZuje za pfevaZné samosprasnou plodinu s jistou mirou ci-
zospraseni. Podil ciziho spraseni je ovliviiovan podminkami prostfedi a béhem mno-
Zeni odridy se pak mohou objevovat zmény v hladiné heterozygotnosti. Pomoci
izoenzymové analyzy byla u odriidy Topas na riiznych lokalitach v Evropé zjisténa
uroveri cizospraseni 12-47 % (Becker etal., 1992).

V poslednich nékolika letech se izoenzymy a v nékterych pfipadech i zasobni
proteiny a markery na urovni DNA za¢inaji vyuZivat i ve $lechtitelskych programech
u fepky a pro uéely charakterizovéani a identifikace odrid (Hackenberg,
pers. com.; Hartman, pers. com.; Hauska, pers. com.; Arus et al., 1985;
Miindges et al., 1990). Piehled zji$téné variability u jednotlivych izoenzymovych
systémi a vyuZiti izoenzymovych markeru ve Slechténi fepky a dalSich brukvovitych
plodin uvadéji Thorpe a Duke (1993). Projevuje se vyraznéj$i snaha o za¢lenéni
problematiky izoenzymi jako genetickych markeri do Slechtitelskych programi
— jako markert tolerance vii¢i suchu, CMS, triazinové rezistence a pripadné i kvanti-
tativnich znaki (Thorpe, Duke, 1993).

Na nasem pracovisti (Laboratof aplikované molekularni biologie Zemédélské fa-
kulty Jiho¢eské univerzity) se problematikou biochemickych genetickych markerii
v genetice a $lechténi brukvovitych plodin zabyvame jiz fadu let. Metodiky eklektro-
foretické analyzy byly zpracovavany ve spolupraci s De Montfort University, Lei-
cester, U. K.

Béhem feSeni experimentalni Casti prace byly modifikovany a optimalizovéany
metodiky extrakce enzymi a proteinti z riznych &asti rostlinného téla u brukvovitych
plodin, modifikovany metody elektroforetické separace izoenzymi a proteini (pfe-
vaZné vyuzivajici diskontinuélni systém elektroforézy na polyakrylamidovém gelu),
ovéfovany metody vyhodnocovani elektroforeogramil a vypracovana metodika digi-
talni obrazové analyzy geli pfi vyuZiti specializovaného software (Curn, 1992,
1995a, Curn etal., 1995).

Ontogeneticka variabilita biochemickych markeru

Vzhledem k variabilité spektra izoenzymi i proteindl v riznych &astech rostliny
a v riznych ontogenetickych fazich je nezbytné analyzy provadét ze stejné asti
rostliny, kultivované za standardnich kontrolovatelnych a definovanych podminek.

Na obr. 1 je demonstrovana ontogeneticka variabilita izoenzymi esteraz analyzo-
vanych v rizném materialu — v semeni, déloZnich listcich a mladych pravych listech.
Vysledky analyzy ukazuji, Ze tyto tii systémy jsou zcela nekompatibilni a nelze
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porovnavat spektra izoenzymovych marker ziskanych z rtizného typu materialu.
Mira variability mezi odriidami (genotypy) se pohybuje na Grovni 1-20 % (listy) aZ
5-50 % (semena a dé€loZni listky), ale je stile mensi neZ mira ontogenetické variabi-
lity. Odlidnost spekter EST z riznych typt biologického materialu je na urovni
60-90 %.

0 01 03 03 04 [X3 06 0.7 0.8 (X 10
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1. Spektrum izoenzymi esterdz (s — semena, d — délozni listky, L — pravé listy)

SDS-proteinové markery

Na obr. 2 a 3 jsou prezentovany vysledky analyz celkového proteinu semen
a déloznich listkii separovaného technikou SDS-PAGE. Dendrogramy ziskané na
zakladé korelaénich matic zobrazuji miru podobnosti charakteristickych spekter
vybranych odriid fepek a hoi¢ic.

a) odridy fepek

0.7 08 09 10

b) hoi¢ice

0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 10

2. Dendrogramy — analyza vysledki SDS-PAGE proteinii ze semen odriid fepek a dalSich
brukvovitych plodin
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a) odridy fepek

333232333 3223333 ISTITII3T

ﬂmw.‘nﬂauxmw WWWNWWWWWNMNWMWNNW mmmm mwwmmmmmmmmmm mllllltlm “‘lmdlall
.m. e T - .w- -
-3 =
n ~ e o
< = = - A

|||||||||| —————— - _ a. - oo --
$ | s | B S o —
= S —— -— | = e st b il
8| = | B 8 | oo e
S| T 8 2| T
-t — -
< = ‘o o
g g e =
e E g
2 @ 8 : b
Q <] 2 ; g
5 = g h -
S o E =]
e B = 4
(=% o, .Mw_ c
: ! S 8
dedsra.i £ 5

m g 2 B

2 15} nOVb 2 | |

E S |e S E FET T m

3 § 5 & S P
© g © e I &

s o ) ™ 5 £ g
[ [5) = o L
2 |« o o |s =

~ =2 |° 2| © = |z

o P - -
2 |5 ) S B g

° ° S e L) o 1S

i .m o ] 3 B |~ s 5
S |3 ] = |° = |o

S = O I = = I°

PAGE proteinti z déloZnich listkii odriid fepek a dalsich

3. Dendrogramy — analyza vysledkd SDS-

brukvovitych plodin

290



Genet. a Slecht., 33, 1997 (4) : 281-305

Odrudy ozimych a jamich fepek se ve spektru zasobnich proteini semene pfilis
nelisi, variabilita mezi odridami se pohybuje na urovni 3-5 %. V mnohych piipadech
jsou rozdily mezi jednotlivymi vzorky v ramci jedné odriidy na stejné trovni jako
rozdily meziodriidové. Mimé vy3si miru odliSnosti maji ve spektru analyzovanych
materialt odridy Jet Neuf (25) a Mar (33).

Pii porovnani odriid fepek a dalSich brukvovitych plodin se ukazuji rozdily na
ponékud vy33i Grovni. Analyzované vzorky se po clusterové analyze seskupily do
skupin fepka/fepice (v tomto piipadé€ Ceres, Rex, Jumbuck), barevné hoi¢ice (43, 44),
krmna kapusta a kvétak (52, 46), hof¢ice bila (42). Odchylky, resp. mira odlisnosti
mezi témito skupinami byla na Grovni 5-10 %, nejvice se odliSuje spektrum proteinii
hof¢ice odridy Zlata.

Vysledky jsou obdobného charakteru jako u analyz proteinti ze semen. Charakter
spektra proteinl u odrid ozimych a jarnich fepek je aZ na vyjimky (Lirajet — 28, Mar
— 33) témeéf shodny. Dendrogram kalkulovany s citlivosti 10 dpi (0,85 mm) lépe
odrazi vizualni charakter spektra, pii vy38i citlivosti mohou byt zdiiraznény i nékteré
kvantitativni rozdily, resp. pfirozena variabilita biologického materidlu.

Pii porovnani fepek s ostatnimi brukvovitymi plodinami se ukazuje velmi vyrazna
odlisnost v charakteru proteinového spektra barevnych hoi¢ic a hoiéice bilé. Mira
odli$nosti (nepodobnosti) je daleko vy3si neZ v pfedchozim piipadé.

Pro hodnoceni proteinovych spekter je moZné pouZit dva metodické postupy
clusterové analyzy. Prvni postup spociva ve vypoctu korelaénich matic (zohlednéni-
korelace vieobecného charakteru spektra, resp. absorban¢niho profilu elektrofore-
tického spektra) a druhy vyuZiva konstrukce podobnostni matice (hodnoceni pozice
pikii na absorbanénim profilu, tj. pozice prouZzkl na elektroforetickém spektru).
Dendrogram vytvofeny na zékladé korelatni matice v tomto pfipadé dava niz$i
rozliSovaci schopnost, mira podobnosti je velmi vysoké a jednotlivé genotypy prak-
ticky nelze rozliit. Tento postup je ale v ptipadé komplexnich spekter velmi rychly.
Vy33i rozliSovaci schopnost je ziskana v piipadé porovnavani pozic jednotlivych
prouzkii na gelu — u proteinovych spekter je moZné hodnotit celé spektrum, nebo jen
majoritni prouzky.

Proteiny (neenzymatické bilkoviny) lze u brukvovitych plodin pouZit spise k cha-
rakterizovani a rozliSeni materidli na vy3$si taxonomické trovni, na mezidruhové
a mezirodové urovni. Vyraznéjsi rozdily byly patmé mezi skupinou odriid fepek
(Brassica napus), fepic (Brassica rapa [B. campestris]), barevnych hof¢ic (Brassica
Juncea a B. nigra) a hoi€ice bilé (Leucosinapis alba [B. hirta, B. alba]).

Izoenzymové markery

[zoenzymové markery (enzymové systémy ACP, LAP, SDH, EST, AAT, né&které
dali dehydrogenazy) lze vyuZivat ke kontrole Cistoty Slechtitelského materidlu
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a odriid. Kombinaci nékolika izoenzymovych markerovacich systémi je mozné rych-
le a pomémé dobie detekovat miru homogenity v testovaném vzorku. Problematické
zUstava vyuZiti téchto markert pro ucely jednoznacné identifikace odridy. S kontro-
lou ¢istoty $lechtitelského materialu souvisi 1 kontrola Cistoty a charakteristika ko-
mer¢niho osiva brukvovitych plodin.

Izoenzymy esteriz

Esterazové izoenzymy byly hodnoceny ze semen a déloZnich listkii. Stabilné;si
a lépe hodnotitelné spektrum bylo ziskano ze semen. Na obr. 4 a 5 jsou vysledky
analyz semennych esteraz po separaci metodou diskontinualni nedenatura¢ni PAGE,
resp. IEF.

o 0.1 02 03 04 05 0.6 0.7 0.8 0.9 10

2 20 2 62 48 40 42 43 i o o ow g YA

5. IEF izoenzymii esteraz ze semen
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Izoenzymy esteraz extrahované ze suchych semen jsou charakteristické zietelnym,
dobfe separovanym a rozlisitelnym spektrem. Pouze u hoi¢ice bilé (odrida Zlata)
byla v oblasti okolo Rf = 0,29 vyrazna nerozliSitelna zéna. Spektrum EST bylo
nepfili§ variabilni v souboru sledovanych odriid. Lze pomémé dobie rozlisit skupinu
odrid fepky (s nepatmymi odchylkami ozimé/jarni), dale pak skupiny odrid fepic
(odlisné spektrum ozima/jarni), hof¢ice bilé a barevnych hoi¢ic.

V ptipadé pouziti izoelektrické fokusace pro separaci esterazovych izoenzymi bylo
vysledkem velice zfetelné (zaostfené) a dobfe rozlisitelné, ale nevariabilni spektrum,
bez detekovatelnych odriidovych odchylek mezi fepkami (ozimymi i jarnimi). Repice
maji mimneé odlisny charakter spektra, vyrazné odli$né spektrum od této skupiny maji
opét hoicice.

Analyza esterazovych izoenzymi a zejména pak technika IEF je vhodna pro
hodnoceni dané skupiny odriidd/genotypti na vy3$$i taxonomické urovni (obdobné jako
SDS-proteinové markery ), rozdily mezi testovanymi odridami fepek byly minimalni.

Izoenzymy kyselé fosfatazy

Izoenzymy kyselé fosfatdzy poskytuji u fepky dvé vyrazné a dobie rozlisitelné
z6ny enzymatické aktivity. Zéna ACP-1 je reprezentovana jednim invariabilnim
prouZzkem s Rf = 1 (tento pruh se kryje s Celem gelu) a n€kolika prouZzky v z6né
ACP-3. U nékterych odrid fepek a Castéji pak u hoicic se objevuji i prouzky v z6né
ACP-2. Vysledky analyzy izoenzymi ACP jsou prezentovany na obr.6.
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6. Variabilita v elektroforetickém fenotypu izoenzymii ACP u fepky

Odriida Ceres (23) nevykazovala detekovatelnou variabilitu (ani u izoenzymi
ACP, ani u Zadného dalsiho analyzovaného enzymového systému). Odriida Arabella
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(21) a Sonéta (22) vykazuji minimalné dva elektroforetické fenotypy. Mira odli¥nosti
(variability) je na urovni 60, resp. 30 %. Obdobné& odlinost mezi standardnim
a variabilnim elektroforetickym fenotypem u odrid SL-20 (39), Mar (33), SL-506
(38), SL-525 (36) je na trovni 20-30 %, u odridy Marex (31) na Grovni 70 %.

"a) dendrogram — podobnostni matice, citlivost 5 dpi
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7. Charakteristické elektroforetické fenotypy izoenzymit ACP u taxonomicky riznych skupin
brukvovitych plodin

-
Ol

Dendrogramy na obr. 7 shrnuji vysledky u fepic a hof¢ic. Na obr. 7a jsou charak-
teristicka (resp. majoritni) spektra fepic a hoi¢ic porovnana s typickymi spektry nékte-
rych odrid jarnich a ozimych fepek. Vysledky ukazuji vyraznou odli$nost mezi skupinou
fepek a fepic/hoi¢ic — mira odlinosti t&chto dvou skupin je na Grovni 65-90 %.

Obr. 7b dokumentuje vysokou miru variability ve sledované populaci fepic a hof&ic
z hlediska izoenzymi ACP (u jinych enzymovych systémii nebyla tato variabilita tak
vyraznd).

Izoenzymy leucin aminopeptidazy

[zoenzymy kyselé fosfatazy poskytuji u fepky dvé& zony enzymatické aktivity. Tyto
z6ny nevykazuji tak vysoky polymorfism jako izoenzymy ACP a rovnéZ nejsou tak
vyrazné separované. Zéna LAP-1 je pfedstavovana u fepky dvéma prouzky s vyrazné
vy33i intenzitou zabarveni neZ u zény LAP-2. Z6na LAP-2 je variabilngji, byla zde
prokédzéna pfitomnost 1-2 prouzkii enzymatické aktivity. U hoiCice bilé a fepic je
spektrum izoenzymt LAP vyraznéji odlidné.
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8. Variabilita v elektroforetickém fenotypu izoenzymii LAP

U mnohych analyzovanych odrid byly nalezeny i dosti odli¥né elektroforetické
fenotypy izoenzymii LAP, které se lisily nejen mobilitou jednotlivych prouzki enzy-
matické aktivity (Mira — 26, Solida — 20, Arabella — 21), ale i po&tem izoenzymovych
prouZki. Mira odli3nosti jednotlivych variabilnich izoenzymovych fenotypi u téchto
odrud se pak pohybovala na trovni 20-55 %.

Z tohoto pohledu Ize obdobné jako u enzymového systému ACP vyuZit izoenzymy
leucin aminopeptidézy pro G&ely hodnoceni &istoty materialu (jako dopln&k enzymo-
vého systému ACP), odliSeni jednotlivych odriid miiZe byt z divodu nizkého poly-
morfismu tohoto enzymového systému problematické.

Analyzy dihaploidnich linii Fepky

Velmi vhodné je vyuZiti enzymovych markeri pro detekci variability u di-
haploidnich linii fepky (pochazejicich z prasnikovych nebo pylovych kultur). Pomoci
této metody je mozné rychle, ve velmi ranych fazich zjistit nehomogenitu pfi zacho-
vani celistvosti rostliny a pomoci $lechtitelskému pracovisti v aplikaci tohoto bio-
technologického pfistupu ve 3lechténi.

Dendrogramy na obr. 9-12 zobrazuji miru podobnosti jednotlivych linii, resp.
skupin fenotypu, které byly u dané linie nalezeny.

Dendrogramy ukazuji vysokou podobnost linii 12, 13, 14, 15 a linii 16 a 18 (se
tfemi prouzky aktivity ACP v z6né¢ ACP-3), rozdily mezi témito liniemi jsou kolem
10 % (resp. mira podobnosti mezi jejich spektry se bliZi 0,9). Naopak vyrazn&
vizualné odlidné elektroforetické fenotypy linii 17, 19, 16 (minoritni skupiny v ramci
té€chto linii) leZi i v tomto pfipadé v jiném bloku. Koeficient podobnosti je 0,3-0,7.
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9. Androgenetické linie fepky — izoenzymy ACP

0.5 06
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V ramci linii 11-14 nebyla detekovana variabilita pfesahujici 5 %. Linie lze charak-
terizovat jako velmi vyrovnané z pohledu sledovaného biochemického markeru.

Analyzy byly provadény i u dalSich enzymovych systémi — EST, GDH, MDH,
LAP. Vysledky pro izoenzymy LAP jsou uvedeny na dendrogramech (obr. 10-12).
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10. Androgenetické linie fepky — izoenzymy LAP z d&loZnich listki

a) podobnostni matice — citlivost 15 dpi
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11. Androgenetické linie fepky — izoenzymy LAP; dendrogram — standardni spektra linii
(2 prouzKy v z6n& LAP-1, 1 prouZek v zoné LAP-2)

Standardni elektroforeticky fenotyp pro izoenzymy leucinaminopeptid4zy u sledo-
vanych androgenetickych linii byl charakterizovan dvéma prouZky v z6n& LAP-1
a jednim prouzkem v z6n€ LAP-2. Pfi porovnavani téchto fenotypii nebyl mezi
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liniemi zjidtén Zadny rozdil (obr. 11a), izoenzymovy obrazec byl invariabilni. Pfi
zvySeni citlivosti pfi vypoétu podobnostni matice (obr. 11b) je sice moZné nalézt
rozdily mezi liniemi, ale tento vysledek je zpuisoben pouZitim neoptimalni matema-
tické korekce pfi vypoctu.

Na obr. 10 je vyhodnocena variabilita (mira odli$nosti) v8ech zjisté€nych elektrofo-
retickych fenotypt. V horni ¢asti dendrogramu jsou opét uspofaddany nevariabilni
standardni spektra linii. ZjiSténa odchylna spektra u linii 16-19 se pak od téchto
standardni fenotypu vyraznéji odli$uji, mira podobnosti je 0,4-0,7 (resp. odli$nost je
na urovni 30-60 %).

U izoenzym ACP bylo provadéno i porovnani androgenetickych linii (linie 11 az
19) a vychozich odrid pouzitych pro zaloZeni prasnikovych kultur. Na obr. 12 jsou
uvedeny miry podobnosti pro izoenzymy kyselé fosfatazy u androgenetickych linii
a vychozich odrid.

dendrogram — podobnostni matice, citlivost 15 dpi
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12. Elektroforeticky fenotyp izoenzymit ACP androgenetickych linif a odrad fepek

Elektroforeticky fenotyp linii a jejich vychozich odrid je ve vétSin€ piipadi
podstatné odlisny, mnohdy je zfeteln&j$i podobnost mezi nepfibuznymi liniemi
a odriidami. U izoenzymi LAP nejsou vzhledem k niZ§imu polymorfismu tyto vztahy
tak patrné.

Biochemické genetické markery na urovni izoenzymu a proteinti bez detekovatelné
enzymatické aktivity jsou obecné vyuzitelné i ve Slechténi brukvovitych plodin.
Specifika vyuZiti jsou vazana na genetickou charakteristiku sledované skupiny rostlin
a na §ifi genetické variability pfitomnou v ramci sledovaného spektra $lechtitelskych
materiali a odrad.

Vysledky ukazuji na mozné aplikace a vyuZiti techniky biochemickych markerui ve
Slechténi brukvovitych plodin. Vzhledem k pomé&rné& Gzké genetické zakladn& mate-
ridli pouzivanych v soutasné dobé ve 3lechtitelskych programech u fepky je i Grover
polymorfismu jednotlivych biochemickych markeri relativné nizka.

[zoenzymové biochemické markery je vhodné pouZivat jako doplitkovy markero-
vaci systém pfi testovéni &istoty $lechtitelskych materiélt a komeréniho osiva. Vy-
razné€jsi uplatnéni izoenzymovych markert lze spatfovat v kontrole &istoty
androgenetickych linii fepky.
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I. Pfehled analyzovanych vzorki

o‘;:f:égﬁi Odrida Ciselné oznateni Odrada
fepka ozima
11-19 D.H. linie 15 Ceres ,,33"
11 Jet Neuf ,,24* 16 Solida ,,27*
12 Darmor ,,25“ 17 Solida ,,54*
13 Ceres ,,31 18 F, Ceres x Solida ,,350“
14 Ceres ,,32“ 19 F, Ceres x Solida ,,404*
34 Idol
20 Solida 35 Madora
21 Arabella 36 SL-525
22 Sonata 37 SL-524
23 Ceres 38 SL-506
24 Darmor 39 SL-20
25 Jet Neuf 54 ZV112 x Lirajet
26 Mira 55 SL-538 x Lirajet
27 Boxer 56 Ceres x Lirajet 1
28 Lirajet 57 Ceres x Lirajet 5
29 B-001 58 Ceres x Sonata 1
30 Tor 59 Ceres X Sonéta 2
31 Marex 60 Ceres X Arabella 1
32 Bienvenue 61 Ceres x Arabella 2
33 Mar 62 Falcon
fepka jarni

47 Lirawell 48 | Golda

fepice jarni fepice ozimé
40 Jumbuck 41 L Rex

hof¢ice bila hoftice sareptska
42 Zlata 44 | Bulharska

hof¢ice gerna
43 Rumunska

kvétak krmn4 kapusta

46 Bora F, 52 | nsl vV-AR
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Pii aplikaci izoenzymovych markert v oblasti popisu a charakterizovani 3lechti-
telského materialu a odrid je nutné vyuZivat $ir§iho spektra enzymovych systémi
a material posuzovat komplexné&ji. Siri vyuzivani biochemickych markerii by mélo
byt spojeno i s modifikacemi §lechtitelskych postupt s ohledem na charakter izoenzy-
movych spekter jednotlivych genotypu.

Literatura

ACQUAAH, G. (1992): Practical Protein Electrophoresis for Genetic Research.
Portland, Oregon, Dioscorides Press.

ARUS, P. (1983): Genetic Purity of Commercial Seed Lots. In: TANKSLEY, S. D.,
ORTON, T. J. (1983): Isozymes in Plant Genetics and Breeding. Part A. Amsterdam
-Oxford-New York, Elsevier Sci.Publ.: 415-423.

ARUS, P., CHEVRE, A. M., DELOURME, R., EBER, F., KERLAN, M. C., MARGA-
LE, E., QUIROS, C. F. (1991): Isoenzyme nomenclature for eight enzyme systems in
three Brassica species. In Proc. 8™ Int. Rapeseed Congr., July 9-10, 1991, Saskatoon.
ARUS, P. ORTON, T. J. (1983): Inheritance and linkage relationships of isozyme loci
in Brassica oleracea. J. Heredity, 74: 405—412.

ARUS P., QUIROS, C. F., CHEVRE, A. M., DELOURME, R., EBER, F. (1992):
Procedures of starch gel electrophoresis of isozymes in Brassica. INRA Stat. D’ Amé-
lioration des Plantes: 1-9.

ARUS, P., SHIELDS, C. R. (1983): Cole Crops (Brassica oleracea L.). In:
TANKSLEY, S. D., ORTON, T. J. (1983): Isozymes in Plant Genetics and Breeding.
Part B. Amsterdam-Oxford-New York, Elsevier Sci. Publ.: 339-350.

ARUS, P., SHIELDS, C.R., ORTON, T. J. (1985): Application of isozyme electropho-
resis for purity testing and cultivar identification of F| hybrids of Brassica oleracea.
Euphytica, 34: 651-657.

ARUS, P., TANKSLEY, S. D., ORTON, T. J., JONES, R. A. (1982): Electrophoretic
variation as a tool for determining seed purity and for breeding hybrid varieties of
Brassica oleracea. Euphytica, 3/: 417-428.

BECKER, H. C., DAMGAARD, C., KARLSSON, B. (1992): Environmental variation
for outcrossing rate in rapeseed (Brassica napus). Theor. Appl. Genet., 84: 303-306.
BREWER, G. J., SING, C. F. (1970): An Introduction to Isozyme Techniques. New
York — London, Acad. Press.

CURN, V. (1992): TEMPUS activity report. Leicester, U.K., De Montfort Univ.: 1-39.
CURN, V. (1995): Acid phosphatase and leucine aminopeptidase isozymes as bioche-
mical markers of homogeneity in oil seed rape androgenetic lines. Plant Growth Reg.,
16: 59-63.

CURN, V., SAKOVA, L., GRAMAN, J. (1994): Seed and leaf proteins and enzymes
as biochemical markers for testing the homogeneity in breeding population of fodder

299



Genet. a Slecht., 33, 1997 (4) : 281-305

cabbage. Biomedical Engineering Biotechnology, Book of Abstracts of the Internatio-
nal Technology-Exchange Conf., Prague, November 10-11, 1994: 7-8.

CURN, V., SAKOVA, L., GRAMAN, J. (1995): Elektroforéza isoenzymu a neenzy-
matickych bilkovin — metody a aplikace v genetice a $lechténi rostlin. Genet. a Slecht.,
XX: XX-XX..

DASS, H., NYBOM, N. (1967): The relationships between Brassica nigra,
B. campestris, B. oleracea, and their amphidiploid hybrids studied by means of nume-
rical chemotaxonomy. Can. J. Genet. Cytol. 9: 880-890.

DAVIK, J. (1993): Identification of oilseed turnip (Brassica rapa L. var. oleifera)
. cultivar groups by their fatty acid and glucosinolate profiles. J. Sci. Food Agric., 63:
385-390.

DELOURME, R., FOISSET, N. (1991): Isozyme variability in Brassica napus. In:
Proc. 8" Intern. Rapeseed Congr., July 9 to 11, 1991, Saskatoon, Canada.
DENFORD, K. E., VAUGHAN, J. G. (1977): A comparative study of certain seed
isoenzyme in the ten chromosome complex of Brassica campestris and its allies. Ann.
Bot., 4/: 411-418.

FABRY A. et al. (1992): Olejniny. Praha, MZ CR.

FERGUSON, A. (1980): Biochemical Systematics and Evolution. Glasgow and
London, Blackie.

FORSBERG, J., LANDGREN, M., GLIMELIUS, K. (1994): Fertile somatic hybrids
between Brassica napus and Arabidopsis thaliana. Plant Sci., 95: 213-223.
FUSSELL, G. E. (1966): Farming Technique from Prehistoric to Modern Times.
Oxford-London-Edinburgh, Pergamon Press.

GASANOVA, N. D. (1990): Evaluation of cabbage genetic purity by isoenzyme
phenotypes. Res. Bull. N. I.Vavilov Inst. Plant Industry, /97: 24-25.

GOTTLIEB, L. D. (1981): Electrophoretic Evidence and Plant Populations. In:
REINHOLD, L., HARBORNE, J. B., SWAIN, T. (Eds.): Progress in Phytochemistry.
Vol. 7. Oxford, Pergamon Press: 1-46.

GUPTA, S. K., ROBBELEN, G. (1986): Identification of rapeseed (Brassica napus)
cultivars by electrophoresis. Plant Breed., 96: 363-370.

HARRIS, H., HOPKINSON, D. A. (1976): Handbook of Enzyme Electrophoresis in
Human Genetics. North-Holland, Amsterdam.

HILLIS, D. M., MORITZ, C. (1990): Molecular Systematics. Sinauer Ass., Inc.,
Sunderland, MA.

HOELZEL, A. R. (1992): Molecular Genetic Analysis of Populations. New York, IRL
Press at Oxford Univ. Press.

HORVATH, . (1993): Biochemické, molekularne a morfometrické techniky v seme-
narskej kontrole, odrodovom skudobnictve a pravnej ochrane odrd rastlin v Slovenskej
republike. Ponohosp. ska3obnictvo, 1: 17-20.

HORVATH, L., HORVATH, L. (1994): Automatizovany systém pre popis a identifi-
kéciu odrd v UKSUP. Ponohosp. ski$obnictvo, 2: 5-7.

300



Genet. a Slecht., 33, 1997 (4) : 281-305

HU, J., QUIROS, C. F. (1991): Identification of broccoli and cauliflower cultivars with
RAPD markers. Plant Cell Rep., /0: 505-511.

CHEN, B. Y., HENEEN, W. K. (1989): Resynthesized Brassica napus L.: A review of
its potential in breeding and genetic analysis. Hereditas, ///: 255-263.

CHEN, B. Y., HENEEN, W. K., SIMONSEN, V. (1989): Comparative and genetic
studies of isozymes in resynthesized and cultivated Brassica napus L., B. campestris
L. and B. alboglabra Bailey. Theor. Appl. Genet., 77: 673-679.

CHEVRE, A. M., THIS, P., EBER, F., DESCHAMPS, M., RENARD, M., DELSENY,
M., QUIROS, C. F. (1991): Characterization of disomic addition lines Brassica napus
— Brassica nigra by isozyme, fatty acid, and RFLP markers. Theor. Appl. Genet., 81:
43-49.

JENSEN, U., FAIRBROTHERS, D. E. (1983): Proteins and Nucleic Acids in Plant
Systematics. Berlin—Heidelberg, Springer Verlag.

JURACEK, ., MUDRY, P. (1994): Vyznam a systém testovania odrd kultarnych rastlin
vo Franctizsku. Ponohosp. ski3obnictvo, 2: 17-18.

KATO, M., TOKUMASU, S. (1979): An electrophoretic study of esterase and peroxi-
dase isozymes in Brassicoraphanus. Euphytica, 28: 339-349.

LABANA, K. S., GUPTA, M. L. (1993): Importance and Origin. In: LABANA, K. S.,
BANGA, S. S., BANGA, S. K. (Eds.): Breeding Oilseed Brassicas. Berlin-Heidelberg
a New Delhi, Springer-Verlag a Narosa Publ. House pp.: 1-7.

LINSKENS, H.-F., JACKSON, J. F. (1992): Seed Analysis. Berlin-Heidelberg,
Springer-Verlag.

LUHOVY, M., RENAKOVA, M. (1989): Rychlé stanoveni hybridnosti riZitkové
kapusty elektroforézou isoenzymu kyselé fosfatdzy. Bull. vyzk. $lecht. ust. zelin.,
Olomouc, 33: 61-66.

MARSALEK, L., PROVAZNIKOVA, E., BOROVEC, V. (1989): Isoenzymy jako
genetické markery intaktnich rostlin a regeneranti u kvétdku. Acta Univ. Agric.
(Brno), fac. agron., XXXVII: 33-41.

MAY, B. (1992): Starch Gel Electrophoresis of Allozymes. In: HOELZEL, A. R. (Ed.):
Molecular Genetic Analysis of Populations. New York, IRL Press at Oxford Univ. Press.

MOORE, G. A., COLLINS, G. B. (1983): New Challenges Confronting Plant Bree-
ders. In: TANKSLEY, S. D., ORTON, T. J. (Eds.): Isozymes in Plant Genetics and
Breeding. Part A. Amsterdam-Oxford-New York, Elsevier Sci. Publ.: 25-58.
MUNDGES, H., DIEDERICHSEN, E., KOHLER, W. (1989): Comparison of isozyme
patterns in resynthesised amphihaploid rapeseed (Brassica napus) and their parrental
species Brassica campestris and Brassica oleracea. Plant Breed., 103: 258-261.
MUNDGES, H., KOHLER, W., FRIEDT, W. (1990): Identification of rapeseed culti-
vars (Brassica napus) by starch gel electrophoresis of enzymes. Euphytica, 45: 179-187.
MURPHY, D. J. (1994): Designer Oil Crops. Breeding. Processing and Biotechnology.
Weinheim-New York, VCH Verlagsgesellschaft mbH.

301



Genet. a Slecht., 33, 1997 (4) : 281-305

NIELSEN, G. (1985): The use of isozymes as probes to identify and label plant
varieties and cultivars. Isozymes: Current Topics in Biol. and Med. Res., /2: 1-32.
NIJENHUIS, B. T. E. (1971): Estimation of the proportion of inbred seed in Brussels
sprouts hybrid seed by acid phosphatase isoenzyme analysis. Euphytica, 20: 498-507.
PARENT, J. G., PAGE, D. (1992): Identification of raspberry cultivars by noradioacti-
ve DNA fingerprinting. HortSci., 27: 1108-1110.

PASTEUR, N., PASTEUR, G., BONHOMME, F., CATALAN, J., BRITTON-DAVI-
DIAN, J. (1988): Practical Isozyme Genetics. Chichester, Ellis Horwood Ltd.
RIPLEY, V., THORPE, M., ILER, S., MIZIER, K., BEVERSDORF, W. D. (1992):
Isozyme analysis as a tool for introgression of Sinapis alba germ plasm into Brassica
napus. Theor. Appl. Genet., 84: 403—410.

SANCHEZ-YELAMO, M. D., ORTIZ, J. M., GOGORCENA, Y. (1992): Comparative
electrophoretic studies of seed proteins in some species of the genera Diplotaxis,
Erucastrum, and Brassica (Cruciferae: Brassicaceae). Taxon, 4/: 477-329.
SCANDALIOS, J. G. (1969): Genetic control of multiple molecular forms of enzymes
in plants: A review. Biochem. Genet., 3: 37-79.

SCANDALIOS, J. G. (1974): Isozymes in development and diferentiation. Ann. Rev.
Plant. Physiol., 25: 225-258.

SCARISBRICK, D. H., ATKINSON, L., ASARE, E. (1989): Oilseed rape. Outlook on
Agric., 18: 152-159.

SCHENCK, H. R., WOLF, G. (1986): Characterization of somatic Brassica napus
hybrids by polyacrylamide gel electrophoresis. Plant Breed., 97: 72-74.

SEEBOHM, M. E. (1976): The Evolution of the English Farm. EP Publ., Ltd.
SHANNON, L. M. (1968): Plant Isoenzymes. Ann. Rev. Plant Physiol., /9: 187-210.
SJODIN, C., GLIMELIUS, K. (1989): Brassica naponigra, a somatic hybrid resistant
to Phoma lingam. Theor. Appl. Genet., 77: 651-656.

SOLTIS, D. E., SOLTIS P. S. (1990): Isozymes in Plant Biology. London, Chapman
and Hall.

SONG, K. M, OSBORN, T. C., WILLIAMS, P. H. (1988): Brassica taxonomy based
on nuclear restriction fragment length polymorphisms (RFLPs). Theor. Appl. Genet.,
76: 593-600.

SOZINOV, A. A. (1985): Protein polymorphism and its importance in genetics,
breeding and evolution. In: SOZINOV, A. A. (Ed.): Molekulyarnye Mekhanizmy
Geneticheskikh Protsessov. Molekulyarnaya Genetika, Evolyutsiya i Molekulyarno-
Geneticheskie Osnovy Selektsii., Nauka, Moscow: 219-238.

STRUSS, D., QUIROS, C.F., ROBBELEN, G. (1992): Mapping of molecular markers
on Brassica B-genome chromosomes added to Brassica napus. Plant Breed., /08:
320-323.

SUNDBERG, E., GLIMELIUS, K. (1986): A method for production of interspecific
hybrids within Brassiceae via somatic hybridization, using resynthesis of Brassica
napus as a model. Plant Sci., 43: 155-162.

302



Genet. a Slecht., 33, 1997 (4) : 281-305

SUNDBERG, E., GLIMELIUS, K. (1991): Production of cybrid plants within Brassi-
caceae by fusing protoplasts and plasmolytically induced cytoplasts. Plant Sci., 79:
205-216.

SUURS, L. C. J. M. (1986): Routine large-scale electrophoresis for plant breeding. An
example with F| seeds of Brussels sprouts (Brassica oleracea var. gemnifera). Euphy-
tica, 36: 147-151.

SYKOROVA, S. (1992): Vyuziti elektroforézy bilkovin pfi komerénim hodnoceni
zem&d&lskych produkti. Véstnik CSAZ 10/92: 542-543.

SYKOROVA, S., HADACOVA, V. (1992): VyuZiti izoenzymii pro uréovéni n&kte-
rych hospodéafsky dilezitych druht a jejich kultivard. Rostl.Vyr., 38: 861-875.
SASEK, A., CERNY J., FOLK, A. (1978): Elektroforeticka analyza semennych bilko-
vin fepky olejky (Brassica napus L. var. arvensis). Rostl. Vyr., 24: 409-417.
SASEK, A., CERNY, J., SYKOROVA, S. (1983): Enzymatické bilkovinné markery
obilovin. Genet. a Slecht., /9: 23-35.

TANKSLEY, S. D., ORTON, T. J. (1983a): Isozymes in Plant Genetics and Breeding,
Part A. Amsterdam-Oxford-New York, Elsevier Sci. Publ.

TANKSLEY, S. D., ORTON, T. J. (1983b): Isozymes in Plant Genetics and Breeding,
Part B. Amsterdam-Oxford-New York, Elsevier Sci. Publ.

TANKSLEY, S. D., YOUNG, N. D., PATERSON, A. H.,, BONIERBALE, M. W.
(1989): RFLP mapping in plant breeding: new tools for an old science. Bio/Technol.,
7:257-264.

THORPE, M. L., DUKE, L. H. (1993): Status of Isoenzyme Research. In: LABANA,
K. S., BANGA, S. S., BANGA, S. K. (Eds.): Breeding Oilseed Brassicas. Berlin
-Heidelberg a New Delhi, Springer-Verlag a Narosa Publ. House: 168—180.

TRUCO, M. J., ARUS, P. (1987): Comparative study on the isozymes of Brassica
campestris, B. oleracea and B. napus. Cruciferac Newsletter, 12: 18-19.
TSUKAMOTO, C., FURUYA, M., CHIKAYASU, K., OKUBO, K., HINATA, K.
(1993): Chemotaxonomic markers in Brassica seeds at the species and subspecies
levels. Biosci. Biotech. Biochem., 57: 653—654.

VASAK, J., FABRY, A. (1994): Repka — konjunktura extenzity. Uroda, 42: 7-11.
VAUGHAN, J. G., DENFORD, K. E. (1968): An acrylamide gel electrophoretic study
of the seed proteins of Brassica and Sinapis species, with special reference to their
taxonomic value. J. Exp. Bot., 19: 724-732.

VAUGHAN, J. G., DENFORD, K. E., GORDON, E. I. (1970): A study of the seed
proteins of synthesized Brassica napus with respect to its parents. J. Exp. Bot., 2/:
892-898.

VAUGHAN, J. G., GORDON, E. 1. (1973): A taxonomic study of Brassica juncea
using the techniques of electrophoresis, gas-liquid chromatography and serology. Ann.
Bot., 37: 167-184.

VAUGHAN, J. G., WAITE, A. (1967): Comparative electrophoretic studies of the seed
proteins of certain species of Brassica and Sinapis. J. Exp. Bot., /8: 100-109.

303



Genet. a Slecht., 33, 1997 (4) : 281-305

VAUGHAN, J. G., WAITE, A., BOULTER, D., WAITERS, S. (1966): Comparative
studies of the seed proteins of Brassica campestris, Brassica oleracea, and Brassica
nigra. J. Exp. Bot., /7: 332-343.

WAUGH, R., POWELL, W. (1992): Using RAPD markers for crop improvement.
TIBTECH, /0: 186-191.

WEEDEN, N. F. (1983): Evolution of Plant Isozymes. In: TANKSLEY, S. D., ORTON
T. J. (1983): Isozymes in Plant Genetics and Breeding. Part A. Amsterdam-Oxford
- New York, Elsevier Sci.Publ.: 175-205.

WEEDEN, N. F., WENDEL, J. F. (1990): Genetics of Plant Isozymes. In: SOLTIS, D.
E., SOLTIS, P. S. (Eds.): Isozymes in Plant Biology. London, Chapman and Hall:
46-72.

WENDEL, J. F., WEEDEN, N. F. (1990): Visualization and Interpretation of Plant
Isozymes. In: SOLTIS, D. E., SOLTIS, P. S. (Eds.): Isozymes in Plant Biology.
London, Chapman and Hall: 5-45.

WILLS, A. B, FYFE, S.K., WISEMAN, E. M. (1979): Testing F1 hybrids of Brassica
oleracea for sibs by seed isoenzyme analysis. Ann. Appl. Biol., 9/: 263-270.

WILLS, A. B., WISEMAN, E. M. (1980): Acid phosphatase isoenzymes of Brassica
oleracea seedlings and their applications to sib testing in F1 hybrids. Ann. Appl. Biol.
94: 137-142.

WOODS, S., THURMAN, D. A. (1976): The use of seed acid phosphatases in the
determination of the purity of F1 hybrid Brussels sprout seed. Euphytica, 25: 707-712.

YADAVA, J. S.,, CHOWDHURY, J. B., KAKAR, S. N, NAINAWATEE, H. S.
(1979): Comparative electrophoretic studies of proteins and enzymes of some Brassica
species. Theor. Appl. Genet., 54: 89-91.

ZIMMER, E. A., WHITE, T. J.,, CANN, R. L., WILSON, A. C. (1993): Molecular
Evolution. Producing the Biochemical Data. Methods in Enzymology. Vol. 224. San
Diego-New York-London, Acad. Press.

Utilization of biochemical markers in breeding systems of oil seed rape
and allied plants

Biochemical markers (isozymes or proteins without detectable enzymatic activity)
have become a useful tool in plant genetics and breeding. Isozymes and storage
proteins have been used as markers for identification and characterisation of cultiva-
ted varieties and breeding materials/genotypes of agricultural crops, horticultural and
ornamental plants.
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In this contribution the utilisation of the method of isozyme and protein electropho-
resis in oil seed rape breeding is discussed. The narrow genetic diversity of recent oil
seed rape varieties is mirrored also in the relatively narrow isozyme and protein
polymorphism. Isozyme markers should be utilised in the systems of purity testing of
seed lots, and especially in the testing of homogeneity and identification of androge-
netic lines.

Kontaktni adresa:

Dr. Ing. Vladislav Curn, Jiho&esk4 univerzita, Zemé&d&lska fakulta
Studentska 13, 370 05 Ceské Budéjovice, Ceska republika
Tel./fax: + 420 38 777 24 50, e-mail: curn@zf.jcu.cz
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Z VEDECKEHO ZIVOTA

Osm4 mezindrodni konference o NIR spektroskopii

Ve dnech 15. az 19. zafi 1997 se v prostorach Haus der Technik e.V., Essen, SRN,
konala 8t International Conference on Near-Infrared Spectroscopy, tentokrat pod
nazvem Spectroscopy-Sensors-Chemometrics. Pofadal ji Mezinarodni vybor pro
spektroskopii v blizké infradervené oblasti (ICNIRS) za pfedsednictvi F. E. Burtona II
(USA), pod zastitou prof. Dr. H. W. Sieslera z Ustavu fyzikalni chemie Univerzity
v Essenu. Konference se kona kazdé dva roky, vZdy na jiném misté&.

Zaznélo tu 43 plenarnich referati vysoké odborné irovné (v deviti sekcich) a bylo
prezentovano 189 postert (v jedenacti sekcich). Mimo hlavni sal pfedvadéli zastupci
14 pfednich firem produkty technologie NIRS. V nedéli, tésné pfed zahajenim konfe-
rence, byl pro zdjemce uspofadan specidlni kurz k teorii, instrumentalnim otazkam,
aplikacim NIRS a zdkladim chemometrie. Hlavniho (pé&tidenniho) jednénf se za&astni-
lo pfes 400 ukastniki z Evropy i zamofi, vedle toho ca 150 zdjemct za zlevnéné
jednodenni vloZzné. Pro doprovodné osoby udéastniki konference byl uspofadan
kulturn€ poznévaci program, po skon&eni konference si kazdy mohl vybrat n€kterou z
cest. Dva nejlepsi postery byly odménény zvlatni cenou. Organizace konference byla
precizni, ddvala velky prostor neformélnim kontaktim mezi G&¢astniky mimo oficidlni
jednani, spole€enska roveii byla pfiméfena.

Prvni den byl vé€novén zékladnim problémiim NIR spektroskopie, druhy den aplikaci
optickych senzori v chemickych vyrobach a v kontrole Zivotniho prostiedi, dale
aplikaci NIRS v lékafstvi, tfeti den aplikaci NIRS ve farmaceutickém prumyslu,
petrochemii a technologii plasti, ¢tvrty den aplikaci NIRS v potravinéfstvi a paty den
v zemé&dé&lstvi. Jednani se aktivné zucastnil zakladatel techniky NIRS Karl Norris
(75 let) a Dr. John S. Shenk, svétoznamy tvirce software pro NIRS techniku (oba
USA).

K zajimavym referatim patii zprava of fy Zeiss Jena o miniaturizaci pfistroji NIRS
(s vyuzitim lasert), které budou pfenosné a budou na trhu uZ v roce 1998. Zajimavy
trend pfedstavuje vyuZiti optickych senzoru, které umozni pfimé vpichy sondy do
méfenych materiald, aniZ by material bylo tfeba upravovat a pak plnit do mé&ficich
kyvet stabilnich pfistroju. Lékaf E. N. Lewis pfedstavil nové sméry vyuziti NIRS
v kardiochirurgii, zejména k vizualizaci zmén prichodnosti tepen a cév, zmé&n na
mozku a jinych organech. G. B. Osborne z Australie pfedstavil aplikaci NIRS pfi
méfeni stupn€ zmazovat€ni Skrobu pfi chemickych Gpravéach potravin. Prof. Murray ze
Skotska podal tradi¢n& petlivé pfipraveny referat, tentokrat zaméfeny na techniku
méfeni autooxidace rybich tuki po o3etfeni antioxidanty. Dr. Batten z Australie
pojednal o mozZnostech nasazeni techniky NIRS k objektivnimu stanoveni palivosti
papriky, pepfe a jiného kofeni, atkoli chemické stanoveni je pfinejmen3im problema-
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tické. Pfitomné zaujalo pfislove¢né Zovidlni vystoupeni Johna Shenka, dokladované
trefnymi diapozitivy, jak dnes placend poradenska sluzba v USA vyuzivd NIRS
k mapovani zapojenosti a sloZeni golfovych a fotbalovych travniki, k hodnoceni jejich
vyzivného stavu, aktuélni potfeby zavlahy a o3etfeni po zat&Zi.

V zemich EU byl proveden kruhovy test a nyni se dopracovavaji detaily propojeni
jednotlivych laboratofi NIRS ke stanoveni vlhkosti, dusikatych latek a oleje v fepce
s vyuzZitim kalibraci v neurélni siti. Dal3i ptispévky v zemé&dé&lské sekci byly zaméteny
na vyvoj rutinniho méfeni kvality silaZni kukutice, mé&feni priubéhu degradace vldkniny
picnin v bachoru, mé&feni orientace celulézovych fibril v lignifikovanych pletivech,
k méfeni drsnosti povrchu a barvy rostlin aj. Pozornost byla téZ vénovéna problémim
spojenym s pfenosem univerzélnich kalibra¢nich rovnic a potfebé ,mistnich“ kalibraci
pro urcity okruh vzorkl v dosahu dané laboratofe NIRS.

Z postert byla nejpo&etnéjsi sekce ,,agro“ (45) s tematicky riiznorodym zaméfenim:
od aplikaci NIRS pro listovou analyzu k identifikaci odrid ryZe, k hodnoceni sladké
chuti jablek (aniZ by plody bylo tfeba pti méfeni poskodit), biologické aktivity tfislovin
a polyfenoli leguminéz v bachoru, neurotoxini, sloZeni bachorové $tavy, kvality
odrud luskovin, aminokyselin v zrnech je¢mene aZ po sestavovani smési tabaku podle
senzorickych vlastnosti. Zde byl prezentovan i muj poster VyuZiti diskriminacni ana-
lyzy pro predikei botanického slozeni luéniho porostu*. Z CR se zi&astnila konference
té2 G. Budinova (z VSCHT Praha) s posterem G. Budinova, L. Curda, K. Volka:
Studium laktace za pouZiti spektroskopie v blizké infracervené oblasti a FT Ramanovy
spektroskopie: stanoveni bilkovin v lidském mléce, ktery byl zafazen do sekce potravi-
nafské.

Pro u&astniky konference byl vydan pracovni sbornik referati a déale abstrakta
postert s tim, Ze oficialni sbornik z konference vyjde na jafe 1998 jako zvl&3tni &islo
védeckého Easopisu Journal of NIR Spectroscopy (Chichester, U.K.) v&etné CD-ROM.

Dal3i, tj. devatd mezinarodni konference o NIR spektroskopii (NIR 99), se bude
konat ve Verong& (Itilie) ve dnech 13. az 18. 6. 1999 pod nizvem Toward the 374
Millenium.

Konference potvrdila, Ze spektroskopie v blizké infralervené oblasti se v poslednim
desetileti stala respektovanou metodou, ve vyrobé& postupné nahrazujici zdlouhavé
a naro¢né konzervativni techniky stanoveni kvality surovin, meziproduktu i finélnich
vyrobk, pFi monitoringu zmén na nejriznéj$ich objektech, od lidského téla aZ po
Zivotni prostfedi, studiu procesi atd. V zeméd€lstvi a potravinafstvi ma své pevné
misto jako velice operativni (méfeni trvé ca 2 minuty), nedestruk&ni (zmé&fené semeno
lze vysit), vzorek ,,nekonzumujici“, pfitom dostate¢né pfesna a pti sériovém méfeni
levna metoda. Neni to Zadna ,,&erna skfitika“, do které se z jedné strany vklada vzorek
a z druhé ,,padaji* vysledky, méfeni je postaveno na exaktnich fyzikélnich principech

* s podporou GA CR v ramci grantového projektu & 503/95/1457
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a chemickych vlastnostech latek. Proti chemickym metodam ma sice néktera omezeni,
ale na druhé strané také moznosti ,,dat néco navic®. Tém je tfeba porozumét a snaZit se
co nejlépe vyuzit obrovského potencidlu, ktery skyta, ale neocekavat od ni, ¢eho
a priori schopna neni.

Konference ur¢ité prispéla v tomto smyslu k rozsifeni obzoru a diskusi u¢astniki nad
problémy, hlavné ale k ziskani dal3ich podnétu a k posileni chuti dale pfemyslet, hledat,
zkouset, tak aby se technika NIRS stala mnohostrannym pomocnikem laboratorni
kontroly a diagnostiky v modernim pojeti.

Ing. Vaclav Mika, DrSc.
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ZIVOTNI JUBILEA

Pétasedmdesatiny slechtitele Ing. Josefa Bfenka

Pocatkem letoSniho roku slavil své Zivotni jubileum
- 75 let — Ing. Josef Bfenek, vyznam-ny Slechtitel
brambortl a nékterych dalSich zemédélskych plodin
a kvétin.

Ing. Josef Bfenek se narodil 22. ledna 1922 ve
Zd4ru nad Sazavou-Mélkovicich jako syn rolnika.
V roce 1942 absolvoval redlku v Novém Mésté na Mo-
ravé. Béhem némecké okupace pracoval v zemédélstvi
— na hospodafstvi svého otce. Po osvobozeni se pfihla-
sil ke studiu na Vysoké 8kole zemédélské v Bmé, kte-
rou v roce 1948 zakon¢il druhou statni zkouskou.

Po ukonc¢eni vysokoskolského studia byl v roce 1948 piijat do zameéstnani
v druZstvu pro uslechtila osiva a sadbu Elita v Bmné jako $lechtitelsky asistent na nové
zfizenou Slechtitelskou stanici v Bystfici nad Pernstejnem. PonévadZ s vlastnim
Slechténim na stanici Bystiice n. P. bylo zapocato aZ v roce 1949, prodélaval nejdiive
Slechtitelskou praxi na $lechtitelskych stanicich v Celechovicich na Hané, v Hornich
Mosténicich u Pierova a jejich pracovistich ve Staré Vsi a Zahati a déle na stanici
Stranecka Zhot. Na téchto Slechtitelskych stanicich ziskal $lechtitelské zkuSenosti od
vyznacnych $lechtiteli, jako byli Slechtitelé obilnin Konrad Dvorsky, Ing. dr. Josef
Vajdik a Josef Hlavacek a $lechtitel brambor Ing. Véclav Stary.

V roce 1949 byl piefazen do funkce $lechtitele a v roce 1958 do funkce vedouciho
Slechtitele. V roce 1977 byl jmenovéan vedoucim oddé&leni $lechténi brambor a sou-
Casné vedoucim odboru $lechténi na stanici Bystfice n. P., do n&€hoZ vedle fizeni
oddéleni $lechténi brambor naleZelo fizeni oddéleni obilnin, Inu a kvétin. Souéasné
vedle Slechtitelskych praci vykonaval v letech 1949-1958 funkci vedouciho $lechti-
telské stanice Bystiice n. P.

Slechtitelska ¢innost Ing. Josefa Bienka byla velmi pestra — pracoval ve $lechténi
brambor, Zita, ovsa, hrachu, Inu, nékterych zelenin a kvétin. Hlavni naplni jeho
Slechtitelské prace vSak byly brambory — pracoval jak v novoSlechténi, tak i v udrZzova-
cim Slechténi.

V novoslechténi brambor pracoval Ing. Bfenek od roku 1954, kdy byl stanici
Bystfice n. P. pfidélen ukol zaméfeny na vyslechténi polorané az polopozdni Zluto-
duZinné odridy brambor s dobrou stolni hodnotou a polorané odridy typu odridy
Krasava s vy$sim obsahem Skrobu. V roce 1970 v3ak bylo novoslechténi brambor na
stanici Bystfice n. P (obdobné jako na né€kolika dalSich bramboraiskych stanicich)

309




Genet. a Slecht., 33, 1997 (4) : 309-311

ukon¢eno v dusledku koncentrace novoslechténi brambor na dvé Slechtitelské stani-
ce: Ketkov a Hradek u Pacova. V disledku toho zacal Ing. Brenek v letech 1975 az
1985 spolupracoval se $lechtitelskou stanici Kefkov na feSeni tematickych $lechti-
telskych kol zaméfenych jednak na vyslechténi velmi rané odriidy brambor vhodné
k predkliCovani a zavlaze a jednak na vySlechténi polorané aZ polopozdni stolni
odriidy. Tato spoluprace spocivala v kazdoro¢ni vysadbé cca 20 000 kiiZenci
brambor v generaci rams3 na $lechtitelské stanici Bystfice n. P., dodanych ze 3lechti-
telské stanice Kefkov, a jejich $lechtitelském vedeni po tfi roky, nacez byli zbyli
kiiZenci vraceni zpét na Slechtitelskou stanici Kefkov k dalSimu Slechtitelskému
vedeni.

Vysledkem Slechtitelské prace Ing. Josefa Bfenka v novoslechténi brambor na
stanici Bystfice n. P. bylo povoleni polopozdni konzumni odriidy Alma (1978-1982),
jejimZ je hlavnim Slechtitelem. Z kiiZencl selektovanych na $lechtitelské stanici
Bystiice n. P. v ramci spoluprace se Slechtitelskou stanici Kefkov je spoluautorem
dvou kefkovskych odriid — velmi rané odriidy Klara (povolena v roce 1986) a rané
odriidy Karla (povolena v roce 1988).

V udrZovacim $lechténi brambor Ing. J. Bienek Gspé$n€ pracoval na Slechténi
18 odrid: Visniovské rohlicky (1949-1950), Ackersegen (1949-1958), Voran (1949
az 1957), Kitting (1950-1956), Bintje (1950-1958), Reneta (1950-1954), Norma
(1950-1951), Krasava (1953-1958), Mirka (1956-1957), Kardinal (1959-1967),
Aquila (1961), Oslava (1961-1964), Sperber (1963), Saskia (1972-1979), Tera
(1972-1973), Astra (1974), Alma (1978—-1984) a Kera (1983—-1984).

Ve Slechténi ostatnich zemédélskych plodin pracoval na udrZovacim Slechténi
ozimého Zita Zenit (1950-1961), ovsti Chlumecky Zluty (1949-1951), Flem-
mingsgold (1950-1951) a Cesky Zluty (1952—1961). Dale na udr¥ovacim 3lechténi
Inu Domaninsky (1951-1952), hrachu Zidlochovické Viktoria (1949-1950), Zboro-
vicka Viktoria (1949-1950), Milion zeleny (1951-1952) a Milion Zluty (1951-1952)
a nékterych zelenin — zeli Kodaiiské trzni (1951-1956) aj.

Velice uspésny byl Ing. Bfenek ve Slechténi jifin (Dahlia) — v novoslechténi i v udrZo-
vacim $lechténi. V novoslechténi jifin pracoval v letech 1957-1977 — v roce 1977
bylo novoslechténi na stanici Bystiice ukonéeno. V uvedeném obdobi vyslechtil (jako
autor ¢1 hlavni autor) 16 novych odriid: Rumélka (rok povoleni 1961), Svratka
(1961), Cesky Granat (1962), Luna (1965), Lila (1966), Venuse (1966), Alice (1967),
Kamila (1967), RiZenka (1967), Sylva (1967), Pavlina (1968), Jitka (1968), Ribana
(1968), Krystal (1977), Uran (1977) a Zora (1977). V udrZovacim $lechténi jifin
pracoval v letech 1970-1977, v roce 1977 bylo celé udrZzovaci §lechténi jifin pfedano
na Slechtitelskou stanici Sempry v Turmoveé. V uvedeném obdobi pracoval na udrZo-
vacim Slechténi 33 odrid vyslechténych na stanici v Bystfici n. P a 12 odrid
zahrani¢nich, povolenych na navrh stanice Bystfice n. P. v letech 1969-1971.
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Rozsah 3lechtitelskych ukoll, na nichZ Ing. Bfenek béhem své Slechtitelské
¢innosti v letech 1949-1985 pracoval (v roce 1985 odesel do diichodu), a jim dosaze-
nych vysledkt dokladuje jeho pracovitost a pili, ale i odbormné znalosti o problematice
plodin, jejichZ $lechténim se zabyval. Svou pracovitost a pili ziskal v mladi, kdy
o prazdninach, ale i béhem studia pracoval na otcové hospodafstvi, které mu
v pozdé&jsich letech ¢inilo ¢etné osobni problémy. Své odborné znalosti ziskaval od
téch vyznaénych Slechtitell, u nichZz se zacvi¢oval pfed zapocetim svych Slechti-
telskych praci a s nimiz i pozdéji zistaval v uzkém kontaktu; u brambor pak trvalymi
kontakty s pracovniky Vyzkumného ustavu bramborafského v Havlickové Brodé a se
Slechtiteli bramboraiské Slechtitelské stanice v Keikové, pro kterou sam vykonal
mnoho jako ¢len Slechtitelského tymu stanice Kefkov v letech 1973-1985. Své
vlastni poznatky a zkuSenosti ze $lechténi brambor uplatiioval a pfeddval v rdmci
Slechtitelské rady, jejimZ ¢lenem byl v letech 1961-1985.

Nelze také opomenout zasluhy Ing. Josefa Bienka o budovani Slechtitelské stanice
Bysttice n. P. Objekt, na némzZ stanice byla budovana, svym rozsahem a vystavbou
zdaleka nevyhovoval a stanici bylo nutno dobudovat. A v tomto smému mnoho
vykonané prace bezprostfedné souviselo s osobou Ing. Bfenka, prvého vedouciho
Slechtitelské stanice.

Pii piileZitosti vyznamného Zivotniho jubilea pfejeme Ing. Josefu Bienkovi do
dalsich let pevné zdravi a mnoho pohody v osobnim Zivoté.

Ing. Josef Zadina, CSc.
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RECENZE

Klonové Slechténi vinné révy v Némecku

Klon-Ziichtung bei Veinreben in Deutschland
(Od antického mnoZeni vybérem aZ po systematické udrZovaci $lechténi)

Harald Schéffling, Giinther Stellmach, Waldkirchel 1993, 818 s.

Autofi této rozsédhlé publikace jsou pfednimi odborniky v dané oblasti.
Dr. Schoffling zastaval mimo jiné misto vedouciho Ustfedi pro klonovy vybér
v Treviru a Sekretaridtu vyboru pro odridové zkoudky vinné révy pii Zemském
vyukovém a vyzkumném ustavu pro zemédé&lstvi, vinaf'stvi a zahradnictvi v Treviru.
Dr. Stellmach byl vedoucim virologickych laboratofi Ustavu pro ochranu rostlin ve
vinafstvi v Bernkastel-Kues na Mosele.

Prvni &4st publikace je vénovana historii klonového Slechténi. Prvni zpravy poché-
zeji z roku 1787, kdy na zaklad€ dekretu kurfiirsta Véaclava z Treviru byl provadén
negativni a pozitivni vybér. Béhem sta let doslo k vice neZ dvojndsobnému zvy3eni
vynosu na 7 120 | vina na hektar. Pfe$lo se na systematicky individuélni vybér
s naslednymi testy. Dnes péstované odrudy jsou viruprosté a skytaji b&€Zné& 10 000 I/ha
vina pomérné& dobré jakosti, i kdyZ pokrok docileny v tomto smé&ru neni dosud plné
uspokojujici. Naproti tomu zcela Gsp&$né bylo $lechténi na zdravotni stav. Ve federalni
listiné odrud je nyni zapsano 53 odrid zahrnujicich 450 klonu. Ty jsou v péci 48
Slechtitelu, z nichZ je 69 % soukromych a 31 % statnich. Klonové $lechténi bude dale
zaméfeno na ziskani viruprostych materiali mnoZenim in vitro a eliminaci patogent
tepelnym oSetfenim.

V dalsi kapitole rozebiraji autofi i&elnost moderniho klonového $lechténi, které je
zaméfeno pfedev§im na ziskavani rezistence vi€i virim, bakteriim, houbam a orga-
nismim podobnym mykoplasmim. Dal$im motivem pak jsou genetické zmény
— mutace vyskytujici se v meristemech vegetativné mnoZenych rostlin. Vznikaji tak
pupenovi mutanti, kteti zvy3uji proménlivost uvniti odridy a jsou zékladem klonového
$lechténi.

Treti kapitola je vénovana smérnicich systematického klonového 3lechténi. Je
popsén postup pfi vybéru zdravych kefi, jsou uvedeny testy a dalsi o3etfeni a vyuZiti
odebranych fizki. Vlastni udrZovaci §lechténi je provadéno jako klonové $lechténi
s vybérem ket a zkoudenim potomstev ve tfech generacich, nebo jako subklonové
Slechténi opirajici se o pfezkouSeny klon a zkouSky potomstev ve dvou generacich.
Trvaly vybér kloni a subklonu se provadi jako negativni nebo pozitivni hromadny
vybér a jako vybér keit se zkousenim potomstev v jedné generaci. Jsou stanoveny cile
Slechténi z hlediska fyziologického, patologického a vykonnostniho.
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Ve &tvrté kapitole jsou popsany zkoudky vykonu jednotlivych keft a jejich po-
tomstev. Jsou uvedeny pracovni smérnice pro jednotlivé kroky $lechténi, jako je vybér
jednotlivych ke, subklonové Slechténi a trvaly vybér, pfedzkousky, mezizkoudky
a hlavni zkousky, rozsahy, doby trvani a poZzadavky na statistické zpracovani, které
zahrnuje kromé& béznych postupti vicefaktorové modely a vyuzivé i korelaci, regresi
a faktorové analyzy.

Pata kapitola pojednava o nakladech klonového $lechténi. Ukon&eny vybér je odha-
dovén na 50 aZ 150 tis. DEM. Navrhované cesty vedouci ke sniZovani nékladu se tykaji
pfedevsim zdravotnich opatfeni.

Sesta kapitola je vénovéna bibliografii némeckych $lechtitelii zabyvajicich se klono-
vym $lechténim vinné révy. Soudasné je zvaZovana uloha statnich instituci a jejich
pfinos pro soukromé $lechtitele. Pfitom je zdiraznéna duleZitost zachovéni dostatecné
sirokého genofondu, ktery by mohl byt ohroZen pfi snaze o zvy3ovani vykonnosti.

Zakonné ramcové podminky pro ziskéni certifikatu rostlinného materidlu a popis
komplexu zkousek jsou popsény v sedmé kapitole. Registrované vinice, které slouzi
k odb&ru zuslechténych fizki nebo k mnoZeni podnoZi, jsou podrobeny trvalému
vybéru, coz je podminkou pro ziskani kaZdoro&niho Ufedniho uznani a povoleni
k odbéru rostlinnych materiali.

V navazujici osmé kapitole jsou vyloZeny zésady a smérnice pro vyvoz uznané¢ho
materidlu do zamofi a evropskych zemi.

Devata kapitola je vy¢tem védeckych zafizeni a jejich posléni. Ty zahrnuji Sirokou
Skalu védeckych, Slechtitelskych a kon-trolnich tkoli feSenych statnimi ustavy
a soukromymi spole¢nostmi.

Vysledky jejich prace shrnuje dalsi stat, v niZ je vénovéna pozornost piedevsim
$lechtitelskym programiim, které jsou zaméfeny na vykonnost, stabilitu a proménli-
vost, a to pfedeviim s ohledem na choroby, jakost a vykonnost. Déle je studovana
afinita a adaptace, rezistence vic¢i mrazu a suchu. S tim souvisi i pfechod na viruprosty
materiél, vykazujici jiné rustové charakteristiky. Zavérem je uveden rozsah ukold
a praci zaji$t'ovanych statem.

V jedenécté kapitole podavaji autofi pfehled o moZnostech odborného vzdélavani
a na néj navazujicich zajmovych a zaméstnaneckych organizaci. Posledni (dvanacté)
kapitola je vénovana perspektivam klonového Slechténi v Némecku. Klonovy vybér je
povazovan za hlavni smér moderniho systematického udrZovaciho Slechténi, které
umoziiuje zlepSovat geneticky a zdravotni potencial odrid vinné révy. Je zvaZzovéana
i ekonomicka stranka s ohledem na moZnost sniZovani nakladu.

Publikace je bohaté ilustrovana a dopln&na fadou tabulek a grafii, ma podrobny
vécny rejstiik a kazda kapitola mé seznam pouZité literatury. Knihu je mozno odborni-
kum i zdjemcim o vinafstvi plné doporudit.

prof. dr. Jan Rod, DrSc.
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NOVE ODRUDY - NEW VARIETIES

PSenice ozima Sarka

Povolena: Ceska republika 1996
Slechtitelska prava: SELGEN a.s., Praha, Ceské republika
Slechtitel: Vyzkumny ustav rostlinné vyroby Praha a SELGEN a.s.,
Slechtitelska stanice Uhfetice
UdrZovatel:SELGEN a.s., Slechtitelsk4 stanice Uhietice
Rodokmen: UH 677/Mironovskaja nizkoroslaja//Avalon/Mironovskaya nizkoroslaja

Metoda Slechténi: Odruda je vysledkem 3lechtitelského programu navazujiciho na
hodnoceni rodiét a hybridi F, generace vybérem rostlin nesoucich pozitivni geny
zakrslosti (Rht geny) projevujici se necitlivosti na aplikovany giberelin (Genet.
a Slecht., 33, 1997: 99-106). Metoda $lechténi byla rodokmenova podle stan-
dardniho postupu. Reselekce vybranych linii s necitlivosti na giberelin byly prové-
dény od generace Fg. Zkouseni ve statnich odridovych pokusech probihalo
v letech 1993-1996 pod oznagenim RU 23 (povoleni v generaci Fy).

Odolnost k chorobdam: Je rezistentni ke rzi plevové (9) a rzi travni (7-8). K této
rzi, rase 11, méa specifickou rezistenci. Je stfedné odolné ke rzi pSeni¢né (5-6)
v polnich podminkéch a vykazuje specifickou rezistenci k né&kterym jejim izolatim.
M4 dobrou odolnost vii¢i padli travnimu a stfedni aZ vy$3i odolnost k fuzari6ze klasu.
Jakost pekaiskd Bs—Ag: Vykazuje niZ3i obsah mokrého lepku (21-22 %), ale vy-
soky obsah bilkovin (13 %). Sedimentaéni objem v prostfedi SDS se pohyboval v
rozmezi 42-52 ml (Hana: 46—62 ml), &islo poklesu 330-350 s. Mé&rny objem peciva
byl v primé&ru 494 cm? /100 g. Odolnost k porustani zrna v klase je dobra.
Mrazuvzdornost je vy33i, hodnocena stupném 6; kriticka teplota LT 50 = —17°C.
Vynos zrna je nadprimérny. V prib&hu SOP v letech 1994-1996 byla o 2-14 %
vynosnéj$i neZz vykonné kontrolni odridy. Nejlépe se uplatnila v fepafské
(obilnéiské) oblasti, kde piekonavala kontroly o 10—12 %. Vynosy soustavné pie-
vy$ujici primér zkousenych vykonnych odrid dokladaji vysokou obecnou adapta-
bilitu odridy ve vynosu zrna.

Ostatni vlastnosti: Je rana aZ polorana, s krat3i délkou stébla (8590 cm). Je nosi-
telem genu zakrslosti Rht2. Vyznaduje se vysokou odolnosti k poléhéni (stéblo je
kratké, pevné). Klas je bily, jehlancovity, na $pi¢ce dlouze osinkaty. Vyznamnou
ptednosti je vysoky skliziiovy index (0,56) a stabilné vysok4d hmotnost 1000 zrn
(45-55 g), vy38i neZz u obdobné kratkostébelnych odrid s RAt geny necitlivosti na
giberelin (Ritmo, Versailles).
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Winter Wheat Sarka

Registered: Czech Republic 1996
Breeders rights: SELGEN a.s., Prague, Czech Republic
Breeder: Research Institute of Crop Production (RICP), Prague-Ruzyné

SELGEN a.s., Plant Breeding Station Uhfetice
Maintainer:SELGEN a.s., Plant Breeding Station Uhfetice

Pedigree: UH 677/Mironovskaya nizkoroslaya//Avalon/Mironovskaya nizkoroslaya

Breeding method: Careful selection of parents and F, crosses preceded the se-
lection of plants for GA insensitivity (presence of RAt genes) in F3 generation
(Genet. a Slecht., 33, 1997: 99-106). Afterwards the standard pedigree method of
selection for important characters was applied. Reselection of GA insensitive lines
started in Fg. Selected line, denominated as RU 23, was tested in official trials
from 1993 to 1996 and then registered as variety Sarka in 1996.

Disease resistance: Sarka has resistance to yellow rust and to stem rust (race 11).
Resistance to leaf rust in the field is medium. It has specific resistance to some leaf
rust isolates. Resistance to powdery mildew and to Fusarium head blight is higher
than average.

Quality B5—-A6: Low wet gluten content (21-22%) but high protein content (13%).
SDS sedimentation volume ranged from 42 to 52 ml (Hana: 46—-62 ml) and falling
number from 330 to 350 s. The average loaf volume in Rapid Mix test was 494 cm?
/100 g. Sarka has also good sprouting resistance.

Frost resistance is above-average (value 6), with critical temperature (LT 50)
around —17 °C.

Grain yield: In official trials for three years this variety outyielded standards each
year in all the growing regions. Particularly high yields were reached in sugar beet
(cereal) growing region (110-112%). Above-average grain yields in different envi-
ronments indicate general adaptability in this character.

Other characters: It is an early variety, with short, stiff straw (RAt2 gene), high
harvest index (0.56) and very good resistance to lodging. The spike is white and of
tapered shape. Long scurs occur in the upper part of the spike. Grain weight is
exceptionally high in comparison with other varieties that carry GA insensitive Rht
genes (Ritmo, Versailles).

Ing. Véclav Sip, CSc., Miroslav Skorpik

Vyzkumny ustav rostlinné vyroby, 161 06 Praha-Ruzyné

tel.: 02/360 851, fax: 02/365 228

Ing. Pavel Amler, Ing. Ludmila Bobkovad, CSc.

SELGEN a.s., Slechtitelskd stanice Uhetice, 538 32 Uhfetice
tel.: 0455/692 913, fax: 0455/692 939
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