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SELECTION OF EMBRYOGENIC GENOTYPES

OF ALFALFA (MEDICAGO SATIVA L.) AND THEIR
UTILISATION IN THE SELECTION OF PLANTS
RESISTANT TO FUSARIC ACID"

SELEKCE EMBRYOGENNICH GENOTYPU VOJTESKY (MEDICAGO
SATIVA L.) A JEJICH VYUZITI PRI SELEKCI ROSTLIN
REZISTENTNICH KE KYSELINE FUSAROVE

J. Repkova', J. Ned&Inik*

: Masaryk University, Faculty of Science, Department of Genetics and Molecular Biology,

Brno, Czech Republic

g Forage Crop Research Institute, Ltd., Troubsko, Czech Republic

ABSTRACT: Sixteen varieties and newly-bred varieties of alfalfa (Medicago sativa L.) were tested for regeneration potential.
Only explants of the variety Zuzana were capable of regenerating in vitro. Of a set of 30 plants tested only two produced
regenerants from cotyledons and hypocotyls. During the testing of the second cycle of regeneration in the variety Zuzana
36% of petiole explants initiated embryoids and plant formation. The suspension culture derived from the petioles of the
regenerants was used for in vitro selection for resistance to fusaric acid. The optimum concentration of the toxin for selection
at the cellular level was determined. The concentrations of 5 pg/ml and 1 pg/ml promoted the resistant cell culture formation
and subsequent regenerants.

Medicago sativa; alfalfa; embryogenic genotypes; fusaric acid; selection

ABSTRAKT: Sestnict odriid a novoSlechténi vojtésky Medicago sativa L. bylo testovano na regenera¢ni schopnost. Pouze
explantity odridy Zuzana byly schopny regenerovat in vitro. Ze souboru 30 testovanych rostlin se u dvou vytvafely regene-
ranty z déloh a hypokotyli. Pfi testovani 2. cyklu regenerace u odriidy Zuzana byla u 36 % fapikovych explantitl iniciovina
tvorba embryoidi a rostlin. Suspenzni kultura odvozena z fapiki téchto regenerantii byla vyuZita pro selekci in vitro vudi *
kyseliné fusarové. Byla zji§téna optimdlni koncentrace tohoto toxinu, vhodnd pro selekci na idrovni bun&k. Pfi pouZiti

koncentraci 5 pg/ml a 1 pg/ml byly ziskany rezistentni bun&¢né kultury a z nich regenerované rostliny.

Medicago sativa; vojtéska; embryogenni genotypy; kyselina fusarova; selekce

INTRODUCTION

Species of the genus Fusarium produce a number of
toxic compounds, such as e.g. fusaric acid (5-butylpi-
colinic acid). As Fusarium spp. cause diseases of the
vascular system, symptomatologically manifested as
wilt and rots in many crops of agricultural importance
(cotton, peas, tomatoes, alfalfa, banana plants), it is
believed that toxic metabolites, including fusaric acid,
play an important role in the process of pathogenesis.

Some studies of the toxin were already performed in
the past (Kern, 1972), but in the last ten years the
toxin has received increasing attention (Matsui,
Watanabe, 1988; Mégnégneau, Branchard,

1988; Julien, 1988; Loffler, Mouris, 1992).
It has been proved that fusaric acid is toxic to many
prokaryotic and eukaryotic organisms (Marasas et
al., 1984). Although there is a lack of comprehensive
findings about the role of this toxin in plant pathogene-
sis, a great number of studies have stressed its impor-
tance (Ouchi et al, 1989; Chawla, Wenzel,
1987). Fusaric acid acts negatively on the permeability
of membranes (Gaumann, 1958) and their electrical
potential (Marre et al., 1993), it also affects the cel-
lular ATP level (Kohler, Bentrup, 1983), etc.
An essential prerequisite of successful application of
selection in vitro is the regeneration of plants from
resistant cell lines and the correlation between resis-

* The research was supported by project of the Ministry of Agriculture of the Czech Republic No. IE 0950975067.
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tance at the cellular level and at the whole-plant level.
The primary object of the present study was therefore
the selection of embryogenic genotypes of alfalfa
(Medicago sativa L.) among the agriculturally impor-
tant varieties and increased-somatic embryogenesis
through regenerated plants used as sources of explants.
The material obtained in this way was used in the se-
lection of cell lines tolerant or resistant to the toxin
(fusaric acid) and in the regeneration of plants from
these lines.

MATERIAL AND METHODS
Embryogenic material

To assess embryogenic potential, 16 varieties or ne-
wly-bred varieties (Zuzana, Palava, Morava, ZE XXX,
P.S. 8920, Arrow, LI POP II, LI R6 ZE, Magnab, To-
paz, Viking, Sigma, OS-11, Alkiva, Regio, Lucia) were
used. After surface sterilisation (30% SAVO for 30
minutes, 40% SAVO for 10 min.) the seeds produced
seedlings in vitro on liquid culture medium of Phillips
and Collins (Phillips, Collins, 1979), liquid ba-
sal MS medium (Murashige, Skoog, 1962) con-
tained 1/10 of concentration of macroelements and
microelements, full concentration of vitamins, 1/4 of
concentration of myoinositol, full concentration of iron
and 1% sucrose.

Primary explants were segments of hypocotyls, pe-
tioles and cotyledons 1 cm long. Initiation medium Bl
(Blaydes, 1966) was supplemented with growth
substances 50 pM 2,4-dichlorophenoxyacetic acid
(2,4-D), 5 UM Kinetin (KIN) and 2 g/l of yeast extract.
After 8 to 10 days of cultivation the cultures were plat-
ed on regeneration medium Bl with growth substances
1.07 uM naphthalene acetic acid (NAA), 9.3 uM KIN
and 2 g/l of yeast extract (Novak, Koneéna,
1982). The plants with less developed root systems
were placed on basal medium Bl lacking growth subs-
tances.

The regenerated plants were vegetatively propagated
in vitro on MS medium with 1/2 concentration of mac-
roelements and microelements, full concentration of vi-
tamins, 1/4 of concentration of myoinositol, full con-
centration of iron and 1% of sucrose (Phillips,
Collins, 1979). Callus cultures were derived again
from the petioles and plant regeneration was initiated
on the same media.

Suspension cultures

From primary explants of regenerated plants callus
cultures were derived on basal medium SH (Shenk,
Hildebrandt, 1972) with growth substances 2,4-D
(5 tM) and KIN (1 pM) (Binarova et al., 1990).
Callus cultures were maintained at 25 °C. After 5 weeks
of cultivation plant cell suspension cultures were de-
rived from callus cultures on liquid Bl medium supple-
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mented with growth substances coincident with those
for callus cultures (5 pM 2,4-D, 1 pM KIN). Suspen-
sion cultures were maintained at 25 °C under a photo-
periodic regime (LD 16:8). Cell viability was deter-
mined by fluorescent colorant fluorescein diacetate
(5 mg/1 ml acetone).

Selection

Suspension cultures in the exponential growth phase
with a density of about 10* viable cells/1 ml of suspen-
sion were suitable for selection at the cellular level. The
toxic substance used was fusaric acid (5-butylpicolinic
acid, Sigma company). 10 ml of agar selective medium
in Petri dishes contained basal medium SH, 5 pM
2,4-D, 1 pM KIN and fusaric acid at concentrations of
1, 5, 10 pg/ml. Each concentration was replicated three
times. The surface of selective medium was covered
with 1 ml of cell suspension (Binarova etal., 1990).
The cells were cultured on the medium at 25 °C for
5 weeks in the dark. The cells generating micro-colo-
nies were placed on regeneration medium (Novik,
Kone&na, 1982). The regenerated plants were trans-
ferred to non-sterile conditions.

RESULTS AND DISCUSSION

On initiation medium a certain percentage of ex-
plants necrotized. Only part of explants formed calluses
on the medium. There were apparent varietal differen-
ces, as shown in Table I. Of 16 varieties only the ex-
plants of the variety Zuzana were capable of regenera-
tion in vitro. In a group of 30 plants two (Z/5, Z/9)
produced regenerated plants from cotyledons and hy-
pocotyls. In the variety Topaz and ZE XXX the forma-
tion of embryoids was initiated but they did not grow
into regenerated plants (Table I). In the testing of the
second cycle of regeneration in the variety Zuzana, the
formation of embryoids and plants was initiated in 36%
of petiole explants.

The second cycle of regeneration considerably im-
proved the regeneration potential of the initial material
used in the experiments. The selection of genotypes
with good regeneration potential in agriculturally im-
portant varieties is of great benefit especially in other
applications, such as selection at the cellular level, pro-
toplast fusion and somatic hybrids obtaining. The range
of genotypes with good regeneration potential is relati-
vely narrow. For different applications genotypes of
alfalfa with declared embryogenic potential are used,
e.g. Regen S (Bingham et al, 1975), Rambler,
Rangelander (Arcioni et al., 1987).

Somatic embryogenesis in alfalfa (Medicago sativa
L.) is coded by 2 dominant loci (Crea et al., 1995;
Wan et al, 1988). Regeneration is genotype-specific
and only several genotypes within the variety may have
regeneration potential (Arcioni etal., 1990). Bing-
ham et al. (1975) discovered a high level of heritabi-
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1. Initiation of callogenesis, formation of embryoids and regenerated plants in tested varieties and newly-bred varieties of alfalfa (Medicago

sativa L.)
% of plants forming
Variety Number of test plants - -
callus on initiation medium embryoids regenerants

Zuzana 30 86 T 6.6
Pélava 30 82 0 0
Morava 30 71 0 0
ZE XXX 30 42 4 0
P.S. 9820 30 47 0 0
Arrov 30 32 0 0
LI POP II 30 28 0 0
LIR6 ZE 30 30 0 0
Magnab 30 68 0 0
Topaz 30 94 9 0
Viking 30 76 0 0
Sigma 30 36 0 0
0S-11 30 42 0 0
Alkiva 30 28 0 0
Regio 30 33 0 0
Lucia 30 30 0 0

1I. Number of micro-colonies, embryoids and regenerated plants formed after selection of alfalfa (Medicago sativa L.) cells to different

concentrations of toxin (fusaric acid)

Concentration of fusaric acid Mean no. of
pg/ml micro-colonies/P. dish embryoids/explant regenerants/explant
0 77.0 £ 8.11 150+ 1.22 123 £ 1.45
1 203 £ 8.76 7.0 £0.89 0.6 +£0.19
5 6.1 +1.74 72075 0.1 £0.08
10 0 0 0

lity of embryogenesis which helped to increase the re-
generation potential of the variety from 12% to 67%
during 2 cycles of recurrent selection. In the embryo-
genic genotype obtained in our work the embryogenic
potential can be increased by using explants from the
regenerated plant.

Calluses derived from the petioles of regenerated
plants were used to establish suspension cultures which
were used in selection for fusaric acid. After 6 weeks
of cell cultivation on the selective medium micro-cal-
luses were formed from the cells theoretically tolerant
to the toxin. After selection for 5 pg/ml of fusaric acid
the cells generated micro-calluses only sporadically,
1 to 10 colonies 0.5-1 mm in diameter on 1 Petri dish.
On the medium supplemented with 1 pg/ml of fusaric
acid 5 to 45 colonies (1.5-2 mm/Petri dish) were for-
med. At the highest concentration of 10 pg/ml no mi-
cro-colonies were generated on the selective medium
(Table II). This concentration is too high and inapplic-
able for selection at the cellular level. The control, cells
unaffected by fusaric acid, formed 77 micro-calluses on
the average. The micro-calluses were placed on initia-
tion and regeneration media. The numbers of regenera-
ted plants are summarised in Table II. These regenera-
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ted plants have not been analysed for the resistance to
Fusarium so far.

Fusaric acid was used as a selection agent in the
formation of resistant calluses of tomato (Toyoda et
al., 1984). Wenzel etal. (1984) used this toxin in the
selection of micro-spores of barley. In the selection of
callus cultures of barley after 4 selection cycles the
authors obtained 8-11 % of calluses resistant to fusaric
acid and subsequently verified resistance in the regene-
rated plants (Chawla, Wenzel, 1987). The expe-
riments utilizing this toxin for selection in vitro were
also reported in lily (Lo ffler, Mouris, 1992), to-
mato (Gapillout et al., 1996), gladiolus (Remot-
ti etal., 1997).

In alfalfa the filtrate of Fusarium oxysporum f. sp.
medicaginis (Binarova etal., 1990; Hartman et
al., 1984) was successfully used for the selection of
resistant cells and subsequent regenerated plants. Concer-
ning the purified toxins, T pathotoxin produced by Hel-
minthosporium maydis was used in maize (Gengen-
bach, Green, 1975) and Pseudomonas and
Alternaria toxins in tobacco (Thonutong etal., 1983).

The selection conducted in the manner as described
above can increase the effectiveness of breeding proce-
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dures, but it cannot replace conventional techniques
and can be only one of the complementary methods.

REFERENCES

ARCIONI, S. - PEZZOTTI, M. - DAMIANI, F. (1987): In
vitro selection of alfalfa plants resistant to Fusarium oxyspo-
rum f. sp. medicaginis. Theor. Appl. Genet., 74: 700-705.
ARCIONI, S. - DAMIANI, F. - PUPILLI, F. - PEZZOTTI,
M. (1990): Somatic embryogenesis and somaclonal variation
in Medicago sativa L. J. Genet. Breed., 43: 223-230.
BINAROVA, P. - NEDELNIK, J. - FELLNER, M. - NE-
DBALKOVA, B. (1990): Selection for resistance to filtrates
of Fusarium spp. in embryogenic cell suspension culture of
Medicago sativa L. Plant Cell Tissue Organ Cult., 22: 191-196.
BINGHAM, E. T. - HURLEY, L. V. - KAATZ, D. V. -
SAUNDERS, J. W. (1975): Breeding alfalfa which regene-
rates from callus tissue in culture. Crop Sci., 15: 719-721.
BLAYDES, D. F. (1966): Interaction of kinetin and various
inhibitors in the growth of soybean tissue. Physiol. Plant, 79:
748-753.

CHAWLA, H. S. - WENZEL, G. (1987): In vitro selection for
fusaric acid resistant barley plants. Plant Breed., 99: 159-163.
CREA, F. — BELLUCCI, M. - DAMIANI, F. — ARCIONI,
S. (1995): Genetic control of somatic embryogenesis in alfalfa
(Medicago sativa L. cv. Adriana). Euphytica, 81: 151-155.
GAPILLOUT, 1. — MILAT, M. L. - BLEIN, J. P. (1996):
Effects of fusaric acid on cells from tomato cultivars resistant
or susceptible to Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici. Eur.
J. Plant Path., 102: 127-132.

GAUMANN, E. (1958): The mechanisms of fusaric acid in-
jury. Phytopathology, 48: 670-686.

GENGENBACH, B. G. - GREEN, C. E. (1975): Selection
of T-cytoplasm maize callus cultures resistant to Helminthos-
porium maydis race T pathotoxin. Crop Sci., 15: 645-649.
HARTMAN, C. L. - MCCOY, T. J. - KNOUS, T. R. (1984):
Selection of alfalfa (Medicago sativa) cell lines and regene-
ration of plants resistant to the toxin(s) produced by Fusarium
oxysporum f. sp. medicaginis. Plant Sci. Lett., 34: 183-194.
JULIEN, M. (1988): Effects of the Fusarium sp. toxins and
selection of crude toxin resistant strains in mesophyll cell
cultures of Asparagus officinalis. Plant Physiol. Biochem.,
26: 123-72.

KERN, H. (1972): Phytotoxins produced by fusaria. In: WO-
OD, R. K. S. et al. (eds.): Phytotoxins in Plant Diseases.
London, Academia Press: 35-48.

KOHLER, K. - BENTRUP, F. W. (1983): The effect of
fusaric acid upon electrical membrane properties and ATP
level in photoautotrophic cell suspension cultures of Cheno-
podium rubrum. L. Z. Pflanzenphysiol., 109: 355-36.
LOFFLER, H. J. M. - MOURIS, J. R. (1992): Fusaric acid:
phytotoxicity and in vitro production by Fusarium oxyspo-
rum. sp. lilii, the causal agent of basal rot in lilies. Neth. J.
Pl. Path., 98: 107-115.

MARASAS, W. F. O. et al. (1984): Toxigenic Fusarium
species: Identification and mycotoxicology. Pennsylvania
State University Press.

MARRE, M. T. - VERGANI P. - ALBERGONI, F. G.
(1993): Relationship between fusaric acid uptake and its bin-
ding to cell structures by leaves of Egeria densa and its toxic
effects on membrane permeability and respiration. Physiol.
Mol. Plant Pathol., 42: 141-157.

MATSUI, Y. - WATANABE, M. (1988): Quantitative ana-
lysis of fusaric acid in the culture filtrate and soybean plants
inoculated with Fusarium oxysporum var. redolens. J. Raku-
no Gakuen Univ., /3: 159-167.

MEGNEGNEAU, B. - BRANCHARD, M. (1988): Toxicity
of fusaric acid observed on callus cultures of various Cucu-
mis melo genotypes. Plant Physiol. Biochem., 26: 585-588.
MURASHIGE, T. - SKOOG, F. (1962): A revised medium
for rapid growth and bioassays with tobacco tissue cultures.
Physiol. Plant, 15: 473-479.

NOVAK, F. J. - KONECNA, D. (1982): Somatic embryoge-
nesis in callus and cell suspension cultures of alfalfa (Medi-
cago sativa L.). Z. Pfl.-Physiol., 105: 279-284.

OUCHLI, S. et al. (1989): A promising strategy for the control
of fungal disease by the use of toxin-degrading microbes. In:
GRANITI, A. et al.: Phytotoxins and Plant Pathogenesis.
NATO ASI Series Vol. 27. Berlin, Springer Verlag: 301-
317.

PHILLIPS, G. C. - COLLINS, G. B. (1979): In vitro tissue
culture and plant regeneration from callus cultures of red
clover (T. pratense). Crop Sci., 19: 50-64.

REMOTTI, P. C. et al. (1997): Selection of cell lines and
regeneration of plants resistant to fusaric acid from Gladiolus
xgrandiflorus cv. Peter Pears. Euphytica, 96: 237-245.
SCHENK, R. - HILDEBRANDT, A. (1972): Medium and
techniques for induction and growth of monocotyledonous
and dicotyledonous plant cell cultures. Can. J. Bot., 29: 199-
204.

THONUTONG, P. - FURUSAWA, 1. - YAMAMOTO, M.
(1983): Resistant tobacco plants from protoplast-derived cal-
luses selected for their resistance to Pseudomonas and Alter-
naria toxins. Theor. Appl. Genet., 66: 209-215.

TOYODA, H. H. et al. (1984): Selection of resistant tomato
calli to fusaric acid. Ann. Phytopath. Soc. Japan, 50: 538-
540.

WAN, Y. - SORENSEN, E. L. - LIANG, G. H. (1988):
Genetic control of in vitro regeneration in alfalfa (Medicago
sativa L.). Euphytica, 39: 3-9.

WENZEL, G. - KOHLER, F. - SCHUCHMANN, R. - FO-
ROUGH, B. (1984): Selection in vitro for resistances. In:
LANGE, W. - ZEVEN, A. C. - HOGENBOOM, N. G.
(eds.): Efficiency in plant breeding. Proc. Xth EUCARPIA
Congr., Wageningen, the Netherlands, June 1983. Pudoc Wa-
geningen: 224-227.

Received on March 18, 1998

Contact Address:

RNDr. Jana Repkova, CSc., Masarykova univerzita, Pfirodovédecka fakulta, Katedra genetiky a molekuldrni biologie,
Kotlafska 2, 611 37 Brno, Cesk4 republika, tel.: 00 420 5 41 12 95 46, fax: 00 420/5 41 21 12 14, e-mail: repkova@sci.muni.cz

48

CZECH J. GENET. PLANT BREED., 34, 1998: 45-48


mailto:repkova@sci.muni.cz

ODRUDA PSENICE AMIGO A LINIE W49 JAKO ZDROJE
REZISTENCE K CHOROBAM

WHEAT CULTIVAR AMIGO AND LINE W49 AS SOURCES
OF DISEASE RESISTANCE '

P. Barto$, R. HanuSova, V. Blazkova, M. Skorpik

Research Institute of Plant Production, Prague-Ruzyné, Czech Republic

ABSTRACT: Line W49 possessing translocation from Thinopyrum intermedium with wheat leaf rust resistance gene Lr38
was crossed with Czech winter wheat cultivars Zdar and Regina with the aim to transfer Lr38 into agronomically more
valuable genotypes. The same aim was followed in the crosses of the cv. Amigo (T1AL.1RS) possessing resistance genes
Lr24, Sr24, SrAmigo, Pm17 with cvs. Zdar and Regina. Transmission of Lr38 from the line W49 into the progeny was reduced,
particularly when transferred by male gametes. Transmission of resistance genes from the cv. Amigo was regular. Resistance
genes Lr38, Lr24 and stem rust resistance of the cv. Amigo were effective to all rust races used in our trials. Gene Pml7
was effective only to about a half of the powdery mildew isolates of our collection. Cv. Amigo proved resistance also to the
bunt (Tilletia caries and Tilletia laevis, races T-1 and L-5, respectively). Selected F5 and Fg lines resistant to powdery mildew
and/or leaf rust were also tested in field trials for earliness, height and powdery mildew and rust reaction. Lines derived from
the cross Amigo x Regina were on the average as early as Regina, with comparable yield but a longer straw (average 104 cm).
Lines derived from the cross W49 x Regina were by 1-3 days later than Regina, had the average lenght of straw 100 cm and
a lower yield. In spite of the advanced generation (Fg), and continuous yearly selection for resistance, susceptible plants to
leaf rust still appeared.

wheat; cv. Amigo; line W49; resistance; leaf rust; stem rust; powdery mildew; common bunt

ABSTRAKT: Linii W49 majici translokaci z Thinopyrum intermedium, na niZ je gen rezistence ke rzi pSeni¢né Lr38, jsme
kiiZili s odridami Zdar a Regina s cilem pfenosu tohoto genu do agronomicky hodnotnych genotypii. Se stejnym cilem
a s tymiZ odrudami jsme kfiZili odridu Amigo (T1AL.1RS), kterd ma geny rezistence Lr24, Sr24, SrAmigo a Pml7. Pfenos
genu Lr38 z linie W49 do potomstev byl sniZen, zejména pienos pylem. Pfenos geni rezistence z odridy Amigo byl pravi-
delny. Geny Lr38, Lr24 a rezistence odridy Amigo ke rzi travni byly i¢inné ke viem rasdm rzi testovanym v naSich pokusech.
Gen Pml7 byl ucinny jen k poloving izolati nasi kolekce padli travniho. Odriida Amigo byla odolna také ke snéti mazlavé
(rase T-1) a k snéti hladké (rase L-5). U vybranych kmenl bylo v polnich pokusech sledovdno pfezimovini, ranost, délka
stébla a napadeni rzi pSeni¢nou a padlim travnim.

pSenice setd; odrida Amigo; linie W49; rezistence; rez pSeni¢na; rez travni; padli travni; sné( hladkd a mazlava

UvoD

V posledni dobé se jako zdroji odolnosti pro ziskani
rezistence pSenice seté k chorobdm stéle astéji pouZi-
va pfibuznych kulturnich nebo planych druhd. Prenos
byva zpravidla vicestupiiovy. B€hem prvniho stupné se
rezistence prenési do hexaploidni linie, dobfe kiiZitelné
s agronomicky vhodnymi odridami. Dalsi stupné spoci-
vaji v postupném odstrafiovani nezadoucich vlastnosti vy-
béry v potomstvech ¢i ve zlepSovani vhodnych agrono-
mickych vlastnosti a znaki dal$im kfiZenim. NaSe préice
popisuje prenos rezistence ke rzi p§eni¢né z mélo produk-
tivni linie W49 s translokaci z Thinopyrum intermedium
a pienos rezistence ke rzi pSeni¢né, rzi travni a padli trav-
nimu z odridy Amigo (translokace T1AL.1RS) do &es-
kych odrid pSenice ozimé Regina a Zdar.
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MATERIAL A METODY

Linie W49 byla ziskéana laskavosti prof. F. J. Zellera
z Technické univerzity v Mnichové, katedry péstovani
a §lechténi rostlin. VySlechtila ji Dr. A. Wienhues s ci-
lem pienosu rezistence ke rzim z ¢aste¢ného amfiploida
T. aestivum — Th. intermedium (2n = 8x = 56) s adici
7 chromozomi z Thinopyrum intermedium ke genomu
hexaploidni pSenice. Zpétnym kiiZenim tohoto amfi-
ploida s odriidou Heines IV ziskala adicni linie s chro-
mozomy z pyru v genetickém pozadi odridy Heines
IV. Tyto linie jednak kiiZila s monosomickymi liniemi
Chinese Spring, jednak je po ozafeni rentgenovymi pa-
prsky zpétné kiiZila s odridou Heines IV s cilem ziskat
v prvnim piipadé substitu¢ni a ve druhém piipadé
translokacni linie rezistentni ke rzim. Gen rezistence ke
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rzi pSeniéné obsaZeny v linii W49 byl oznafen symbo-
lem Lr38 (Friebe et al., 1992).

Odrada Amigo byla rovnéZ ziskana laskavosti prof.
F. J. Zellera. Byla vyS$lechténa zpétnym kiiZenim oc-
toploidniho tritikale Gaucho (Chinese Spring x Zito In-
save) s dvéma liniemi pSenice a naslednym ozafenim
rentgenovymi paprsky (Wood etal., 1974 —cit. Ze-
Iller, Fuchs, 1983). Ze Zita ziskala odrida Amigo
segment chromozomu IR, ktery je lokalizovdn na chro-
mozomu 1A (TIAL.1RS). Z linie TAP 48 (hybrid pSe-
nice s Thinopyrum ponticum) byla prenesena do odridy
Amigo translokace z pyru. Na translokaci ze Zita je
lokalizovan gen rezistence k padli travnimu Pml7
(Zeller, Fuchs, 1983), ktery je alelicky s genem
Pm8 (Hsam, Zeller, 1997), dile symbolem dosud
neoznaceny gen rezistence ke rzi travni (moZni alela
genu Sr37) a gen rezistence k Schizapis graminum
(Rondani) — Gbh2 (Sebesta, Wood, 1978 — cit.
Hsam, Zeller, 1997; Sebesta et al., 1994). Na
translokaci z pyru jsou lokalizovany geny rezistence ke
rzi pSeniéné Lr24 a ke rzi travni Sr24, které jsou ve
vazbé. Translokace z pyru se nachazi na satelitu chro-
mozomu 1B (TIBL.1IBS-3Ae IL). Na ni lokalizované
geny rezistence nejsou ve vazbé s geny na translokaci
TIAL.IRS. Negativni vliv TIAL1RS na kvalitu je niZ§i
nez u TIBL.1IRS (Graybosch etal., 1993).

Linie W49 a odrida Amigo byly kiiZeny s odridou
Regina, pochazejici z kiiZzeni (Jubilejna x Zora) x Ta-
dorna a majici gen Pm5 a SuPm8, a s odridou Zdar,
pochézejici z kiizeni Caribo x Derenburger St.6290,
majici geny Pm4b a Pm5 a nepopsany gen rezistence
ke rzi travni. V odridach Regina ani Zdar nebyly zjis-
té€ny specifické geny rezistence ke rzi pSeni¢né.

V polnich pokusech byly provadény vybéry na odol-
nost k padli travnimu a rzi pSeni¢né pfi pfirozeném na-
padeni a na agronomicky vhodné typy. Ve skleniku by-
lo k testim rezistence uZito ruznych ras rzi pSenicné,
rzi travni a padli travniho, jak je uvedeno ve vysled-
cich.

V roce 1995 jsme rovnéz orientaéné vyzkouseli re-
akci nékolika kiiZenct a odrady Amigo k Tilletia spp.
smési chlamydospor snéti mazlavé (Tilletia caries, rasa
T-1) z KroméfiZze a snéti hladké (Tilletia laevis rasa
L-5) z Ruzyné. Vzorky osiva jsme inokulovali protfe-
panim s chlamydosporami snéti (10 mg spor/10 g osiva)
a vysévali na pole. Pfed sklizni pSenice jsme napadeni
hodnotili procentem napadenych klasi z celkového
poctu klasi.

Reciproké kiiZeni odridy Amigo a linie W49 s od-
ridami Regina a Zdar bylo provedeno v roce 1991,
v dalSich letech nasledovaly vybéry na odolnost k padli
travnimu a rzi pSeni¢né u potomstva kiiZenct s odri-
dou Amigo a na odolnost ke rzi pSeni¢né u potomstva
kiiZzeni s linii W49. SoucCasné se vybiraly fenotypy
blizké odridim Regina a Zdar. V roce 1994 bylo vy-
seto 72 rostlin z nestépicich odolnych F3 kmeni z pre-
deslého roku, a to 57 rostlin z kfiZeni Amigo x Regina,
které se ukazovalo jako nejperspektivnéjsi, Ctyfi rostli-
ny z kiizeni W49 x Zdar, tfi rostliny z kfiZeni W49 x
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Regina a dvé rostliny z kiiZzeni Zdar x W49. V roce
1995 byla vyseta potomstva nejlepSich rostlin z F, pre-
deslého roku s odolnosti ke rzi pSeni¢né nebo kombi-
novanou odolnosti ke rzi pSeni¢né a padli travnimu,
a to 45 rostlin z kiiZzeni Amigo x Regina, dvé z kfiZeni
W49 x Regina, dvé z kiiZzeni W49 x Zdar a jedna z kii-
Zeni Zdar x W49. Potomstva jednotlivych rostlin byla
vysévana do dvou fadki o délce 1 m. V roce 1996 bylo
sklizeno nejlepSich 45 kment generace Fs, z toho pou-
ze jeden z kiiZeni W49 x Regina. Z této sklizné byly
vybrany nejlepsi rostliny; z nich ziskané osivo bylo pak
vyseto na parcely 2,4 m? secim strojem Seedmatic bez
opakovéni. Béhem vegetace této Fg generace byl sledo-
van stav po zimé, plné meténi, vy$ka porostu, napadeni
padlim a vynos zrna. Stejné osivo bylo uZito pro skle-
nikové testy na reakci k padli travnimu (6 raznych izo-
lata avirulentnich k Pm17) a rzi pSeni¢né (rasa 61Sa-
Ba, izolat 628). Napadeni v polnim pokusu bylo
hodnoceno stupnici 9 aZ 1 (9 odolné — 1 nachylné).
Infekeni typy (IT) byly popsiny podle autora Stak-
man et al. (1962). V této stupnici (0 aZ 4) znamend
0 absenci napadeni, 0; chlorézy, 1 drobné kupky
s chlorézami, 2 vétsi kupky s chlorézami, 3 a 4 kupky
bez chloréz, pfi¢emz infekéni typ 4 mé velké kupky
charakterizujici vysokou nachylnost. Pokus ve Svycar-
sku byl hodnocen tamni uZivanou opacnou stupnici
(1 odolné — 9 nachylné).

VYSLEDKY A DISKUSE

Stépné poméry v F, a F; generacich kfiZenct s linii
W49 (tab. I a IT) naznaCuji ucinnost jednoho dominant-
niho genu rezistence, avSak ukazuji nepravidelny pfre-
nos rezistence, ziejmé zpusobeny translokovanym seg-
mentem chromozomu z pyru. Nase vysledky se li§i od
predpokladu publikovaného v praci autord Friebe et
al. (1992), totiZz Ze $t€peni rezistence v F, ke rzi pse-
ni¢né v kfiZeni linie W49 s jinymi odridami by mélo
byt normalni, a sice 3 rezistentni : 1 nachylna. Odpo-
vidaji v3ak udajim, které pozdéji publikovali Dyck
a Friebe (1993) pro translokaci téhoZ genu, aviak
z jiné linie. V jejich pokusech byl pfenos translokace
sam&imi gametami redukovéan. Rovnéz v nasich kfiZe-
nich byl zjiStén niZsi pfenos pylem.

S niZ§im poctem rezistentnich rostlin proti ocekava-
nému Stépnému poméru 3 : 1 se u translokaci setkava-
me dosti &asto. Odchylky mohou byt rizné také v za-
vislosti na partnerské odradé uZité v kfiZeni, jak bylo
zjiSténo napf. u translokaci TIBL.1IRS (Barto§,
1993).

Dyck a Friebe (1993) prenesli segment chro-
mozomu z pyru s genem Lr38 do jarni odridy That-
cher. Zjistili v§ak vyrazné negativni vliv na vynos. Li-
nie k tomu pouZitd, oznaend jako T7, méla na
chromozomu 7A nejdelsi segment chromozomu z Th.
intermedium ze vSech testovanych translokacnich linii.
Néami pouZitd translokace W49 méla menSi segment
7Ai 2L. Mohla by byt tedy z agronomického hlediska
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. Stépeni reakce ke rzim v F, generaci kfiZenci — Segregation of rust reactions in F, generation of the crosses

Pocet rostlin® Predpokladany
o - — pokladan 2
KriZeni Rez - rasa/izolat = 5 T St&pny pomér%/ X P
Zdar x W49 P. recondita 61SaBa/628 110 11 221 32 1 75,0 <0,01
W49 x Zdar P. recondita 61SaBa/628 168 81 249 31 753 <0,01
Zdar x W49 P. recondita 14SaBa/600 75 51 126 3% 16,9 <0,01
Amigo x Regina P. recondita 148aBa/600 59 18 77 31 0,108 0.5-0,2
Amigo x Zdar P. recondita 14SaBa/600 65 16 81 3 1 1,08 0,5-0,2
Amigo x Regina P. graminis 21/G69 65 4 69 155 1 0,02 0,99-0,95
Amigo x Zdar P. graminis 21/G69 73 10 83 15% 1 47 0,05-0,01
"eross, 2rust - race/isolate, *number of plants, 4resistant, 5susceptible. Stotal, 7expccted segregation ratio

11. Stépeni reakei ke rzim v F; generaci potomstev rezistentnich rostlin vybranych v F, ve fazi 1-2 listd po inokulaci rzi p$eni¢nou rasou
61SaBa (628) — Segregation of rust reactions at the first leaf stage in F generation of the progenies of resistant plants selected in F, generation

after inoculation with leaf rust race 61SaBa (isolate 628)

Pocet linii? Predpokladany pomér’ 3
Kiizeni! X P
R? s¢ $tepi’ celkem® 6:2:4
W49 x Zdar 15 12 46 73 3712224 13,04 <0,01
W49 x Regina 13 13 12 38 1956313 9,08 0,05-0,01
'cross, Znumber of lines, *resistant, 4susceptible, 5segregmc. Stotal, 7expecled segregation ratio

perspektivnéjsim zdrojem rezistence nez linie, kterou
pouZili Dyck a Friebe (1993). Pfi dal§im Slech-
titelském vyuZiti bude nutné pokraCovat v odstrafovani
neZadoucich vlastnosti. Vyhodou tohoto zdroje rezis-
tence je, Ze jde o novy gen, popsany v roce 1992,
Slechtitelsky dosud nevyuzity. Nevyhodou je, Ze jde
o nehomoeologni translokaci, jeZ byvad agronomicky
méné vhodna.

Jako vyhodnéjsi zdroj rezistence se ukazuje linie
z kfiZeni s odridou Amigo, zejména kombinace s od-
radou Regina. Pfenos rezistence ke rzi pSeni¢né i travni
do potomstva byl pravidelny s vyjimkou jediného pfi-
padu, kdy byl ponékud niZs§i pocet odolnych rostlin
proti predpokladu 15 nachylnych : 1 odolna pii dvou
dominantnich genech rezistence ke rzi travni (tab. I).
Nevyhodou vSak je, Ze translokace TIAL.IRS je pro-
vazena, podobné jako translokace T1BL.1RS, niZsi pe-
kai'skou kvalitou. Na rozdil od linie W49, ktera pienasi
pouze gen Lr38, maji kiizenci s odridou Amigo sice
VEtsi pocet genu rezistence, avSak ve vazbé jsou pouze
nékteré geny.

Vysledky polnich pozorovéni z VURV Praha-Ruzy-
né jsou shrnuty v tab. III, z FAL Ziirich-Reckenholz
v tab. IV. V Ruzyni byl stav pokusu po zimé& dobry.
Metani linii z kiiZzeni Amigo x Regina (35 kment) se
pohybovalo v rozpéti 2. éervna az 10. &ervna a v pri-
méru bylo shodné s odridou Regina. Nezadoucim zna-
kem byla délka stébla (primér 104 cm, rozpéti 95-120
cm), vel§1 neZ u odridy Regina. Primérny vynos byl
841 g/m pouze dvé linie mély vyssi vynoa nez Regi-
na, u péti linii pfesahl vynos 1 000 g/m Srovnani
reakci k padli travnimu v polnim a sklenikovém poku-
su umoziiuje tab. III. V polnim pokusu byla hodnocena
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odolnost k padli travnimu nejvys$§im stupném 9 u deviti
kmend, stupném 8 u péti kment a stupném 7 rovnéz
u péti kment. VSechny tyto kmeny s vyjimkou jednoho
byly hodnoceny alespon k jednomu izolatu padli trav-
niho infekénim typem 0O-1 ve skleniku. Ve skleniko-
vém pokusu se vétsinou ligily reakce k pouZitym izola-
tam padli travniho. Ke vSem izolatim bylo ve skleniku
odolnych (IT 0-2) 13 linii; vSechny byly hodnoceny
v polnim pokusu stupném 9 nebo 8. Ke rzi pSeni¢né
byly ve skleniku kromé Etyf odolné viechny linie, pfi-
¢emZ ke rzi pSenicné i padli travnimu bylo odolnych
11 kmenti.

U rzi pSeni¢né je moZné jen Casteéné srovnéni pol-
nich a sklenikovych tdaji (tab. II a IV), nebot v Ruzyni
nemohlo byt napadeni rzi pSeni¢nou pro slaby vyskyt
hodnoceno. Z kiiZeni Amigo x Regina testovanych rzi
pSeni¢nou ve skleniku bylo jen u péti kment hodnoce-
no napadeni na poli ve Svycarsku. Viechny tyto kmeny
vyznadujici se infekénimi typy 0;1 byly na poli hodno-
ceny stupni 0-2, tedy jako odolné. Z kiiZeni s W49
byly na poli dva kmeny hodnoceny jako odolné (IT1),
dalsi dva jako stiedné napadené. Ve sklenikovém po-
kusu tento material $tépil.

Z kiizeni W49 x Regina jsme v polnim pokusu
zkousSeli pouze &tyfi kmeny, které byly o jeden aZ tii
dny pozdnéjsi neZ Regina, s del§im stéblem (pramér
100 cm) a niz8§im vynosem. VSechny Ctyfi kmeny byly
odolné ke rzi pSenicné (IT 0;) aviak u t¥i z nich vysté-
povaly nachylné rostliny.

Polni pozorovani ve Svycarsku ukdzalo, Ze kmeny
z kfizeni Amigo x Regina byly v priméru pozdnéjsi
nez kontrolni ¢eské odrudy. Pouze dva kmeny byly
o jeden den ranéjsi a étyfi kmeny se shodovaly v ra-
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III. Vysledky polniho pokusu a sklenikovych testi (Praha-Ruzyné& 1997) potomstev kfiZzeni Amigo x Regina (2/3-56/1) a W49 x Regina (58/1-58/5) (Fg generace) — Results of the field and greenhouse tests with
progenies of crosses Amigo x Regina (2/3-56/1) and W49 x Regina (58/1-58/5) (Praha-Ruzyn& 1997) (Fg generation)

Vyber Stav Flag Padli- | Vytka® | Vynost Skdsntk - JT° Vybir Stav Pine Padli- | Vyika® | VynosS Skl - 18
z kmene! | po zim&? mem;‘ pole* (cm) (g/m?) padli rez z kmene' | po zim&? meténal pole? (cm) (g/m?) padli rez
(den) travni’ * | pieni¢na® ** (den) travni’ ¥ |pSeniéna® **

2/3 8 6,6 6 105 804 3-4 5 | 38/1 T 7,6 8 100 850 0 3
3/1 9 7,6 5 105 879 1-4 s 39/1 8 6,6 7 100 906 0-4 2
4/1 8 8,6 7 105 1024 0-2-3 1-2 41/1 9 2,6 3 105 721 0-4 s
5/3 8 10,6 6 100 748 0-4 3 42/1 8 6,6 3 105 724 3-4 3
6/1 8 8,6 8 110 889 04 H 44/1 8 7,6 ) 95 915 3-4 3
71 8 9,6 7 105 810 3-4 -2 45/1 8 6,6 4 110 808 3-4 s
8/1 . 9,6 9 105 846 0 : 46/1 8 9,6 4 100 867 34 q
10/1 8 9,6 4 105 760 0-3 31=2 49/1 /4 9,6 5 110 678 4 5

12/1 9 8,6 9 105 848 0-3 3 50/1 8 7,6 9 100 744 3-4

13/1 9 7,6 9 115 950 0-1 3 53/1 7 56 9 95 1134 0-1 3

14/1 8 7,6 7 120 1029 14 4 54/1 7 10,6 9 100 1011 0-1 4
16/1 8 7,6 9 120 724 0-1 4 55/1 7 9,6 9 115 1 009 0-1-2 3

17/1 8 3,6 ) 105 754 1-2-4 % 56/1 8 3,6 8 105 1 008 0-1-2 3

18/2 8 2,6 6 105 791 2-4 5

19/1 T 3,6 8 120 776 0-1 4

29/1 8 2,6 5 110 739 34 47 58/1 7 8,6 6 100 1010 - +3

30/1 9 7,6 -} 110 565 34 5 58/3 8 10,6 8 90 829 - -

31/1 8 8,6 4 105 824 2-4 2 58/4 8 9,6 8 110 771 - 0+4

32/1 8 9.6 9 115 931 0-1 5 58/5 9 9.6 8 100 - - 0+4

34/1 9 8,6 9 110 857 0-1 3

35/1 7 10,6 8 110 704 0-1 H

36/1 8 3,6 5 100 804 3-4 5 Regina 9 7,6 34 80 1025 34 4

* Rozpéti reakei k 6 izolatim padli travniho — Spread of reactions to 6 powdery mildew isolates
** Reakce k rase 61SaBa (izol4t 628) rzi p¥eni¢né — Reaction to race 61, isolate 628

'selection from the strain, state after winter (9 best), 3full heading (date), 4resistance to powdery mildew in the field trial (9 best), Sht:ighl, Gyield. 7powdery mildew (infection type), ¥leaf rust (infection type),
9
greenhouse



IV. Vysledky polniho pokusu (1 odolné, 9 nachylné) s potomstvy kiiZeni (F5 generace) (Ziirich-Rec}

holz, 1996) — R of the field

trial with progenies of crosses (Fs generation) (Ziirich-Reckenholz, 1996)

Kfizeni' Kmen? Poget dni do metani od 1. 1.3 Vyika® (cm) | Padli travni® | Rez plevova® | Rez pieniénd’
9 154 110 1 3 0
32 150 110 1 1
40 150 115 2 2 2
50 149 104 | 3 0
56 149 105 1 4 0
35 154 97 2 3 |
Amigo x Regina 42 150 112 1 2 2
47 154 115 1 4 3
65 155 117 1 4 4
66 154 112 2 4 3
67 " 150 116 1 4 0
71 151 115 1 2 2
80 153 130 2 2 2
85 153 130 2 2 2
W49 x Regina 58 153 115 4 3 . 4
59 159 112 6 2 1
W49 x Zdar 71 160 76 4 3 1
Zdar x W49 68 157 135 3 3 5
Samanta - 150 104 2 2 3
Mona - 148 112 2 3 5
Arina - 154 110 3 3 7
Regina - 155 102 4 1 6

Disease scoring: 1 resistant — 9 susceptible

lprogeny of the cross, %strain, “number of days till heading from 1 January, ‘height. % powdery mildew, 6yellow rust, "leaf rust

nosti s odridou Samanta, v priméru viak byly o 1,5
dne pozdnéj$i neZ tato odrida. Kmeny byly v priméru
0 9 cm delSi neZ odrida Samanta. Jak ukézaly kontrolni
odridy, napadeni padlim travnim bylo v polnim poku-
su pomérné slabé, takZe hodnoceni stupném 1-2 se ma-
lo 1i8i od kontrolnich odriid Samanta a Mona (hodno-
ceny stupném 2). Ke rzi pSeniéné byly vSechny linie s
vyjimkou tfi odolnéjSi neZ uvedené kontroly. Nékteré
linie byly néchylng;$i ke rzi plevové neZ kontrolni od-
rady. KfiZenci s linii W48 se vyznacovaly kromé jed-
noho rovnéZ dlouhou sldmou, pozdnosti a vesmeés na-
chylnosti k padli travnimu. Jen dvé linie ze &ty byly
odolné ke rzi pSeni¢né.

Ve sklenikovych pokusech byly geny rezistence
Lr24 i Lr38 u¢inné ke vSem naSim nejvyznamnéj$im
rasam rzi pSeniné (61SaBa, 61, 77SaBa, 14, 14SaBa,
53SaBa). RovnéZ gen Sr24, ktery je ve vazbé s Lr24,
je v naSich podminkach plné ucinny (testovano izolaty
rzi travni G964, G702, G334, G425, G605, G530),
kdeZto gen rezistence Pml7 je ucinny jen k nékterym
rasam padli travniho (zhruba k poloving izolatd z na$i
kolekce). Pokus se smési chlamydospor snéti mazlavé

" a hladké ukazal (tab. V), Ze odrida Amigo je odolna
k Tilletia spp. a Ze se rezistence dobie pienasi do po-
tomstev kfiZeni. NaSe vysledky tedy potvrdily starsi
udaj z Madarska (Szunics, Szunics, 1990)
o odolnosti této odrudy k snéti mazlavé. Odrady
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s translokaci TIBL.IRS nejsou k snéti mazlavé rezis-
tentni (Blazkova, Barto§, 1995), coZ viak nevy-
luCuje gen rezistence k Tilletia spp. na translokaci
T1AL.IRS u odridy Amigo, pon&vadZ segmenty 1RS
ze Zita uvedenych translokaci nejsou identické. Rezis-
tence muZe také pochazet ze segmentu chromozomi
z pyru, piipadné z jinych chromozomu rodi¢u odrudy
Amigo. Na rozdil od odridy Amigo a jejich kfiZencu
Zadny kmen z kiiZeni s W49 odolnost k Tilletia spp.
neprokazal (tab. V).

Vysledky, které jsme ziskali pfi studiu zdroju rezis-
tence odridy Amigo a linie W49, tedy charakterizuji
vhodnost téchto zdroju rezistence z hlediska Gcinnosti
geni rezistence ke rzim; gen rezistence Pml7 k padli
travnimu v odridé Amigo vSak pfekondva pfiblizné
polovina nas$i populace padli travniho. Z kfiZencu s té-
mito zdroji byly vybrany rezistentni kmeny fenotypové
blizké odriidé Regina. Odrida Amigo miZe slouZit i ja-
ko zdroj rezistence k snéti mazlavé a hladké. Negativ-
nim znakem potomstev obou kfiZeni je delSi stéblo,
u kiiZzenct s linii W49 navic vyStépovani rostlin na-
chylnych ke rzi pSeni¢né.

Podékovani

Dékujeme Dr. M. Winzelerovi, FAL, Ziirich-
-Reckenholz, za polni test s naSimi liniemi ve Svycar-
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V. Reakce odridy Amigo a jejich kfiZencu a kfiZencu s linii W49 k Tilletia spp. — Reaction of the cv. Amigo and crosses with Amigo and

W49 to Tilletia spp.

Odrada/kmen(Z.)! PotsRlas, Procento snétivych klasi®
zdravé? sndtivé? celkem®

Amigo 94 0 94 0

Amigo x Regina(9) 56 0 56 0

Amigo x Regina(38) 66 1 67 1,49

Zdar x W49(68) 28 4 32 12,50

W49 x Zdar(71) 15 5 20 25,00

W49 x Regina 36 16 52 30,77

Regina 59 32 91 35,16

'cultivar/strain, “number of ears, 3he:nllhy, 4di d, >total, ('pm ge of di d ears

sku a prof. Dr. F. J. Zellerovi za vzorky osiva odrudy
Amigo a linie W49.
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STANOVENI GENETICKE STRUKTURY ODRUDY
JECMENE JARNIHO TRUMPF POMOCI HORDEINOVYCH
SIGNALNICH GENU

DETERMINATION OF GENETIC STRUCTURE OF SPRING BARLEY
VARIETY TRUMPF BY MEANS OF HORDEIN SIGNAL GENES

J. Cerny', A. Sagek?, K. Popovi', J. Bradov4?, I. Langer’

ICzech University of Agriculture, Faculty of Agronomy, Prague, Czech Republic
2Research Institute of Crop Production, Prague, Czech Republic
3SELGEN, Plant Breeding Station, Stupice, Czech Republic

ABSTRACT: Genetic structure of the spring barley model variety Trumpf was studied by means of SGE hordeins (HRD).
Endosperm bisected grains were used for HRD electrophoretic analysis and embryonic bisected grains for sowing and plant
production. A total of 144 grains randomly taken from a sample of Trumpf variety were analyzed in 1995. Embryonic bisected
grains were kept in aseptic conditions. Following root formation, 33 plants were set out in an outdoor spring barley nursery
located in the experimental field of Czech Agricultural University in Prague. Four HRD lines of Trumpf variety (line A, line
B, line C and F) were singled out and propagated. Individual progenies of the singled out HRD lines were sown at Stupice
Plant Breeding Station in 1996. These traits were evaluated in HRD lines: 1,000-grain weight, grain portion above the sieve
with oval meshes 2.5 x 22 mm and 2.2 x 22 mm in size, undersized grain, plant length, resistance to leaf rust of barley,
number of vegetation days to heading and extract content in dry malt. The singled out HRD lines were compared by means
of a t-test. Singling out of the main HRD lines A and C and secondary HRD lines B and F demonstrated hordein polymor-
phism of Trumpf variety. Different agronomic and technological value of singled out HRD lines was demonstrated. The
singled out HRD lines are potential gene resources of more productive culm (line C), 1,000 grain weight (line C), higher
portion of grain above 2.5mm mesh sieve (line C) and higher extract content in dry malt (line F). HRD electrophoretic analysis
(SGE) of endosperm bisected grains is suitable to single out homozygous genotypes — HRD lines — from barley varieties of
the population type.

barley; electrophoresis; hordeins; genetic structure; Trumpf variety

ABSTRAKT: Pomoci SGE hordeini (HRD) byla modelové studovédna geneticka struktura odridy je¢mene jarniho Trumpf.
Endospermalni poloviny zrn byly pouZity k elektroforetické analyze HRD a embryonalni poloviny zrn k vysevu a dopéstovani
rostlin. V roce 1995 bylo analyzovéno celkem 144 zrn, ndhodné odebranych z ram$ového vzorku odridy Trumpf. Embryo-
nélni poloviny hodnocenych zrn byly uchovany v aseptickych podminkéch. Po zakofenéni bylo na jafe 1995 vysazeno celkem
33 rostlin do polni $kolky je¢mene jarniho na experimentalnim poli CZU v Praze. Celkem byly vy&len&ny a rozmnoZeny &tyfi
HRD linie odridy Trumpf (linie A, linie B, linie C a F). Vysev individudlnich potomstev vyélenénych HRD linii byl
uskutegnén v roce 1996 na SS Stupice. U zmin&nych HRD linii byly hodnoceny tyto znaky: HTZ, podil zrna nad sitem
s podélnymi otvory 2,5 x 22 mm a 2,2 x 22 mm, propad, délka rostlin, odolnost proti rzi je¢né, poCet vegetaénich dni do
metini a obsah extraktu v sudiné sladu. Jednotlivé vy&len&éné HRD linie byly porovnivany metodou t-testu. Byl prokédzin
hordeinovy polymorfismus odriidy Trumpf vy¢lenénim hlavnich HRD linii A a C a vedlej§ich HRD linii B a F. Byla proka-
zéna odli§na agronomick4 a technologick4 hodnota vy&lenénych HRD linii. Vy&len&né HRD linie pfedstavuji moZné genetické
zdroje produktivn&j§iho stébla (linie C), HTZ (linie C), vy3§iho podilu zrna nad sitem 2,5 mm (linie C) a vy$§iho obsahu
extraktu v suiné sladu (linie F). Metoda elektroforetické analyzy HRD (SGE) endospermélnich polovin zrn je vhodna pro
vy€lenéni homozygotnich genotypti — HRD linii — z odriid jemene typu populaci.

jeEmen; elektroforéza; hordeiny; genetické struktura; odriida Trumpf
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UvoD

Cilem prace bylo stanoveni genetické struktury od-
ridy jarniho je¢mene Trumpf pomoci hordeinovych
signalnich gend, vyclenéni homozygotnich hordeino-
vych linii z této odridy a stanoveni jejich agronomické
hodnoty.

MATERIAL A METODY

Ramsovy vzorek osiva odridy Trumpf dodal v roce
1995 ZVU Kroméiiz. Odrtida Trumpf [Hordeum vulg.
L., convar. distichon L.) Alef. var. nutans (Rode/Alef)]
byla vySlechténa v Némecku sloZitym kombina¢nim
kiiZzenim téchto odrid a linii: Diamant x St. 14029/64
x (Alsa X S 3170) x Hadm. 117119/59 x Firlbeck’s
Union.

Odriida Trumpf byla povolena v CR v roce 1976.
Pro ztratu rezistence proti padli travnimu (Erysiphe
graminis) a siln€j$imu napadani rzi je¢nou byla v roce
1981 restringovéna. Je to intenzivni silné odnoZujici polo-
pozdni vynosna odrida s kratkym stéblem a s vysokou
odolnosti proti poléhani. Radi se ke sladovnicky jakost-
nim odradam.

Z ramSového vzorku osiva odridy Trumpf bylo me-
todou ,.embryonélnich polovin zrn* Sagek et al,
1989) analyzovano celkem 144 nihodné odebranych
zrn. Byla provedena elektroforetickd analyza HRD ve
Skrobovém gelu (SGE) a vyclenény alelické HRD blo-
ky z endospermadlnich ¢asti zrn zpisobem, ktery publi-
kovali Sagek et al. (1994).

Embryonalni poloviny hodnocenych zrn byly ucho-
vény v aseptickych podminkéch (Cerny et al., 1985).
Sterilni vysev byl proveden 22. 3. 1995 v laboratofi
rostlinnych explantati Katedry genetiky a $lechténi AF
CZU v Praze.

Od 29. 3. do 5. 4. 1995 bylo postupné piesazeno do
kvétinaci a umisténo do skleniku celkem 33 mladych
rostlinek jeCmene.

Po zakofenéni bylo 19. 4. 1995 vysazeno celkem
33 rostlin do polni $kolky jarniho je¢mene na experi-
mentalnim poli CZU v Praze. (Bylo sklizeno 29 rostlin
generace V,;, z toho 11 rostlin linie A, 2 rostliny linie B,
14 rostlin linie C a 2 rostliny linie F.) Sklizené klasy
jednotlivych rostlin se ru¢né vydrhly a pfipravily pro
vysev generace K, v roce 1996.

Na jafe 1996 bylo na SS Stupice pomoci bezezbyt-
kového seciho stroje Seedmatic-6 zaseto 29 vzorku
HRD linii je¢mene gamiho odridy Trumpf v jednom
opakovani po 1,8 m*,

Sklizen jednotlivych HRD linii byla pouZita pro sta-
noveni sladovnické jakosti a pro mechanické rozbory
zrna. Béhem vegetace byly hodnoceny ristové a vyvo-
jové znaky.

U vy¢€lenénych hordeinovych linii byly sledovany tyto
agronomické znaky: HTZ, podil zrna nad sitem s po-
délnymi otvory 2,5 mm x 22 mm, délka rostlin, odolnost
proti rzi jetné, datum metani a extrakt v susiné sladu.
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Extrakt v susiné sladu byl stanoven pomoci pfistroje
INFRATEC 225 GRAIN ANALYZER §védské firmy
TECATOR.

K statistickému hodnoceni rozdili v agronomickych
znacich mezi jednotlivymi vy¢lenénymi hordeinovymi
liniemi byl pouZit t-test, ktery byl zpracovan pomoci
pocitacového programu STATGRAPHICS VERS. 4.0.

VYSLEDKY A DISKUSE

Pomoci $krobové gelové elektroforézy lze urcit cel-
kem sedm skupin hordeini oznagenych jako A, B, C,
D, E, F a G hordeiny determinované geny Hrd-A, Hrd-
B, Hrd-C, Hrd-D, Hrd-E, Hrd-F a Hrd-G, umisténymi
v kratkém ramenu chromozomu 5.

Pro hordeinové geny Hrd-A, Hrd-B a Hrd-F je ty-
pické vytvéreni alelickych sérii. Alelam téchto geni
odpovidaji alelické bloky zon, sloZek elektroforetické-
ho spektra hordeini (Pomorcev et al., 1985; So-
zinov, 1985; Sasek etal., 1991, 1995).

Hordeinové geny Hrd-C, Hrd-D a Hrd-E jsou cha-
rakterizovany pouze dominantni nebo recesivni alelou.
Dominantni alely téchto geni podmiiuji manifestaci
pfislusné hordeinové slozky, recesivni alely vyvolavaji
nepfitomnost zminénych sloZek (zon).

Pfi Skrobové elektroforéze se fadi jednotlivé horde-
iny v elektroforetickém spektru podle relativni elektro-
foretické mobility v pofadi HRD-A — HRD-E — HRD-C
— HRD-D — HRD-B — HRD-G - HRD-F. Hordei-
ny A jsou nejpomalej§imi hordeiny, F hordeiny pak
nejrychlej$imi slozkami, zénami elektroforetického
spektra hordeini. Vyhodou SGE hordeinu je nepiekry-
vani z6n A, B a F hordeinl, coZ umoZiiuje identifikaci
jednotlivych alelickych hordeinovych blokt zén (So-
zinov, 1985).

V soucasné dobé je pomoci SGE katalogizovano
celkem 29 alelickych bloka A hordeinu, 34 alelickych
blokii B hordeinu, 4 alelické bloky F hordeinu a tzv.
nulovy blok, kdy F hordeiny v elektroforetickém hor-
deinovém spektru nékterych genotypl je¢mene chybi
(Sozinov, 1985; Pomorcev et al., 1985; Sa-
Sek etal, 1991, 1995)

Hordeinovy polymorfismus odridy Trumpf

Celkem bylo elektroforeticky analyzovano 144 zrn,
néhodné odebranych z ram$ového vzorku osiva. Na za-
kladé elektroforetické analyzy HRD bylo z odridy
Trumpf vy€lenéno 8 hordeinové homozygotnich linii,
které jsou uvedeny v tab. I. Z po&tu 127 embryonélnich
polovin zrn vykli¢ilo pouze 26 %. Nizka kli¢ivost em-
bryonélnich polovin zrn byla pravdépodobné zapfi¢iné-
na stafim osiva.

Do polni 3kolky je¢mene jarniho na experimentél-
nim poli CZU v Praze bylo vysazeno 33 mladych rost-
lin vypéstovanych z embryonalnich polovin zrn
(12 rostlin linie A, 3 rostliny linie B, 14 rostlin linie C;
linie E a H byly zastoupeny jednou rostlinou a linie F
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L. HRD linie vyélen&né elektroforetickou analyzou endospermalnich
polovin zrn z odridy Trumph — HRD lines singled out by electrop-
horetic analysis of endosperm bisected grains of Trumpf variety

HRD HRD alelické bloky lokusi? Cetnost?
linie A B F C,D,E G (%)
A 2 19 1 0 30,7
B 2 21 1 0 11,8
C 2 8 2 D 26,0
E 1 21 1 0 7,1
F 32 21 1 0 16,5
) 32) 21 1 E C 47
G 1 | 3 E C 0,8
H 12 21 1 0 2,4

'HRD lines, 2HRD allelic blocks of loci, 3frequency

dvéma rostlinami). Béhem vegetace v roce 1995 uhy-
nuly 4 rostliny. K dbytku po jedné rostliné doslo v li-
niich A, B, E a H. Z puvodniho poctu 8 vyclenénych
linii HRD mohla byt provedena sklizeii (generace V)
individudlnich rostlin HRD linii A, B, C a F.

Z elektroforetické analyzy vyplyva, Ze odrida Trumpf
je hordeinové polymorfni. Z této odrudy byly vy¢lené-

ny &tyfi HRD linie A, B, C a F. Odrida Trumpf tedy
pfedstavuje odridu-populaci sloZenou nejméné ze &tyf
homozygotnich linii s odli¥nymi hordeinovymi elektro-
foretickymi spektry. Jednotlivé vycClenéné HRD linie
byly mezi sebou porovndvany ve zvolenych agrono-
mickych znacich. Elektroforeogramy vyclenénych
HRD linii odridy Trumpf jsou uvedeny na obr. 1.

Ziskana elektroforeticka spektra hordeinl jsou uve-
dena v podobg soubort hordeinovych alelickych bloka
v tab. L.

Charakteristiku zjidténych alelickych hordeinovych
bloku z6n uvadi tab. II.

K posouzeni stupné genetické piibuznosti vyclené-
nych hordeinovych linii byly stanoveny indexy identity
elektroforetickych spekter pomoci vzorce (Ellis,
1971):

iim polet shodnych zén x 100
"~ poget viech zén u viech genotypii

Misto porovnavani poétu shodnych a celkovych zén
elektroforetickych spekter bylo pouZito pocta ze spek-
ter vy&lenénych hordeinovych alelickych bloki zén. In-
dexy identity jsou uvedeny v tab. III.

Hodnoty indexi identity HRD alelickych bloki zén
prokazuji, Ze linie A, B a F maji charakter sesterskych

II. Charakteristiky alelickych hordeinovych bloku zastoupenych v elektroforetickych spektrech hordeini odridy Trumpf — Characteristics of
allelic hordein blocks represented in electrophoretic spectra of Trumpf variety hordeins

HRD alelicky blok!

Relativni elektroforeticki mobilita (REM) a intenzita zabarveni jednotlivych z6n? (....)

A-2
A-32
B-8
B-19
B -2l
F-1
F-2
D-1

86,0(4)
88,0(4)
41,0(2)

28,0(4) - 29,5(2-3) - 31,0(5) - 35,0(4) - 39,0(5)

28,0(4) - 29,5(3) - 31,0(5) - 33,5(3) - 35,0(4) - 36,0(3) - 39,0(5)
62,0(1) - 66,0(3) - 69,5(4) - 70,0(5) - 85,0(3)

58,0(2) - 62,0(5) - 66,5(3) - 67,5(2) - 71,5(2) - 75,0(2)
62,5(1-2) - 66,0(5) - 69,0(2) - 71,0(2)

'HRD allelic block, *relative electrophoretic mobility and color intensity of the particular zones

Linic A

i ([ I O

Linie B

| — 10—

Linie C

| il | EaN i N

Linie F

.

O REM lines singled out from Trumpf variety
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III. Indexy identity HRD alelickych bloka z6n — HRD identity inde-
xes for allelic blocks of zones

IV. Vegetaéni charakteristiky HRD linii odridy Trumpf — Vegetati-
on characteristics of HRD lines of Trumpf variety

Porovnavané HRD linic! ;;’e‘:fc"gy:l’f:;ﬁu“z‘;g
A:B 75
A:C 25
A:F 50
B:C 25
B:F 75
C:F 0

'HRD lines compared, 2HRD identity indexes for allelic blocks of
zones

linii, vykazuji vysoké hodnoty ii (50 aZ 75). Naproti
tomu nizké hodnoty ii linie C s ostatnimi liniemi (0 aZ
25) sestersky charakter linie C dostatecné neprokazuji.

Hodnoceni vegetacnich pozorovéni

Vegetacni pozorovani jednotlivych potomstev HRD
linii jsou uvedena v tab. IV. Vzhledem k omezenému
poctu semen sklizenych z jednotlivych rostlin kmeno-
vych matek (V) byla tato potomstva — kmeny (K,,) -
vyseta pouze v jednom opakovéni.

Hodnoceni odolnosti proti rzi je¢né

Béhem vegetace v roce 1996 doslo v pokusné loka-
lit¢ Stupice k spontannimu napadeni jeCmene rzi je¢-
nou. Naproti tomu napadeni ostatnimi houbovymi cho-
robami bylo slabé a znemoZnilo hodnoceni HRD linii
ke zminénym patogenim.

Nizky pocet potomstev HRD linii B a F znemoZnil
pouZit pro jejich srovnani t-testu. Z tohoto divodu
mohly byt porovnany pouze hodnoty polni odolnosti
proti rzi je¢né u linie A a linie C. HRD linie C, vyzna-
Cujici se maximalni odliSnosti od ostatnich vyclené-
nych HRD linii, inklinuje ke stfedni odolnosti proti rzi
jetné (x = 6,94), zatimco HRD linie A (x = 7,18) vy-
kazuje tendenci k vy38i odolnosti. Zji§tény rozdil je
viak statisticky nevyznamny (tab. V a VI).

Hodnoceni podtu vegetacnich dnii do metani

Rozdily v po¢tu vegetatnich dnli do metani zji§téné
mezi vyclenénymi HRD liniemi jsou aZ na jediny pfi-
pad nevyznamné, HRD linie C, vyrazné se odliSujici ve
skladb& hordeint od linii A, B a F, vykazuje v daném
kritériu stejnou délku vegetace do metani jako ostatni
HRD linie (tab. VII a VIII).

Hodnoceni délky rostlin

Béhem vegetace v roce 1996 v lokalité Stupice ne-
umoznil charakter sraZek hodnoceni nepoléhavosti.
Proto jako dal¥i kritérium byla zvolena délka rostlin.
V délce rostlin byly zjistény statisticky vyznamné roz-
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Polni - Dz\tun‘\3 Dél'ka“ Odol'nos‘l
Eislo! Pavod meténi rostliny _ proti rzi
(VL) (cm)  |jené’ (9-1)
2568 10 - A/44 20. 71 6
2569 14 - A/55 20. 72 6
2571 17 - AI72 19. 78 8
2572 20 - A/78 18. 70 8
2573 23 - A/87 18. 65 8
2575 25 - A/107 19. 67 8
2576 27 - A/113 19. 72 7
2577 35 - A/137 19. 72 7
2578 36 - A/138 20. 71 7
2579 38 - A/142 19. 65 7
2581 39 - A/144 20. 76 7
2582 43 - B/23 20. 68 6
2583 54 - B/127 20. 72 6
2584 55-CI5 21. 83 6
2585 56 - C/8 19. 74 6
2586 57 - C/12 19. 74 5
2587 60 - C/37 19. 75 6
2588 61 - C/41 17. 75 6
2589 63 - C/46 19. 76 5
2591 64 - C/50 19. 81 8
2592 | 66 - C/50 21. 79 7
2593 70 - C/81 18. 74 8
2594 | 74 -C/88 18. 76 8
2595 81 -C/119 20. 79 8
2596 84 - C/144 19. 80 8
2597 85 - C/139 21. 80 8
2598 87 - C/145 21. 82 8
2599 98 ~ FI57 21. 73 8
2601 110 - F/111 20. 74 8

Bodové hodnoceni: 9 = nejlepsi, 1 = nejhorsi
Score evaluation: 9 = highest, | = lowest

'field no., 2origin. "hending date, Aplnnt length, Sresistance to leaf
rust of barley

V. Odolnost proti rzi je¢né — Resistance to leaf rust of barley

Linie' n X s S5 V (%)
A 11 7,18 0,75 0,23 10,45
G 14 6,94 1,21 0,32 17,42

 bre
line

VI. Vypoditand hodnota r-testu pro odolnost proti rzi je¢né — r-test
value calculated for resistance to leaf rust of barley

Linie' C
A t=0,64
C

"line
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VII. Podet vegetaénich dnii do metani — Number of vegetation days
to heading

Linie' n % (dny?) s s V (%)

A 11 65,2 0,75 0,23 1,15

B 2 65,5 0,71 0,50 1,08

C 14 65,4 1,23 0,34 1,95

F 2 66,5 0,71 0,50 1,06
Uline, 2duys

VIII. Vypo&itané hodnoty t-testu pro délku vegetace do meténi —
r-test values calculated for vegetation length to heading

IX. Délka rostlin — Plant length

Linie! n X (cm) s S V(%)
A 11 70,82 4,07 1,23 575
B 2 70,00 2,83 2,00 4,04
C 14 71,71 3,20 0,85 4,11
F 2 73,50 0,71 0,50 0,96

'line

X. Vypotitané hodnoty r-testu pro délku rostlin — r-test values cal-
culated for plant length

Linie! B (e} F Linie! B C F
A 1=-0,554186 | 1=-0,402736 | r=-2,29591" A 1=0,267896 | 1=-4,75106" | r=-0,897704
B t=0,151744 | 1=-141421 B t=-321728" | t=-169775
e t=-1,21395 c = 1,80634
'F F
'P<0,05 *P<0,05
'ine "ine

dily mezi vy$8§i HRD linii C a HRD liniemi A a B
s niZ§im stéblem (tab. IX a X).

Hodnoceni HTZ

HTZ pfedstavuje vyznamny prvek tvorby vynosu zr-
na. Z vynosotvornych prvki se vyznaCuje ziejmé nej-
vy$§i dédivosti (Leke§ a kol., 1985). Je proto vhod-
nym Kkritériem rozliSeni agronomické hodnoty HRD
linii- vy¢lenénych z odridy Trumpf.

HRD linie A, B a C se vyznacuji vysokou hodnotou
HTZ a pfekracuji tak poZadavek na HTZ, ktery uvadéji
Prugar a HraSka (1989) pro superkvalitni sla-
dovnicky je¢men. Linie C, maximalné odli¥n4 od ostat-
nich vyclené€nych hordeinovych linii, vykazuje jesté
vy3§i hodnotu HTZ, kterou se statisticky vyznamné 1isi
od ostatnich HRD linii odridy Trumpf (tab. XI a XII).

Hodnoceni vytéZnosti zrna

Technologicka hodnota zrna je podmiiiovina prede-
v¥im vytéZnosti zrna nad sitem 2,5 mm. Tato hodnota
ma Cinit 85-94 % pii HTZ 43 a7 44 g (Lekes a kol,,
1985).

Tab. XIII a XIV ukazuji podily zrna stanovené na
Steineckerové prosévadle s podélnymi otvory 2,5 mm
x 22 mm u jednotlivych HRD linii odrady Trumpf.

V hodnoceném znaku (tj. v podilu zrna nad sitem
2,5 mm) se statisticky vyznamné li§i maximalnim po-
dilem od ostatnich HRD linii linie C. Ostatni zji§téné
rozdily jsou statisticky nevyznamné.

Hodnoceni obsahu extraktu v susiné sladu

Obsah extraktu v suSiné sladu je vyznamnym se-
lekénim kritériem jakostnich sladafskych je¢ment na
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XI. Hmotnost tisice zrn (HTZ) - 1,000-grain weight

Linie! n x(g) s s V (%)
A 1 51,25 3,18 0,96 6,21
B 2 51,13 1,59 113 3.11
c 14 55,68 2,41 0,64 4,33
F 2 47,50 0,71 0,50 1,49

"line

XII. Vypotitané hodnoty t-testu pro HTZ — t-test values calculated
for 1,000-grain weight

Linie! B 53 F
A t=0,0529403 | r=-3,96576" | t=1,60398
B t=-2,5527° t=2,9445
¢ 1 = 4,64577°
F
*P<0,05

'line

pocatku Slechtitelského procesu. Ve srovnani s vlast-
nostmi pusobicimi na jakost sladaiskych je¢meni se
extrakt v suSiné sladu vyznaluje nejvyssi dédivosti
(LekeS etal, 1985; Prugar, Hraska, 1989). Je
proto vhodnym kritériem hodnoceni vyélenénych hor-
deinovych linii z odridy Trumpf. Obsah extraktu v su-
§iné€ jednotlivych HRD linii odrady. Trumpf a hodnoty
t-testu mezi témito liniemi jsou uvedeny v tab. XV
a XVIL

Linie A odridy Trumpf ma HRD blok A2 B19.
U této linie byl zji§tén obsah extraktu v su§iné sladu
78,36 %. Linie B s HRD blokem A2 B21 piesahuje
uvadénou extraktivnost o 0,24 %, linie C s HRD blo-
kem A2 B8 vykazuje hodnotu vyssi o 1,41 %.
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XIIL Podil zrna nad sitem 2,5 mm x 22 mm — Grain portion above
the sieve with meshes 2.5 mm x 22 mm in size

Linie! n (2 s 55 V(%)

A 11 84,45 4,85 1,46 5,75

B 2 84,75 0,28 0,20 0,33

(o 14 91,63 22,44 0,66 2,66

F 2 78,48 10,29 7,28 13,11
"line

XIV. Vypocitané hodnoty t-testu pro podil zrna nad sitem 2,5 mm
X 22 mm - -test values calculated for grain portion above the sieve
with meshes 2.5 mm x 22 mm in size

Linie! B (o] F
A t=-0,083435 | r=-4,8332" 1 = 1,39604
B t=-3,87708" | t=0,862217
(¢ = 4,8146"
F

‘P<005

s
line

XV. Obsah extraktu v sudiné& sladu — Extract content in dry malt

Linie' n X (%) s 55 V (%)
A 11 78,36 0,50 0,15 0,63
B 2 79,20 0,71 0,50 0.89
(o 14 77,86 0,68 0,18 0,88
F 2 79,75 0,21 0,15 0,27

Yine

XVI. Vypoéitané hodnoty t-testu pro obsah extraktu v susiné sladu -
t-test values calculated for extract content in dry malt

Linie! B ¢ F
A 1=-2,09549 | r=203419 1=-377517°
B 1=2,57895" 1 =-1,05361
c t=-3,77385"
F
*P<0,05
'line

Maximalni hodnotou extraktu se vyznatuje HRD li-
nie F, ktera statisticky vyznamné piekonava v extraktu
HRD linii A a HRD linii C, ktera vykazuje statisticky
vyznamné niZ§i obsah extraktu i ve srovnini s HRD
linii B. NejniZ§im obsahem extraktu v susiné sladu se
HRD linie C opét odliSuje od HRD linii B, F i A.
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IDENTIFIKACE A KLASIFIKACE VYBRANYCH ODRUD
BRUKVOVITYCH PLODIN A DIHAPLOIDNICH LINII
REPKY POMOCI RAPD MARKERU"

IDENTIFICATION AND CLASSIFICATION OF SELECTED
CRUCIFEROUS SPECIES AND RAPE DOUBLE HAPLOID LINES USING
RAPD MARKERS

L. Sakova, V. Curn

University of South Bohemia, Faculty of Agriculture, Ceské Budéjovice, Czech Republic

ABSTRACT: Fragments of random amplified polymorphic DNA (RAPDs) were used as markers to distinguish different
Brassica species (Brassica nigra, B. juncea, B. hirta and B. rapa), six Brassica napus cultivars — Ceres, Solida, Falcon,
Lirajet, Sonata a Arabella and ten Brassica napus doubled haploid lines which have been produced in the Research Institute
of Plant Production in Prague-Ruzyn&. The DNA template was extracted by DNeasy Plant Mini supplied by QIAGEN. The
screening of 40 primers — kit OPA and OPB (Operon Technologies, Inc., Alameda, CA) was performed and OPA-01, -03,
-09, -13 a OPB-01, -06, -11, -17 primers were used for detailed RAPD analysis. The primer OPB-06 generates the largest
numbers of polymorphic bands in species and doubled haploid lines as well. This polymorphic marker identified lines by
their accessions. Smaller polymorphism of Brassica napus cultivars was detected. The classification of Brassica napus
cultivars where accessions are very close is mostly difficult using RAPD markers. The highest level of polymorphism
(71.43%) was expressed in Brassica species. Our results show that the RAPD technique is a sensitive and precise tool for
genomic analysis in Brassica species, but less sensitive for classification of Brassica napus cultivars, which have close
relationships.

Brassica species; Brasica napus cultivars; Brassica napus double haploid lines; RAPDs markers

ABSTRAKT: Pomoci RAPD analyzy byla provedena charakteristika riznych druhii rodu Brassica (Brassica nigra, B. juncea,
B. hirta a B. rapa), Sesti odrid Brassica napus — Ceres, Solida, Falcon, Lirajet, Sonata a Arabella a deseti dihaploidnich linii
Brassica napus, které nam byly poskytnuty z VURV Praha-Ruzyné. Templitovda DNA byla extrahovina pomoci DNeasy
Plant Mini Kitu od firmy QIAGEN. Po skrininku vhodnych 40 primerti z kitu OPA a OPB (Operon Technologies, Inc.,
Alameda, CA) byly vybrany primery OPA-01, -03, -09, -13 a OPB-01, -06, -11, -17 pro detailni analyzy RAPD markert.
Nejvétsi polymorfismus se projevil u primeru OPB-06 pro odridy fepky i pro linie. Linie bylo moZné rozdélit do tii skupin
podle pivodu. Nejvétsi polymorfismus u odriid byl zaznamenén rovn&€Z u primeru OPB-06. Shodni spektra mély pouze
odridy Ceres a Falcon, které jsou geneticky velmi pfibuzné. Nizky polymorfismus u odrid svéd¢i o velmi obtiZzné identifi-
kovatelnosti odriid fepky ozimé pomoci RAPD markeri. Naopak vysoky polymorfismus (71,43 %) se projevil mezi druhy.

druhy rodu Brassica; odridy Brasica napus L.; dihaploidni linie Brassica napus L.; RAPDs markery

UvOoD

Odrudy jsou v prvé fadé identifikovany na zékladé
péstitelskych, morfologickych a fyziologickych popi-
si. V genetickém vyzkumu se pouZivaji k identifikaci
odrad biochemické markerovaci systémy zaloZené na
analyze izoenzymul a zadsobnich proteini. V posledni
dobé se objevuje stéle vice aplikaci molekularnich mar-
kerti na irovni DNA. V roce 1984 byla poprvé pouZita
metoda PCR (Saiki et al., 1988), jejiZ obrovsky roz-

voj vedl k vyvoji nékolika metod. Jednou z té&chto me-
tod je RAPD (random amplified polymorphic DNA)
analyza, vytvéiejici fylogeneticky konzervované pro-
dukty, specifické pro jedince, ndhodné rozdélené v ge-
nomu templatové DNA (Williams et al., 1990).
Mendelisticka segregace, stabilita a dominantni dédi¢-
nost RAPD markerd byla pozorovéana u geneticky raz-
nych plodin, napf. u s6ji, jeémene a vojt&sky (Wil-
lams et al, 1990; Echt et al,, 1992; Tinker et
al., 1993). Uroveii genetického rozliseni RAPD marke-

* Vysledky prezentované v tomto piisp&vku byly ziskdny v ramci feSeni projektu & RE 0960996207 NAZV MZe CR.
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ra je ekvivalentni RFLP pfi uréeni genetickych pfibuz-
nych vztahli mezi liniemi Brassica oleracea L. a B.
napus L. (Santos et al,, 1994; Hallden et al,
1994). RAPD markery byly asp&§né pouZivany v gene-
tickém fingerprintingu, pfi analyze odrad riznych dru-
hia, mezi nimi Brassica(Demeke etal., 1992; Jain
et al., 1994). Dale jsou vyuZitelné pfi analyze pivodia
(Scott etal, 1992; Lerceteau etal, 1997) a ge-
netickém mapovani (Reiter et al., 1992; Uzuno-
va et al., 1995).

NaSe prace navazuje na grantové projekty zabyvajici
se biochemickymi markery u brukvovitych plodin.
Vzhledem k naim zkuSenostem jsme povaZovali za
ucelné pokracovat s charakteristikou brukvovitych plo-
din na kvalitativn€ nové drovni molekuldrnich mar-
kera.

MATERIAL A METODY

Pro charakteristiku riznych druht rodu Brassica by-
ly vybrany hoicice ¢ernd [Brassica nigra L. (Koch.)]
odrida Rumunsk4, hof€ice sareptska [Brassica juncea
L. (Coss.)] odrada Bulharsk4, hofgice bilad (Brassica
hirta Moench) odrida Zlata, fepice ozima [Brassica
rapa ssp. oleifera (L.m.) Metzg] odriida Rex a Sest od-
rid fepky ozimé [Brassica napus L. ssp. oleifera
(Metzg Sinsk. f. biennis)] — Ceres, Solida, Falcon, Li-
rajet, Sonata a Arabella. Osivo odrid bylo dodano pfi-
mo ze §lechtitelskych pracovist (byla garantovéina pra-

vost a Cistota osiva, stupeii Sp). Dihaploidni linie 1-9
nam poskytl VURV Praha-Ruzyné (tab. I). Byly ziska-
ny- mikrosporovou embryogenezi z F; kfiZzenci homo-
zygotnich autoinkompatibilnich (AI) linii s donory
00 kvality, za tuelem dosaZeni kombinace znakd Al
a 00 kvality. Linie 10 pochazi ze §lechtitelského mate-
ridlu 8S Slapy u Tabora. Osivo dihaploidnich linii po-
chézi z generace R;.

DNA extrakéni technika

Z kazdé odrudy, resp. linie raznych druht rodu
Brassica a DH linii Brassica napus bylo odebrano
0,1 g materialu z déloZnich listkd ze dvou aZ tii rostlin
do mikrozkumavky. Po rozdrceni byl k materidlu pfi-
dan extrakéni pufr podle pouZité metody. Z nékolika
CTAB (cetyltrimetylamoniumbromid) a SDS (sodium-
dodecylsulfat) metod byla jako nejoptimélné;jsi vybrana
modifikovand metoda podle autort Edwards et al.
(1991). Extrakéni pufr v této metodé obsahuje deter-
gent SDS. Z davodu zvySeni Cistoty DNA, ktera se
ukézala jako rozhodujici pro PCR reakci, jsme zafadili
pred precipitaci krok vedouci k lepsi purifikaci nukleo-
vych kyselin. K supernatantu byla pfiddna smés chlo-
roform : izoamylalkohol (24 : 1) v poméru 1 : 1 a tento
krok byl zopakovan. Standardni vzorky DNA byly zis-
kany pomoci DNeasy Plant Mini kitu od firmy QIA-
GEN. Templatova DNA je po vycCiSténi rozpusténa ve
100 pl vody a skladovéna pfi teploté =20 °C.

. Rodite a zemé pivodu studovanych odrid a linii — Parents and country of origin of Brassica cultivars and lines

Linie 4 — OP 584/1b SP

Linie 5 — OP 584/5 SP

Linie 6 — OP 584/6 SP

Linie 7 - WRG 12/2 SP
Linie 8 - WRG 12/3 SP
Linie 9 - WRG 12/5 SP
Linie 10 - DH 5/96 VSP

Odraida'/Linie? Rodige? Zem& puvodu®

4 — Ceres Ledos x (Rapol x Hector) SRN

5 — Solida Rod 1129/75, Rod 3981, BNW-17 NDR a KM2 CR - 88 Slapy

6 — Falcon Ledos x (Rapol x Hector) x Jet Neuf SRN

7 - Lirajet Lindora x Jet Neuf SRN

8 — Sonata (Bronowski x Zero) x K2040 CR - VUOL Opava

9 — Arabella linie® 142/79 x A3/82 SRN

Linie 1 - OP 600/19 SP Liropa 1/88 x 284 SRN (Liropa), VURV Ruzyné (284 — donor 00
kvality?)

Linie 2 — OP 600/28 SP Liropa 1/88 x 284 SRN (Liropa), VURV Ruzyné (284 — donor 00
kvality)

Linie 3 - OP 600/41 SP Liropa 1/88 x 284 iRI;J (Liropa), VURV Ruzyn&b (284 — donor 00

vality)

sponténni dihaploid® x 309
spontinni dihaploid x 309
spontinni dihaploid x 309

WRG x 00 linie (F2)
WRG x 00 linie (F2)
WRG x 00 linie (F2)
SL 501

nezndmy pivod® (dihaploid), VURV Ruzyng (309 —
donor 00 kvality)

neznamy piivod (dihaploid), VURV Ruzyn& (309 —
donor 00 kvality)

nezndmy pivod (dihaploid), VURV Ruzyné (309 —
donor 00 kvality)

SRN (WRG), VURV (00 linie)
SRN (WRG), VURV (00 linie)
SRN (WRG), VURV (00 linie)
CR - 88 Slapy u Tabora

Leultivars, “lines, Bparen(s, 4coun(ry of origin, Slines, 6spontnneous dihaploid, 00 quality donor, *anknown origin
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RAPD protokol

PCR reakce byla provadéna v objemu 25 pl obsahu-
jicim 10 mM Tris-HCI, pH 8,3, 50 mM KCl, 2 mM
MgCl, , 1% Triton X-100, 100 uM kaZdého dATP,
dCTP, dGTP a dTTP, 1 U Taq polymerazy (Promega),
10 pM primeru (Operon Technologies, Inc., Alameda,
CA) a 25 ng templatové DNA. Byl proveden skrinink
vhodnych primert z kit OPA 1-20 a OPB 1-20. Vy-
brany byly primery, které poskytovaly jasné pruhy, tzn.
u kitu OPA primery: OPA-01, OPA-03, OPA-09
a OPA-13 a u kitu OPB primery: OPB-01, OPB-06,
OPB-11, OPB-17. Nukleotidové sekvence uvedenych
primert jsou uvedeny v tab. II.

Amplifikace DNA probihala v termocykleru PRO-
GENE (Techne — Cambridge, Ltd.). Termalni cyklus
byl 93 °C (5 min) pro pocatedni separaci DNA fetézci,
nasledovalo 45 cyklu 92 °C (1 min) — denaturaéni tep-
lota, 35 °C (2 min) — nasedaci teplota, 72 °C (3 min) —
elongaéni teplota a konené elongaéni teplota 72 °C
(10 min). Amplifika¢ni produkty byly analyzoviny
elektroforézou na 1,5% agarézovych gelech (v TAE
pufru) a detekovany barvenim ethidium bromidem.
Doba trvani elektroforézy byla pfi napéti 70 V 2,5 az
3 hodiny. Gely byly fotografovany pod UV-svétlem
pomoci Polaroid GelCam Camera System (film Pola-

II. Nihodné primery pouZivané pro identifikaci odrid a DH linii
rodu Brassica pro RAPDs — Random primers used for identification
of cultivars and DH lines of the genus Brassica for RAPDs

Primer Sekvence'
OPA-01 CAGGCCCTTC
OPA-03 AGTCAGCCAC
OPA-09 GGGTAACGCC
OPA-13 CAGCACCCAC
OPB-01 GTTTCGCTCC
OPB-06 TGCTCTGCCC
OPB-11 GTAGACCCGT
OPB-17 AGGGAACGAG
'sequence

roid 667). Jako marker byl pouZivin PCR marker
a Lambda DNA/EcoRI + HindIII marker.

Vyhodnoceni

Ziskané elektroforeogramy jsme zpracovévali s vy-
uZitim barevného stolniho scaneru s vysokou rozliSo-
vaci schopnosti (600 dpi) a specidlniho softwaru — Gel-
Manager for Windows (BioSystematica, U.K.) pro
vyhodnocovéni. Obrézky byly pied vlastnim hodnocenim
upraveny v programu Adobe Photoshop 4.0. Vysledkem
analyzy spekter je seskupeni podobnych spekter na z4-
kladé vypoctu podobnostni matice — koeficientii podo-
bnosti kazdého vzorku se vSemi ostatnimi z vybrané
databaze. Vysledky matice byly pak podrobeny cluste-
rové analyze (UPGMA - unweighted pair group met-
hod averages) — jsou zobrazeny jako dendrogramy.

VYSLEDKY

Vedle celkového poctu amplifikacnich produkti 70
bylo v rdmci odrid fepky ozimé spocitino 11 poly-
morfnich pruhti (RAPDs), coZ odpovidd 15,71 %,
v ramci linii 10 polymorfnich pruhii (RAPDs) pak
14,29 %. Zatimco pfi hodnoceni riznych druhi byl za-
znamenan vyrazné vys§i polymorfismus (50 polymorf-
nich pruhi, coZ odpovida 71,43 %). Souhrn v3ech de-
tekovanych RAPD markert je uveden v tab. III.

Velmi nizky polymorfismus se projevuje zejména
u primeri skupiny OPA, kdy pro OPA-03, OPA-09
a OPA-13 nebyl detekovan Zadny polymorfismus,
1 kdyZ byl uspé$né amplifikovan rozsah monomorfnich
pruhu. Pro OPA-01 byly zji§tény pouze dva polymorfni
pruhy. Na zakladé vizudlniho hodnoceni elektroforeo-
graml a z vysledkl clusterové analyzy je ziejmé, Ze
odridy Ceres, Solida, Falcon a Sonata se od sebe ne-
odliSovaly. Odrudy Lirajet a Arabella se liSily pouze
s pravdépodobnosti 10 %, coZ lze pfisoudit pouze chy-
bé rozliSovaci schopnosti. Ve skupiné primera OPB byl
polymorfismus vy$$i — tfi primery (OPB-01, OPB-11
a OPB-17) mély dva polymorfni pruhy, primer OPB-06

III. Souhrn detekovanych RAPD markert u druhii rodu Brassica, odrid a DH linii fepky — Summary of the detection of RAPD markers in

Brassica species, cultivars and DH lines)

Celkovy poéet primert (Total number of primers) 40

Pocet vybranych polymorfnich primerii (Number of polymorphic primers) 8

Celkovy pc?ée( Pruhl'x amplifikovanych z polymorfnich primerd (Total number of bands amplified from 70 -
polymorphic primers)

Rozsah velikosti amplifikovanych produkta (Size range of amplification products) 300-3 800 bp
Primé&rmy podet pruhli na polymorfni primer (Average number of bands per polymorphic primer) 8-9

/RAPDs/ identified):
— odrid fepky' (Brassica napus cultivars)
— druhd r. Brassica® (Brassica species)

— DH linii fepky® (Brassica napus DH lines)

Celkovy pocet identifikovanych polymorfnich pruhit /RAPDs/ v rimci (Total number of polymorphic bands

11 (15,71 %)
50 (71,43 %)
10 (14,29 %)

Yin rape cultivars, %in species of the genus Brassica, %in rape DH lines
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tfi polymorfni pruhy. Detekce odrid podle OPB-01
a OPB-11 je nejasn4, obtiZzné je i vytvoreni skupin od-
rad. Pfi pouZiti primeru OPB-17 mély stejné elektrofo-
retické spektrum odridy Ceres, Falcon a Sonata, dru-
hou skupinu tvofily Solida a Lirajet a od viech se
odliSovala Arabella. Nejvétsi polymorfismus se proje-
vil u primeru OPB-06, kdy pouze Ceres a Falcon mély
shodna spektra. Ostatni odrudy mély odli§na spektra,
kterd by mohla byt pro né charakteristicka.

Pro charakteristiku 10 dihaploidnich androgennich
linii byly vybrany shodné primery jako pro odrudy.
Stupeii polymorfismu byl téméf stejny, i kdyZ pro jed-
notlivé primery rozdilny. Nulovy polymorfismus a vys-
kyt pouze monomorfnich pruhi byl zaznamenén u pri-
mert OPA-01, OPA-09 a OPB-01. U primeri OPA-03,
OPB-11 a OPB 17 se objevil vidy jeden polymorfni
prouZek, ale nebylo moZné od sebe jednoznacné oddélit
linie podle pivodu. Nejvétsi polymorfismus, ve 4 pru-
zich, byl u primeru OPA-13 a ve 3 pruzich u OPB-06,
které dovolily rozdglit linie podle pivodu do t¥i skupin
po tiech; posledni linie stoji samostatné. Tento zavér do-
kladaji i dendrogramy clusterové analyzy (obr. 1 az 4).

Pro v8echny primery s vysokym polymorfismem byl
charakteristicky vyskyt druhové specifického markeru
Brassica napus jak u vSech odrid, tak i u vSech linii
odvozenych z Brassica napus. Velikost markert u jed-
notlivych primer je tato: B-06: 620 bp, B-17: 900 bp,
A-13: 750 bp a A-01 dva markery blizko u sebe ve
velikosti kolem 500 bp.

DISKUSE

Morfologické charakteristiky odrid, které jsou sou-
Casti standardnich postuptt UPOV, jsou ovlivnény pros-
tfedim, a proto je pro taxonomickou klasifikaci Casto
pozadovano dukladné a rozsahlé hodnoceni dospélych
rostlin. DNA fingerprinting ale nabizi rychlejsi a pies-
néjsi zpusob urceni piibuzenskych vztahti mezi jedinci,
aniZ by DNA molekularni analyza byla ovlivnéna vnéj-
§imi faktory. V poslednim obdobi je doporuéovéno za-
&len&ni molekularnich markera do testi DUS (Cer-
ny, osobni sdéleni). K molekularni analyze druhti rodu
Brassica a vybranych odrid a DH linii Brassica napus
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L. byla vyuZzita RAPD technika. RAPD markery vzni-
kaji pfi asymetrické polymerazové fetézové reakci
(PCR) amplifikaci s jednoduchymi primery néhodné
nukleotidové sekvence (Williams et al, 1990). Pro
PCR reakci bylo dulezité optimalizovat metodu extrak-
ce templatové DNA k dosaZeni odpovidajici Cistoty
templatu. Vhodna extrakce byla podle autori Ed-
wards et al. (1991), modifikovana zafazenim dvakrat
zopakovaného kroku k ciSténi nukleovych kyselin
(chloroform : izoamylalkohol, 24 : 1). Jako nevhodné
se ukazalo zafazeni fenolu pfed tento krok, jak dopo-
ruuji Mikkelsen et al. (1996). I pies peclivé od-
stranéni fenolu neprob&hla PCR reakce u nékterych
vzorkl odrud. U linii, u kterych se projevila vyrazné
vy$3i citlivost na Cistotu DNA, PCR reakce neprobéhla
vibec. Reprodukovatelné standardni elektroforeogra-
my jsme ziskali po extrakci DNA pomoci DNeasy
Plant Mini Kitu QIAGEN, pfi kterém se ¢i§téni DNA
déje pres kolonu QIAshredder, v dal§im kroku se DNA
zachyti na DNeasy spin koloné, ze které se vymyvé
DNA elu¢nim roztokem. Kone¢nym produktem je 100
ul vzorku templitové DNA.

Pfi hodnoceni vysledku (elektroforeogrami) bylo
nutné prihlédnout k predpokladanému rozdilnému po-
lymorfismu RAPD markerti v rdmci odrid fepky ozi-
mé, odvozenych DH androgennich linii z fepky ozimé
a riznych druht v rdmci rodu Brassica (fepka, hoi€ice
Cerna, hoicice sareptska, hoiCice bila a fepice).

Nizky polymorfismus, zji§tény pfi analyze odrid,
svédCi o velmi obtiZné identifikovatelnosti odrid fepky
ozimé pomoci RAPD markeru, nebot nékteré odrudy se
podle elektroforetického spektra jevi jako shodné. Opa-
kované shodna spektra odrid Ceres a Falcon odpovida-
ji jejich nejvétsi genetické pribuznosti (tab. I). Obdob-

ny charakter vysledku, tj. skupiny pfibuznych genotypt
a nejednoznacnd identifikace odrud, byly ziskany i po
analyze biochemickych markerd (Curn, Sdkovi,
1997). Igbal et al. (1997) dospéli k podobnym zavé-
rim u baviniku, kdy pomoci clusterové analyzy mohlo
byt 17 odrud dano do dvou skupin s podobnosti v roz-
sahu 81,51 az 93,41 %. Jak se pfedpokladalo, vétsina
analyzovanych odrad baviniku méla uzky geneticky za-
klad.

Pii vyhledavéani polymorfnich pruhti miZe u nékte-
rych elektroforetickych spekter vznikat dojem, Ze nejde
o polymorfismus, Ze pruhy se od sebe odliSuji pouze
svou intenzitou. Po zopakovéni PCR reakce byla inten-
zita pruht shodna, coZ by mohlo potvrzovat zavér, kte-
ry uvddéji Thormann et al. (1994), ktefi po ampli-
fikaci DNA provedli ,,Southern* hybridizaci. Rozdily
v intenzité pruhi mohou byt spojovany se stupném ho-
mologie mezi primerem a danym mistem na templétu
DNA, kde se primer napoji, nikoliv s po¢tem amplifi-
kovanych sekvenci v rostlinném genomu. Pro doplnéni
fingerprintd je vhodné vyuZivat absorbanénich profild,
které mohou lépe poukazovat na riznou intenzitu pruht
(Sakova, Curn, 1997).

Dalsim postupem pfi analyze genomu brukvovitych
plodin bude vyhledani a vyuZiti vice specifickych oli-
gonukleotidi/primert ziskanych na zaklad€ porovnani
konzervativnich sekvenci genii pomoci PCR reakce.

Z udaju zde prezentovanych je patrné, ze RAPD
markery je mozné pouZit pro fingerprinting jednotli-
vych genotypii v omezené mife, jestliZe se jedna o ge-
neticky blizké puvody v ramci jednoho druhu, jako je
tomu u odrid fepky ozimé. Dihaploidni linie rozdil-
nych pavodi bylo ale moZné od sebe rozligit pfi pouZiti
vhodnych kombinaci primera (obr. 5). U geneticky

Promega PCR marker

OP 600/19 SP
OP 600/28 SP
OP 600741 SP

OP 584/1b SP
OP 584/5 SP
OP 584/6 SP

WRG 122 SP
WRG 12/3 SP
WRG 12/5 SP

DH §/96 SP

Lambda DNA / EcoRI+Hindlll

5. Zaznam RAPD markera - di-
haploidni linie fepky, primer
OPB-6 — RAPD marker record
— dihaploid lines of rape, OPB-
6 primer
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Promega PCR marker
B. nigra Rumunska
B. juncea Bulharska
B. rapa Rex

B. napus Ceres

B. napus Solida

B. napus Falcon

B. napus Lirajet

B. napus Sonata
B. napus Arabella

B. hirta Zlata

Lambda DNA / EcoRIi+Hindlll

rozdilnych linii miZe RAPD analyza byt uZite¢na pro
selekci moznych rodicu pfi hybridnim Slechténi a pro
zakladani a mapovani populace. Vysoky polymorfis-
mus (71,43 %) se projevil mezi druhy, coZ miZe mit
svuj vyznam pii kontrole Cistoty osiva (obr. 6).

Vyznamnym piedpokladem stanoveni odridové pra-
vosti a Cistoty odrid je i stanoveni genetické struktury
odrid fepky. Vzhledem k pouZitému extrakénimu po-
stupu, kdy pro ziskéani optimalniho mnozstvi DNA byly
vzorky odebirany z jedné az dvou kli¢nich rostlin, neni
mozné piesné charakterizovat genetickou strukturu od-
rudy. Z tohoto divodu bude extrakce DNA optimalizo-
véna pro ziskani templatu DNA z jedné rostliny.
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Z VEDECKEHO ZIVOTA

25. semenarsky kongres ISTA v Pretorii (Jihoafricka republika)

International Seed Testing Association povaZuje za
svou prvoradou povinnost neustélé zlepSovani Mezina-
rodnich pravidel pro zkouseni semen. Asociace ma bo-
hatou historii. Prvni stanici pro zkou$eni semen zaloZil
Friedrich Nobbe v roce 1869 v Tharandtu (Sasko). Jiz
v roce 1875 se pak seslo 31 vedoucich stanic pro zkou-
Seni osiv v Grazu (Rakousko), aby vypracovali prvni
smérnice pro zkouSeni osiv. V roce 1924 pak na Gtvr-
tém zasedani v Cambridge (United Kingdom) byla za-
loZena ISTA, vedouci svétova organizace pro zkouseni
osiv. V leto$nim roce se konal v Pretorii jiZ 25. kon-
gres ISTA. V piistim roce (1999 pfi piileZitosti 75. vy-
ro¢i této organizace) se bude svétova semenéiska kon-
ference konat v Cambridge.

The Organization for Economic Co-operation and
Development (OECD) je mezivladni férum, ke kterému
patii 29 zemi ze Etyf kontinentd, vEetn& Ceské repub-
liky, avsak nékteré z jeho aktivit jsou otevieny i ne-
Elenskym zemim. KaZdoroéné vydava Seznam odrid,
které pripadaji v dvahu pro certifikaci OECD; musi byt
oficidlné uznany jako odli§né a alespoii v jedné zemi
musi mit akceptovatelnou hodnotu. K tomu se pouziva
odridova certifikace na zdkladé DUS (Distinction, Uni-
formity and Stability). Tento seznam obsahuje odrudy,
s nimiZ se obchoduje mezindrodné (v roce 1974 obsa-
hoval 2,6 tisice odrud, v roce 1997 pies 18 tisic). Hlav-
nimi poZadavky jsou pravost typu, odridovd identita
(tj. zda odrida odpovida popisu odridy béhem celé
doby mnoZeni, zvlasté pfi mnoZeni v zahranici) a Cis-
tota, dand minimalnimi hodnotami, kterym musi odpo-
vidat.

PouZiva se Sest tzv. Schemat:

— picniny od roku 1958, v roce 1973 rozsifené o osiva
olejnin — toto Schema je aplikovdno v 45 zemich;

— obilniny od roku 1966 — 42 zemi;

— cukrovka a krmna fepa od roku 1968 — 29 zemi;

— zeleniny a od roku 1971 — 20 zemi;

— Trifolium subterraneum a podobné druhy od roku

1974 — 4 zemé,;

— kukufice od roku 1977, rozsifené o Sorghum v roce

1993 - 34 zemi.

Schemata pouZivaji tyto kategorie osiva, s pfesné
stanovenym poctem generaci a technickymi podminka-
mi: osivo predzédkladni (pre-basic), zékladni (basic)
a certifikované (certified). Certifikace OECD pouZiva

metody ISTA (pokud je to nutné, pouZiva podobné me-
tody) pro vzorkovéni a zkouseni.

Pokud nékteré zemé pfistoupi ke Schematim
OECD, nemusi viechna doma produkované osiva podle
nich hodnotit, ale slouZi k zavedeni jasnych a spoleh-
livych metod jak pro vnitini, tak zejména pro zahranic-
ni obchod. Schemata autorizuji pouZivini néavések
a certifikatu.

Letos se koncem dubna konala konference ISTA,
semenaisky kongres a vyrocni zasedani pfislusné sku-
piny OECD v Pretorii. Jednani se zucastnilo asi
300 zahrani¢nich ucastnikd a asi 100 G¢astniki doma-
cich.-Oficialnim delegatem zastupujicim Ceskou repub-
liku na konferenci ISTA a zasedani OECD byla Dr. Z.
Polaneck4 z UKZUZ. Oficialni zastupce ISTA v CR je
Ing. M. Houba, CSc., z téhoZ ustavu.

Na jednani ISTA bylo schvileno, Ze od roku 1999
bude vitalita osiva hrachu a s¢je, hodnocena podle vo-
divosti vyluhu ze semen, oficiadlnim ukazatelem kvality
(¢im vyssi je vodivost, tim horsi je vitalita, protoZe se
vyluhuje mnoho elektrolyti). Lze olekévat, Ze od pristi
konference ISTA se stanou oficialni metodou hodnoce-
ni odriidové identity molekularni markery, i kdyZ se na
tom dosud ad hoc svolana porada neshodla. Na kongre-
su bylo rovnéZ prezentovano mnoho zajimavych pii-
spévki; za CR uvedl O. Chloupek vysledky hodnotici
vitalitu obilek je¢mene v zavislosti na odradovych roz-
dilech a provenienci. Pozoruhodny je rozvoj vyzkumu
zabyvajiciho se rekalcitrantnimi semeny (s omezenou
Zivotnosti, nesnéaSejici vysuSeni, napf. kokosovy ofech),
zlepSovanim kvality osiva (priming, osmoconditing,
hydropriming, solid matrix priming, aerated priming,
advancing aj.), metodami zji§tovéani takto ovlivnénych
semen, stirnutim semen, nechemickym mofenim osiv
(teplou vodou, ozafovanim elektrony, mikrovinnym za-
fenim), moZnostmi nestatnich semenatskych laboratori
(v USA jsou jiZ obvyklé), semenafstvim v rozvijejicich
se zemich aj. V USA je nejrozSifené;si zkouskou vita-
lity test urychlenym starnutim (u velkych semen kli¢i-
vost po 72 hodinich po umisténi v prostfedi s maxi-
malni vzdusnou vlhkosti pii asi 40 °C, u malych semen
po 24 hodinach po umisténi ve vodé pii 45 °C; semena
s nizkou vitalitou ztraceji kli¢ivost rychleji). Kazdy stat
USA ma4 vS8ak vlastni ptedpisy.

Prof. 0. Chloupek, DrSc., Dr. Z. Polaneckd
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REVIEW

SELEKCE ROSTLIN IN VITRO NA ODOLNOST VUCI
VYBRANYM PATOGENUM S VYUZITIM SEKUNDARNICH
TOXICKYCH METABOLITU"

PLANT SELECTION IN VITRO FOR RESISTANCE TO SOME
PATHOGENS USING SECONDARY TOXIC METABOLITES

J. Nedélnik, J. Repkova

Forage Crop Research Institute, Ltd., Troubsko, Czech Republic

ABSTRACT: Processes of variability formation and selection of genotypes with specific characteristics can be transferred
to laboratories as a result of development of plant manipulations in vitro. Recent knowledge of the use of toxic products from
secondary metabolism of fungal and bacterial pathogens at selections for resistance is summarized in the introductory section.
Experimental procedures used for preparation of selection agents, formation of embryonic plant material and proper selections
are demonstrated in the second part of the paper. Unconventional techniques cannot fully replace classical procedures but
breeding efficiency may be increased.

plants; resistance; selection in vitro; pathogens; breeding efficiency

ABSTRAKT: Procesy formovani variability a selekce genotypu se specifickymi vlastnostmi lze s rozvojem rostlinnych in
vitro manipulaci pfendSet do laboratornich podminek. Prace shrnuje v ivodni &isti nékteré poznatky o vyuZiti toxickych
produkti sekundarniho metabolismu houbovych a bakteridlnich patogeni- pfi selekcich na rezistenci. Ve druhé &asti price
jsou na modelovém piikladu demonstroviny experimentélni postupy pfi piipravé selekénich agens, tvorbé embryogenniho
rostlinného materidlu a vlastnich selekcich. Nekonven¢ni techniky nemohou pIné nahradit klasické postupy, ale mohou zvysit

efektivitu §lechténi.

rostliny; rezistence; selekce in vitro; patogeny; efektivita §lechténi

UvoD

Jednou z piekazek, které brani tomu, aby zemédél-
ské plodiny optimalné realizovaly sviij vynosovy po-
tenciél, je pusobeni fytopatogennich &initeld. V mnoha
pfipadech z nejriiznéj§ich divodi (ekologické, ekono-
mické, citlivost organismi) nepfipadd v tdvahu pfima
aplikace pesticidi. Je proto nutné v ramci integrované
ochrany rostlin hledat jiné formy ucinnych zasaht. Mezi
ekonomicky i ekologicky akceptovatelné metody patii
Slechténi rezistentnich odrud. S rozvojem technik rost-
linnych in vitro manipulaci se pfi tvorbé materialu re-
zistentniho predevsim k houbovym a bakteridlnim pa-
togenum zacaly uplatiiovat netradicni selekéni metody.
PredloZena préce v prvé ¢asti shrnuje dostupné poznat-
ky o téchto nekonvencnich metodach a ve druhé Casti

dokumentuje jejich praktickou aplikaci v systému picni
leguminézy x Fusarium spp.

Choroby rostlin jsou vyvolavany mnoha raznymi i-
niteli. NejduleZit&j$i z hlediska roz§ifeni, rozmanitosti
a zpusobovanych $kod jsou houby a bakterie. Cast
z téchto patogennich organismu produkuje toxické me-
tabolity hrajici vyznamnou roli v patogenezi.

K popisu slouc¢enin produkovanych houbami a bak-
teriemi s toxickymi ucinky na rostliny a hrajicimi roli
v expresi symptomil bylo uZito mnoha termind. V sou-
Casnosti je terminologicky zfejmé nejspravnéjsi ozna-
Covat metabolity houbovych organismi jako mykotoxi-
ny, metabolity bakterii jako bakterialni toxiny a termin
fytotoxin ponechat pro oznalovéni latek produkova-
nych rostlinami a toxickych pro jiné organismy.

Pomér bakteridlnich a houbovych patogent produ-
kujicich toxiny neni znam, ale jejich pocet se stale zvy-

*  Problematika byla feSena v rdmci projektu &. IE 0950975067 NAZV MZe CR.
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Suje. Postupem doby umoznily nové nebo zdokonalené
techniky v chromatografii a spektroskopii izolaci
a charakteristiku toxint. I pfes tuto védeckou aktivitu
je do dne$ni doby komplexné charakterizovano pouze
nékolik desitek toxickych sloudenin. I kdyZ u né&kte-
rych toxinti je objasnén i mechanismus pusobeni, kom-
pletni pribéh-patogeneze se vSemi meziclanky v&etné
ovliviiovani enzymatickych procesti neni dosud znim
pro Zadny toxin. .

Mikrobialni toxiny maji nékteré specifické vlastnos-
ti. Cast z nich ma extrémné vysokou hostitelskou spe-
cifiénost, tj. poskozuji pouze nékteré rostlinné druhy
nebo odriidy. Na druhé strané nékteré toxiny maji spe-
cifi¢nost ptisobeni odliSnou od organismu, kterym jsou
produkovény, nebo specifi¢nost postradaji. V této sku-
piné jsou nékteré makromolekularni slouceniny, které
vyvolavaji napi. vadnuti rostlin, a to spife porusenim
fyziologickych pochodu vodniho reZimu neZ pfimou
interferenci s metabolickymi funkcemi hostitele nebo
naruSenim bunécné integrity.

Objasnéni specifickych biochemickych interakci
mezi rostlinami a patogeny, resp. toxiny je jednim
z nejaktudlnéj$ich problému soucasného vyzkumu.
Otazka nachylnosti &i rezistence rostlin vigi patogen-
nim mikroorganismim je velmi sloZita. Metabolicka
odpovéd rostlinné buiiky na patogena je regulovana ge-
netickym aparatem. Biochemické reakce napadené rost-
liny probihaji postupné ve dvou fazich. V prvni fazi
,»poznini* patogena maji kliCovy vyznam metabolické
odpovédi rostlinnych bunék, které rist a vyvoj patoge-
na bud podporuji, nebo brzdi. Ve druhé fazi dochazi
k indukci takovych biochemickych a strukturdlnich
zmén, které podmiiiuji stupeii kompatibility rostliny
a patogena. Rostliny mohou na patogena reagovat jed-
nak specificky na principu hypotézy ,gene for gene*
(Flor, 1956) a jednak nespecificky na zakladé nespe-
cificky indukovatelnych zmén v metabolismu rostlin
(tvorba papil, syntéza fytoalexinti, fenolickych latek,
enzymatickych inhibitord atd.) (Fric, 1987).

Klasifikace toxinil v rostlinné patologii

Toxické metabolity mikroorganismii lze rozdélovat
podle riznych hledisek (Durbin, 1981).

1. Chemicka charakteristika — jako skupina nemaji to-
xiny spole¢né strukturdlni znaky. Jsou fazeny do
skupin peptidi, terpenoidi, glykosida, fenoli, poly-
acetatl, polysacharidd nebo kombinaci téchto sku-
pin a mnohych jinych.

2. Typ produkujiciho organismu — houby, bakterie.

3. Biologicka aktivita — inhibitory enzymi, antimeta-
bolity, slouceniny poruSujici membrany aj.

4. Hostitelska specifi¢nost ¢i nespecifi¢nost (host-spe-
cific or nonspecific toxins).

Patogenni houby a bakterie produkuji jeden nebo vi-
ce toxint. Producenty toxickych metabolitl jsou druhy
rodi Alternaria, Ceratocystis, Fusicoccum, Fusarium,
Helminthosporium, Rhynchosporium, Stemphylium aj.
Toxiny nebyly izolovédny z hub vyvoldvajicich rzi, sné-
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ti a padli. Z bakteridlnich producentii 1ze uvést zastup-
ce rodu Xanthomonas, Pseudomonas, Corynebacte-
rium. '

Toxiny lze izolovat pfi ristu mikroorganismi za vy-
hodnych kultivaénich podminek. Nejvhodnéj§im pros-
tfedim pro produkci téchto latek a jejich naslednou ex-
trakci jsou syntetickd média, zatimco rizné rostlinné
a Zivoci$né vyluhy v médiu zt€Zuji purifikaCni proces.
Purifikace toxini je pomérné obtiZzna. Mikroorganis-
mus je z kultivaéniho média odstranén filtraci a centri-
fugaci, latky ve filtratu (tj. roztoku, ktery zistane po
odstranéni pevnych &astic) mohou byt separoviny na
zéklad€ rozdilné molekulové hmotnosti. Pro relativné
malé molekuly miZe byt pouZita pifimé extrakce s na-
slednou purifikaci vysokotlakou kapalinovou chroma-
tografii (HPLC), chromatografii na tenké vrstvé (TLC)
nebo plynovou chromatografii (GLC). Tyto techniky
jsou v poslednim obdobi dopliiovany hmotnostni spek-
troskopii, RIA, ELISA apod. (Bata et al., 1983;
Plattner, Bennett, 1983; Schuchmann,
1985; Krimer, 1986).

Jednodus$imi metodami pro zji§té€ni toxicity jsou
biologické testy. Existuje cela fada kvantitativnich po-
stupll uZivajicich napf. rostlin, semen, Zivorodych ryb
apod. Nevyhodou téchto testd je, Ze jimi nelze urCit
druh ani mnoZstvi toxickych metabolitu.

Vyuziti toxickych metabolit ve $lechténi

Aplikace toxinl v selekcich na rezistenci se uvadi
jako jedna z netradi¢nich metod na trovni rostlinnych
in vitro kultur.

Vyhody rostlinnych in vitro kultur ve $lechténi:

a) Oprosténi od vlivu klimatu a pfirodnich podminek
umoziiuje snadnéji méfit kvantitativni rozdily u po-
lygenné dédéné rezistence.

b) MozZnost kultivovat a ovliviiovat velké mnoZstvi je-
dincti na malém prostoru.

¢) Manipulace s mikrosporami a haploidy, jednodu-
chymi genomy, jeZ dovoluji odhalit recesivni nebo
aditivni znaky v malé populaci.

d) Masovy screening rezistentnich mutant.

Dnesni priklady ukazuji, Ze procesy formovani va-
riability a selekce vykonnych genotypl lze &astedné
nebo zcela pienéaset z pole do laboratofe, ale tyto tech-
nologie musi byt kombinovany a doplnény klasickym
§lechténim. Nekonvenéni techniky nemohou tedy plné
nahradit klasické metody, ale mohou zvysit efektivitu
$lechténi. Navic je tfeba v kazdém konkrétnim seleké&-
nim systému dukladné studovat vztah acinnosti in vitro
selekce a odolnosti rostlinnych pletiv a celistvych rost-
lin v zdvislosti pfedev§im na mechanismech odolnosti
a jeho projevech na bun&né trovni a drovni rostlin.

Zajem o vyuZiti toxini v selekénim procesu byl sti-
mulovan ziskdnim rezistentnich rostlin Nicotiana taba-
cum vuli Pseudomonas syringae (Carlson, 1973).
Autor pouZil methionine sulfoximin (MSO), ktery mi-
mikruje symptomy pfirozeného toxinu na tabikovych
listech. MSO byl pouZit jako selekéni &initel v proto-

CZECH J. GENET. PLANT BREED., 34, 1998: 69-76



plastovych a bunéénych kulturach. Jak MSO, tak tab-
toxin inhibovaly syntézu glutaminu. Regenerované
rostliny ze selektovanych mutantnich linii vykazovaly
rezistenci k MSO, ktera byla kontrolovana jednim nebo
dvéma geny. Podobné vysledky byly ziskdny i o 10 let
pozdéji pro tabakové kultury selektované na rezistenci
k toxinu Pseudomonas syringae pv. tabaci (Thanu-
tong et al., 1983).

Kalusova kultura Zea mays rezistentni k Helmin-
thosporium maydis byla ziskdna po nékolikanisobné
kultivaci na médiich s kultivaénim filtrdtem tohoto pa-
togena. Indukovana rezistence byla stabilni i po
127 dnech ruastu kalusi na netoxickém médiu (Gen-
genbach, Green, 1975).

Behnke (1979, 1980a, b) referuje o 25% redukci
poétu nekrotickych 1ézi po inokulaci regenerovanych
rostlin Solanum tuberosum houbou Phytophthora infes-
tans. Tyto rostliny byly ziskany regeneraci z kalusi se-
lektovanych v prostiedi kultivacniho filtratu patogena.

Prvni zpravou o spé¥ném ziskani rostlin Oryza sa-
tiva rezistentnich k Helminthosporium oryzae cestou
selekce in vitro je prace autora Ling et al. (1985).
Autofi ziskali dvé rostliny ze somatickych bunék kul-
tivovanych na 25% toxickém médiu. Ziskéni rezistence
bylo potvrzeno v R, generaci.

Dalsi druh rodu Helminthosporium byl studovan
v interakci s rostlinami Avena sativa. Kultivaci kalust
na médiich s riznym obsahem viktorinu, toxinu produ-
kovaného Helminthosporium victoriae, byly ziskany
wtoxin-necitlivé* kalusové linie, z nichZ byly regenero-
vany rostliny se sniZenou citlivosti k toxinu. Cytologic-
ké analyzy meiotickych bunék regenerovanych rostlin
neprokazaly Zadné chromozomové defekty podmifiujici
niZsi citlivost k toxinu. Podle autort Rines a Lu-
ke (1985) lze touto cestou selektovat rezistentni mate-
ridly.

Houby rodu Fusarium jsou patogeny vyvolavajicimi
u Hordeum vulgare padani kli¢nich rostlin, kofenové
hniloby a jiné patologické zmény. Vyslechténi rezis-
tentnich odrid by vyfeSilo mnohé problémy. Jednim
z toxini Fusarium spp. je kyselina fusarova. Autofi ji
pouZzili pro selekci v embryogenni kalusové kultufe.
Ctyfnasobnou selekci na médiich s 0,8 mM kyseliny
ziskali kalusy a rostliny s vysokou toxin-rezistenci
(Chawla, Wenzel, 1987).

Hordeum vulgare a Triticum aestivum se staly mo-
delovymi objekty pfi selekci na rezistenci k toxinim
Helminthosporium sativum. Z obou plodin byly odvo-
zeny embryogenni kalusy, které pak byly vystaveny
selek&nimu tlaku purifikovaného kultivaéniho filtratu.
V praci je experimentilné potvrzen kladny korela¢ni
vztah mezi reakci kalusl na toxiny in vitro a regenero-
vanych rostlin na vlastniho patogena in vivo (Chaw -
la, Wenzel, 1987).

Dal3i dikaz o pozitivni korelaci mezi reakci in vitro
a in vivo je v praci autori Ishida, Kumashiro
(1988). AT-toxin extrahovany z kultivacniho filtratu
Alternaria alternata byl aplikovan do médii pro kulti-
vaci bunéénych suspenznich kultur Nicotiana tabacum.
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Buné&né suspenze odvozené z rostlin citlivych k pato-
genovi reagovaly mnohem intenzivnéji na pritomnost
toxinu neZ buiiky odvozené z rezistentnich rostlin.

Fytotoxicitu jednoho z fusariotoxini, deoxynivale-
nolu, pro p3enici a z ni odvozené kultury (segmenty
koleoptile, kalusy, embrya) a moZnosti v rezistentnim
Slechténi studovali Bruins et al. (1993).

Rostliny s6ji rezistentni k hostitelsky specifickému
toxinu obsaZenému v kultiva¢nim filtratu houby Septo-
ria glycines ziskali ameri¢ti autofi Son g.etal. (1994).

DuleZitou chorobou rajéat je patologické vadnuti vy-
volavané houbou Fusarium eumartii. Vysledky dosaze-
né pii pouziti filtratu v selekci na vrovni kalusti umoz-
fiuji podle autori Botta et al. (1994) vyuZiti ve
$lechtitelském procesu.

Prehled vySe citovanych praci i nékterych dalSich
pfikladi spojenych s danou problematikou je souhrnné
uveden v tab. L.

Aplikace selekei in vitro na odolnost viici Fusarium spp.
u jetelovin

V chronologickém sledu praci tykajicich se vyuZiti
netradi¢nich selekénich metod zamérné chybi zminka
o publikacich vztahujicich se k selekcim jetelovin na
odolnost vi¢i houbam rodu Fusarium. Vysledky téchto
praci spolu s podrobnéj$im popisem toxickych metabo-
litd t&chto hub a pouZitelnych pracovnich postupii jsou
diskutovany v nasledujici ¢asti této publikace.

Houby zarazované imperfektnim vyvojovym stadi-
em do rodu Fusarium Link. ex Fr. patfi mezi zdvaZné
patogeny vojtésky (Medicago sativa L.) 1 jetele lu¢niho
(Trifolium pratense L.). Spolu s dal§imi mikroorganis-
my se podili na vaskularnim vadnuti i krékovych a ko-
fenovych hnilobéch. V ramci integrované ochrany rost-
lin se prosazuje nechemicky zpisob boje proti témto
organismum. Jako perspektivni se ukazuje predevsim
vy$lechténi rezistentnich odrud.

O houbéch rodu Fusarium je znamo, Ze produkuji
biologicky aktivni sekundarni metabolity, které jsou
mj. i fytotoxické. I kdyZ jejich role v patogenezi neni
dosud zcela objasnéna a je pfedmétem Cetnych diskusi,
pripisuje se jim vyznamny podil na kolonizaci hostitel-
skych pletiv patogeny (Hartman-Mitchell etal,
1983; Scheffer, 1984). Piedpoklada se, Ze mistem
plisobeni toxini jsou tfi bunééné komponenty: bunécné
membrany, mitochondrie a specifické enzymy. Z dil-
¢ich poznatku je zfejmé, Ze fusariotoxiny piisobi zmény
permeability membran rostlinné buiiky a inhibici né-
kterych jejich zakladnich funkci, mj. oddéluji transport
elektronit od fotofosforylace, narusuji syntézu proteinu,
pusobi inhibici DNA proteosyntézy a hydrolyzu prote-
ind apod. (Tatsuno etal, 1973; Michalikova,
1988).

Fusariotoxiny jsou chemicky fazeny do nékolika
skupin:

1. Trichothecény — tetracyklické sesquiterpenoidy.
Krystalické, bezbarvé latky vysoce stabilni v kyselém
prostfedi, méné stabilni v siln€ alkalickém prostfedi.
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. Selekce rostlin in vitro na odolnost k patogeniim s vyuZitim mikrobialnich toxind — Plant selection in vitro for resistance to pathogens using microbial toxins

Patogen'

Toxin?

Hostitel®

Rostlinny material*

Reakce®

Publikace$

Pseudomonas phaseolicola
Pseudomonas syringae
Helminthosporium maydis race T
Helminthosporium sacchari
Alternaria solani
Phytophthora infestans
Fusarium oxysporum
Phoma lingam
Pseudomonas syringae pv. tabaci
Alternaria alternata
Helminthosporium sacchari
Fusarium oxysporum
Helminthosporium victoriae
Helminthosporium oryzae
Fusarium spp.
Helminthosporium sativum
Fusarium oxysporum
Alternaria alternata
Fusarium oxysporum
Verticillium albo-atrum
Septoria glycides

Fusarium eumartii
Colletotrichum kahawae

Fusarium solani

kultivaéni filtrat?
metionin sulfoximin
Hm T-toxin

crude extrakt

kultivacni filtrat®

kultivaéni filtrat

kultivaéni filtrat S
¢asteéné purifikovany tabtoxin?
toxické frakee z filtrétu'®
Castecné purifikovany HS-toxin
kultivaéni filtrat

victorin

crude extract

kyselina fusarova'!
purifikovany filtrat'?
kultiva¢ni filtrat

AT-toxin

kultiva¢ni filtrat

filtrat'

filtrat

filtrat

purifikovany filtrat

filtrat

Phaseolus vulgaris
Nicotiana tabacum

Zea mays

Saccharum officinarum

Solanum tuberosum
Solangm tuberosum
Solanum tuberosum
Brassica napus
Nicotiana tabacum
Nicotiana tabacum
Nicotiana tabacum
Medicago sativa
Avena sativa

Oryza sativa
Hordeum vulgare
Hordeum vulgare
Medicago sativa
Nicotiana tabacum
Medicago sativa
Medicago sativa
Glycide max
Solanum tuberosum
Coffea arabica

Glycine max

kalusy'®, bun&cné suspenze'
haploidni protoplasty'®
kalusy

bunééné suspenze
protoplasty'”

kalusy

kalusy

buné&&né suspenze

kalusy

kalusy

kalusy
kalusy
bun&éné suspcnzé
kalusy
kalusy
kalusy
bunééné suspenze
bunécné suspenze
bun&né suspenze
embryo kultury'®
kalusy
kalusy
buné&né suspenze

inhibice rastu do 77 %"
metionin-rezistentni rostliny>?
toxin-rezistentni buiiky a rostliny?!
rezistentni klony??
astedna rezistence®
rezistentni rostliny?*

zvy3eni rezistence?®

50-75% tolerantnich rostlin v potomstvu?6
26 % rezistentniho potomstva?’

9 % rezistentniho potomstva

zvy3ena rezistence?®
rezistentni rostliny®®
rezistentni rostliny
rezistentni rostliny
toxin-rezistentni rostliny*®
rezistentni rostliny

rezistentni rostliny

rezistentni rostliny
rezistentni rostliny
rezistentni rostliny
rezistentni rostliny
rezistentni rostliny

rezistentni rostliny

Bajaj, Saettler (1970)
Carlson (1973)
Gengenbach
Gengenbach etal. (1977)
Matern etal. (1978)
Behnke (1979

Behnke (1980)
Sacristan (1982)
Thanutong etal. (1983)
Thanutong etal. (1983)
Larkin et al. (1983)
Hartman etal. (1984)
Rines, Luke (1985)
Ling et al. (1985)
Chawla, Wenzel (1987)
Chawla, Wenzel (1987)
Arcioni etal. (1987)

Ishida, Kumashiro (1988)

Binarova etal (1990)
Frame et al. (1991)
Song et al. (1994)
Botta etal. (1994)
Nyange etal. (1995)
Jin et al. (1996)

lpathogen. 2toxin, >host, 4pl:mt material, sreactions, Sreference, "culture filtrate, Sculture filtrate, 9ganly purified, Ytoxic fractions of filtrate, 'fusaric acid, *purified filtrate, “filtrate, *calluses, Scellular

suspensions, haploid protoplasts, 17protoplasts, ! embryonic cultures, l9growth inhibition up to 77%,
plants, Zresistance increase, 250-75% of tolerant plants in progeny, 2126% of

0

q

progeny, ~'i r

plants, 3%oxin-resistant plants

'methionine-resistant plants, ?toxin-resistant cells and plants, *resistant clones, 23partial resistance, >*resistant
3 29




Molekulova hmotnost v rozmezi 200-500. VSechny
pfirozené se vyskytujici trichothecény obsahuji vazné
Cg a Cy( a epoxy-skupinu na C, a C5 a obvykle hy-
droxyl- nebo esterovou skupinu na C3, C;, Cg a Cys.
Jedna se o litky termostabilni. Napf. deoxynivalenol
pfi teploté 160 °C po dobu 60 minut neméni své vlast-
nosti. V posledni dobé se déli na trichothecény (= ma-
jor metabolites) a apotrichothecény (= minor metabo-
lites), které se li8i velikosti molekuly a stereochemii
kruhu. LDs, u vétSiny trichothecént je srovnatelna
s aflatoxiny. Nazvy nékterych trichothecéni: T-2 toxin,
HT-2 toxin, acetoscirpenol, diacetoxyscirpenol, niva-
lenol, deoxynivalenol.

2. Zearalenon — bild krystalickd latka sumérniho
vzorce C gH,,05. Termostabilni (150 °C po dobu 44
hodin bez zmény toxické aktivity), LDs, (ordlné
u krys) nad 10 000 mg.kg_'.

3. Monilifornim — bila krystalickd latka sumarniho vzorce
C4HO;Na (sodné sil) nebo C4HO;K (draseln sil).

4. Kyselina fusarova (5n-butyl picolinic acid) — po-
pséna v roce 1952 jako ,wilt toxin®. Je detekovatelnd
v rostlinnych pletivech po inokulaci Fusarium spp.

5. Fumonisiny — slouCeniny na bazi aminopolyalko-
holi se strukturou podobnou sfingolipidim. M4
vysokou akutni toxicitu pro Zivocichy a clovéka.

Pro selekce in vitro je nejCastéji uZivan kultivacni
filtrat, objevuji se vSak jiZ také prace uZivajici jako
selek¢ni agens purifikované toxiny. Selekénimu tlaku
mohou byt vystaveny kalusové nebo bunééné suspenz-
ni kultury. Hartman et al. (1984) a Arcioni et
al. (1987) pri selekci v kalusové kultuie vojtésky na
rezistenci k filtratu Fusarium oxysporum f. sp. medica-
ginis ziskali rezistentni kalusy. Rostliny z nich regene-
rované se vyznacovaly zvy$enou rezistenci vici infekci
danou houbou in vivo. Bunécné suspenzni kultury maji
ve srovndni s kulturami kalusovymi pro selekci in vitro
nesporné vyhody — napf. vys§i pocet bunék vystave-
nych selekci, moZnost ziskat vétSi pocet regenerova-
nych rostlin apod. Vysoce embryogenni bunéénou sus-
penzi vojtéSky pouzili pro selekce na rezistenci
Binarova et al. (1990). Po ovlivnéni filtratem Fu-
sarium oxysporum bylo ziskano 52 bunécnych linii se
stabilni rezistenci, z nichZ bylo regenerovino vice neZ
500 jedinct. U 167 z nich byla prokazéana vy3si rezis-
tence ve srovnani s kontrolnimi regeneranty.

Metody izolace, kultivace a uchovdvdni patogenii

Metody popsané v této kapitole plati s malymi od-
chylkami pro vétSinu druht rodu Fusarium. Cisté, pies-
né determinované kultury hub lze ziskat ze sbirek &is-
tych kultur (napf. CCM Brno, Sbirka mikroorganismu
pfi UK Praha apod.) nebo vlastni izolaci z napadenych
rostlin. Pro izolace se odebiraji segmenty poSkozenych
pletiv, které se po povrchové dezinfekci (etanol)
a omyti sterilni destilovanou vodou uklddaji na Zivny
agar (bramborovo-sacharézovy agar — PSA, Bilajovo
Zivné médium a 2 % sacharézy — BA). Segmenty pletiv
odebirame z vnitinich Casti kofent, abychom se vyhnu-
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li zkresleni izolaci houbovou mikroflérou korovych
a svrchnich podkorovych pletiv. Kultivace segmenti
na agarovych plotnach probiha v termostatu pii teploté
25 = 1 °C. Kolonie hub se v po¢éatenich fézich ristu
prenaseji na Cerstvou Zivnou pidu aZ do vycisténi kul-
tury. Determinace izoldth podle charakteristickych zna-
ku (rychlost ristu, charakter a barva mycelia, tvorba
a velikost mikro- a makrokonidii a chlamydospor, bar-
va reverzu atd.) lze provadét z monosporickych izolaci
podle monografii (Booth, 1971; Bilaj, 1977;
Nelson etal, 1983; Nirenberg, 1989).

Uchovdni patogennich mikroorganismi

Nejvyhodnéjsi metodou uchovani izolatu, pii které
vétSinou nedochazi ke zménam patogenity, je lyofiliza-
ce nebo uchovéni v piskovém substritu v chladnicce
pii teploté 4-5 °C. Piiprava piskového substratu: Malé
zkumavky naplnit z 1/4 smési pisek, perlit (1 : 1) a vy-
sterilizovat. Do sterilni smési nakapat sterilni pipetou
0,3-0,5 ml sporové suspenze daného izolatu, uzaviit
vatovou zétkou a nechat pfi laboratorni teploté asi ty-
den vysusit. Takto pripravené kultury uchovavat v chlad-
ni¢ce. Pfi nasledném pouZiti vysypat piskovou smés na
agarovou plotnu a déle postupovat béZnym zptisobem.
Dalsi moZnosti je uchovavat kultury na Sikmych aga-
rech ve zkumavkach pfi teploté 5 °C. U tohoto zplisobu
je vzdy po pul roce nutné preockovani na Cerstvou pu-
du. Nejméné vyhodné je uchovévani piimo v laborato-
fi, které vyZaduje Casté pfeockovani a je zde nebezpeCi
rychlé ztraty virulence.

Priprava sporovych suspenzi

Pro pfipravu sporovych suspenzi (inokula) se pouZi-
vaji 7 aZz 10 dni staré kultury. Inokulum se pfipravuje
seSkrabnutim narostlé kultury skalpelem do sterilni vo-
dy. Po dikladném promichani se roztok prefiltruje pres
monofil. Hustota spor v suspenzi se zji$tuje v Biirkero-
vé pocitaci komirce, pro inokulaci se upravi fedénim
na 5.10° spor.ml". Sporové suspenze se pfipravuji pro
kazdy druh zvlast, smési potom spojenim piisluinych
objemu jednotlivych suspenzi. VesSkeré priace spojené
s pfipravou inokula je nutné provadét asepticky.

Piprava kultivaénich filtrdti

Kultiva¢ni médium podle Bilajové (Bilaj, 1974)
s 2 % sacharézy se inokuluje sporovou suspenzi dané-
ho houbového izolatu (20 ml suspenze o titru 5.10°
spor.ml‘l na 100 ml média). Po Ctyitydenni staciondrni
kultivaci v termostatu pfi teploté 24 + 2 °C je myce-
lium s konidiemi odstfedéno a supernatant filtrovan
pres bakteriologicky filtr (velikost péra 0,2 pm).

Biotest fytotoxicity filtrdtit

K biotestiim jsou uzivany pétitydenni rostliny druha,
u kterych chceme selektovat na rezistenci. Rostliny
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jsou predpéstovany ve skleniku. Po vyjmuti rostlin ze
substratu a omyti kofent jsou rostliny umistény v roz-
toku filtratu (10 rostlin ve 30 ml filtritu). Biotest se
hodnoti prubé&zné, kone¢né hodnoceni se provede po
7 dnech. Hodnoti se hmotnost testovanych rostlin
a zména habitu podle pétibodové stupnice:
1 - zelené listy
2 — chlorotické listy
3 — listova nekréza s chlor6zou nebo bez ni a listy sto-
¢ené na méné neZ 50 % rostlin
4 — listové nekrézy a stoCeni listd na vice nez 50 %
rostlin
5 = 100 % uvadlych rostlin
Vysledkem tohoto hodnoceni je primérny stupeii
poskozeni (PSP).

Odvozeni bunééné suspenzni kultury

Pro selekce se uZivaji vysoce embryogenni buné&né
suspenze, napt. Medicago sativa L. 2n = 4x = 32 (ozna-
Cena G13/KS5). Detaily o odvozeni a udrZovani i rustové
charakteristiky jsou uvedeny v pracich autori Binaro-
va, Novak (1985) a Binarova, Dolezel
(1988). Metoda odvozeni suspenznich kultur u rodu
Trifolium je shrnuta v pracich autorek BartoSova,
Nedbalkova (1995) a BartoSova, Repko-
v 4 (1996). Pii praktické aplikaci je perspektivni vyuZi-
ti selektovaného embryogenniho materidlu hospodai-
sky vyznamnych odrid.

Selekce in vitro

Buné¢na suspenze nachazejici se v exponencidlni
fazi ristu o hustot® asi 2-10.10% Zivych bunék.ml™! je
vysévana na Petriho misky. UZivd se metoda rozlivu
podle autora Hughes (1984) s pouZitim média BL
pro vojtésku (Blaydes, 1966) s5SpM24DalpM
KIN a pro jetel média L2 s 4,6 u M 2,4D, 4,4 p M KIN
a 0,4 o M PIC. Filtraty uZivané k selekcim jsou pied
pfidanim do média sterilizovany filtraci pfes bakterio-
logicky filtr.

Inhibi¢ni vliv filtratd na déleni bunék a rast bunéc-
nych kolonii je vyjadfen idajem RPE (relativni efek-
tivnost vysevu). Vychozi hodnotou je PE (efektivnost
vysevu) dosahované na puidé kontrolni, ktera je vypo¢-
tena obvyklym zpusobem.

. pocet_kolonii
~ podet vysetych jednotek *

Zivotnost bun&k pred vysevem je zjiftovana barve-
nim fluorescein diacetitem (Widholm, 1974). RPE
pak vyjadfuje sniZeni PE v procentech na pudéch s fil-
traty. Pocet kolonii na pidach kontrolnich i selekénich
byl zjiStovan po tfech tydnech. Toxicka koncentrace
uZivana k selekcim musi byt vidy pro novy filtrat sta-
novena jako koncentrace redukujici rist bunéénych ko-
lonii 500-1 000krat (tj. RPE = 0,1-0,2 %). Pro jednot-
livé filtraty se v naSich experimentech tato toxicka
koncentrace pohybovala od 5 do 20 %.
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Po tfech tydnech kultivace na selek&nich pudéach
jsou rezistentni bun&¥né linie pfena¥eny na standardni
BL médium a zde kultivovany dva aZ tfi mésice. Po
této dobé je Cast kalusu znovu umisténa na médium
s toxiny ke zji¥téni stability znaku rezistence, coZ je
ovéfovano jako prirastek Cerstvé hmoty zjiStovany po
tfech tydnech kultivace. Dal§i ¢4st kalusu je pfenesena
na médium BL bez rastovych regulatort, kde dochazi
k diferenciaci somatickych embryi. Rostliny jsou po-
stupné pievadény do pudy. U nékterych rostlin muZe
byt zjiStovan v kofenovych Spickach pocet chromozo-
mu, a to barvenim karbol-fuchsinem (Carr, Wal-
ker, 1961).

U regenerovanych rostlin odvozenych z rezistent-
nich a kontrolnich bunénych linii musi byt testovina
jejich nachylnost k pouZitym izolatim Fusarium spp.
Rostliny jsou pfed inokulaci vyjmuty z pidy, po omyti
kofen destilovanou vodou jsou sefiznuty kofenové
$picky a rostliny jsou ponofeny na 24 hodin do inokula.
Poté jsou individualné presazeny do tepelné sterilizo-
vaného substratu. Kultivace rostlin probiha ve skleniku
pfi teplotich 22-30 °C. Kritériem hodnoceni je pocet
rostlin rostoucich i po infekci a zdravotni stav koreno-
vého systému 8 tydni po inokulaci. Rostliny s rezis-
tentni reakci mohou byt vegetativné namnoZeny a sle-
dovény v polnich podminkach.
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NOVE ODRUDY - NEW VARIETIES

Jarni je¢cmen Tolar

Povolen: Ceska republika 1997

Slovenska republika 1997
Slechtitelsk4 prava: PLANT SELECT, s. r. o., Hrub¢ice
Slechtitel a udrZovatel: PLANT SELECT, s. r. 0., Hrubgice
Rodokmen: HE 4710 x HWS 78267/83
Metoda Slechténi: KfiZeni bylo provedeno v tnoru 1988 ve skleniku. F| a F2 generace byly dopéstovany v tomtéZ roce ve
vegetaéni hale. Individudlni vybér rostlin z plivodni populace bgl proveden v generaci F3 v polnich podminkéch. F4 potomstva
rostlin byla vyseta v pfistim roce na parcelkédch o velikosti 1 m®. Zakladem odridy Tolar se stalo potomstvo rostliny oznacené
2.1. V generaci Fs—Fg byly zaloZeny vynosové zkousky v 1-4 opakovanich na 1-3 lokalitich. Od generace Fs bylo provadéno
testovéni na odolnost proti padli travnimu (Erysiphe graminis), rzi je¢né (Puccinia hordei) a hnédé skvrnitosti (Helminthos-
porium teres) v provokaénich testech (fyto$kolka) v polnich podminkdch na dvou lokalitich. Odolnost proti padli byla
testovdna i v mimovegetadnim obdobi ve skleniku. Od této generace probihalo rovnéZ testovani na sladovnickou jakost.
V generaci Fg byla vyseta vybérova parcela linie 2.1., a zaloZeno tak udrZzovaci Slechténi odrady. V roce 1993 v generaci F7
byl zafazen do mezistani¢nich pfedzkouSek. Do prvniho roku statnich zkou$ek byl pfihlaSen v roce 1994 a po tfiletém
ovéfovani v SOP povolen pod nazvem Tolar.
Odolnost k chorobdm: Tolar nema gen specifické odolnosti k padli travnimu, polni odolnost vii¢i této chorob& vykazuje na
stfedni drovni. M4 dobrou aZ velmi dobrou odolnost ke rzi je¢né. Vysokou rezistenci pak vykazuje proti listovym skvrnitostem
(Pyrenophora teres a Rhynchosporium secalis).

Sladovnicka jakost: Slad vyrobeny ze zrna odrudy Tolar se vyznaluje pfiznivym obsahem extraktu a silnou aktivitou
proteolytickych enzymii. Aktivita B amyldzy je na vynikajici Grovni, také dosaZitelny stupeii prokvaSeni vykazuje vyborné
hodnoty. Relativni extrakt dosahuje primérnych hodnot. Vynikajici cytologické rozlusténi je provazeno pfiznivé nizkym
obsahem B glukani ve slading. Vzhledem k dosaZenym hodnotam technologickych znakl byl Tolar zafazen do skupiny
vybérovych odrud.

Vynos zrna: Nadprimérnych vynost zrna dosahuje Tolar v oblasti fepafské, bramborafské a horské. V suchych podminkich
vyrobniho typu kukufi¢ného jsou vynosy zrna primérné.

Ostatni vlastnosti: Tolar je polorand odriida diamantového typu se stiedni aZ dobrou odolnosti vii¢i poléhani. Plucha je jemné
vrascitd, slamové Zluté barvy. Specifické poZadavky na agrotechniku nema.

Spring barley Tolar

Certification: Czech Republic 1997

Slovak Republic 1997
Breeding rights: PLANT SELECT, s. r. 0., Hrubdice
Breeder and maintainer:.PLANT SELECT, s. r. 0., Hrubé&ice
Pedigree: HE 4710 x HWS 78267/83, in official trials as
Breeding procedure: Crossing in a greenhouse in February 1988. F| and F2 generations were grown in the same year in
a vegetation hall. Individual selection of plants from original population took place in F3 generation under field conditions.
F4 progenies of these plants were sown to plots 1 m” in size next year. Progeny of plant 2.1 constituted Tolar variety. Yield
tests were established in Fs and Fg generations at |1 and 3 localities with 1 and 4 replications, resp. Resistance to powdery
mildew (Erysiphe graminis), brown rust of barley, (Puccinia hordei) and net blotch of barley (Helminthosporium teres) was
tested since Fs generation in field provocation tests where the crop is frequently grown at two localities. Resistance to powdery
mildew was also proved in a greenhouse provocative test with prevailing races in out-of-season period. Tests of malting
quality started in the same generation. A selection plot with line 2.1 was sown in Fg generation: this line established
maintenance breeding of the variety concerned. It was included in preliminary station test in F7 generation in 1993, in the
first year of official test in 1994, and it was certified by Official Variety Trials after three-year test under the name Tolar.
Resistance to diseases: Tolar does not have any gene of specific resistance to powdery mildew, field resistance to this disease
is at an intermediate level. It has good to very good resistance to brown rust of barley. Its resistance to leaf blotches
(Pyrenophora teres and Rhynchosporium secalis) is high.
Malting quality: Malt made of Tolar variety grains has a sufficiently high extract content and high activity of proteolytic
enzymes. Beta-amylase activity is at an excellent level, attenuation also attains very good values. Relative extract has average
values. Excellent cytological modification is accompanied by a favorably low content of beta-glucans in brewer’s worth. Tolar
was classified into the group of choice varieties by the values of technological traits (index of malting quality is 7, the standard
varieties Akcent 6, Rubin 6).
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Grain yield: Tolar produces above-average grain yields (in average of locations by 3.9%), in particular in low- and highland
areas by 5.7 and 6.8%, respectively in comparison to the standard varieties (Akcent, Novum, Orbit). Grain yields are at an
average level in arid conditions.
Other characteristics: Tolar is a semi-early variety of ,,Diamant“ type with intermediate to good lodging resistance. Tillering
is good. Grain is of medium size, yield of large grains is high. Palea is finely wrinkled, straw yellow in color. No specific
cultural treatments are required.

Ing. Petr Svacina
PLANT SELECT, s. r. o., Hrubcice, 798 21 Bedihost
Tel.: 00 420 508/368 446, fax: 00 420 508/368 282

Jarni jecmen Heris

Povolen v CR: 1998

Slechtitelska priava: PLANT SELECT, s. r. 0., Hrubdice

Slechtitel a udrZovatel: PLANT SELECT, s. r. o., Hrub&ice

Rodokmen: HE 4436 x CE 431

Metoda Slechténi: KfiZeni bylo provedeno v &ervnu 1989 v polnich podminkéch. Generace F1-F3 byly dopéstovany v mi-
movegetacnim obdobi 1989-1990 ve vegetacni hale, kde byl v generaci F3 proveden i individudlni vybér rostlin. F4 potomstva
rostlin byla vyseta na parcelkich cca 1 m”. V této generaci byla provedena reselekce — individualni vybéry rostlin v polnich
podminkéch. Zikladem odridy Heris se stalo potomstvo 3.7 (z rostliny 2.8). V generaci Fg-F7 byly zaloZeny vynosové
zkousky v 1-4 opakovanich na 1-3 lokalitich. Od generace Fg bylo provedeno testovéani na odolnost proti padli travnimu
(Erysiphe graminis), rzi je¢né (Puccinia hordei) a hnédé skvrnitosti (Helminthosporium teres) ve fytoskolce v polnich pod-
minkdch na dvou lokalitdch. Odolnost na padli byla testovdna také v mimovegeta&nim obdobi ve skleniku. Od této generace
se rovnéZ datuje testovani na sladovnickou kvalitu. V generaci F7 byla vyseta vybérova parcela linie 3.7, ktera dala zdklad
udrZovacimu $lechténi odridy. V roce 1994 byl je¢men zafazen do mezistani¢nich pfedzkousek, do prvého roku registracnich
zkouSek zafazen v roce 1995 a po tfiletém ovéfovani povolen pod nazvem Heris.

Odolnost k chorobdam: Jarni je¢émen Heris je v souasné dobé& nejzdravéjsi odriidou v sortimentu jarnich jeémenu. Vykazuje
absolutni odolnost k padli travnimu (gen Mlo), vysoka je rovnéZ odolnost viéi rzi je¢né, kteréd je kontrolovdna genem Pa7.
Velmi dobrou troveri rezistence vykazuje pak i na listové skvrnitosti (Pyrenophora teres a Rhynchosporium secalis). Heris
se vyznacuje také dobrou odolnosti proti viru Zluté skvrnitosti jemene (BYDV) ((Vacke et al., 1997 — Genet. a Slecht., 33,
1997: 33-44).

Kvalitativni ukazatele: V hodnoceni sladovnické kvality dosdhl Heris 3,3 bodi USJ. A&koliv v Zadném z 8 sledovanych
znaki nemél hodnoceni 1, pro sladovnicky priimysl pfedstavuje pouze doplitkovou odriidu. Pro nadprimérné vynosy, ale
zejména pak pro vynikajici zdravotni stav, ktery pii absenci aplikace fungicidi podstatné zlevni jeho péstovani, obohati Heris
sortiment odriid jarnich je¢ment uréenych k vyrobné zrna ke krmnym dceliim.

Vynos zrna: Béhem tiiletého zkouseni v registraénich zkouskdch Statnich odridovych pokusii prokédzal Heris nadprimérné
vynosové vysledky ve viech vyrobnich oblastech CR, nejvy3Sich vynost dosdhl pak v suchych podminkich VTK.

Ostatni vlastnosti: Polorana odriida diamantového typu s dobrou odolnosti vici poléhani a lamani stébla po piezrani. Kom-
plexné vysoka uroveii odolnosti vii¢i listovym chorobam. Zrno je velké s vysokou HTS, podil zrna nad sitem 2,5 mm je velmi
dobry. Specifické poZadavky na agrotechniku nemad.

Spring barley Heris

Certification in CR: 1998

Breeding rights: PLANT SELECT, s. r. 0., HrubCice
Breeder and maintainer: PLANT SELECT, s. r. o., HrubCice
Pedigree: HE 4435 x CR 431

Breeding procedure: Crossing in field conditions in June 1989. F|-F3 generations were grown in out. season period
1989-1990 in a vegelauon hall, where individual plant selection in F3 generation took place. F4 progenies of these plants
were sown to plots ca. 1 m?. Reselections — individual plant selections under fields conditions took place in this generation.
Progeny 3.7 (of plant 2.8) constituted Heris variety. Yield tests were established in Fg and F7 generations at 1 and 3 localities
with 1 and 4 replications, resp. Resistance to powdery mildew (Erysiphe graminis), brown rust of barley (Puccinia hordei)
and net blotch of barley (Helminthosporium teres) was tested since Fg generation in a field nursery at two localities where
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the crop is frequently grown. Resistance to powdery mildew was also proved in a greenhouse provocative tests with prevailing
races in out-of-season period. Tests of malting quality started in the same generation. A selection plot with line 3.7 was sown
in F7 generation: this line established maintenance breeding of the variety concerned. It was included in preliminary station
test in 1994, in the first year of official tests in 1955, and it was certified after three-year tests under the name Heris.
Resistance to diseases: Spring barley Heris is currently the healthiest variety in a spring barley collection. It has high
resistance to powdery mildew due to Mlo gene, its resistance to brown rust of barley controlled by Pa7 gene is also high.
The resistance level to barley net blotch and leaf blotch (Pyrenophora teres) and Rhynchosporium secalis) is also satisfactory.
Heris exhibits high resistance to barley yellow dwarf virus (BYDV) (Vacke et al.,, 1997 — Genet. a Slecht., 33, 1997: 33-44).
Qualitative characteristics: Malting quality is under-averaged, characterized by malting index 3.3 (9 the best quality), even
if the content of glucans is low. Although none of the eight traits composing malting index received the value 1, it seems to
be only an additional variety for the malting industry. Heris will enrich the collection of spring barleys used for grain
production for feeding purposes due to above-average yield, and especially due to its excellent disease resistance, which will
make its production less expensive since no fungicides need to be applied.

Grain yield: Heris produced above-average yields in all production areas of Czech Republic during three-year testing within
certification tests of official trials (in average by 4.3%), the highest yields were achieved under arid conditions of the country
(precipitations about 500-550 mm/year), where the yield was higher by 7.1% in comparison to the average of the five standard
varieties (Akcent, Forum, Novum, Orbit, Pax).

Other characteristics: Semi-early variety of ,Diamant* type, good resistance to lodging and stem break at overripeness.
High level of resistance to leaf diseases (Erysiphe, Puccinia, Pyrenophora, Rhynchosporium) in general. Large grain high
1 000-seed weight, grain proportion above 2.5 mm mesh sieve is very satisfactory (88%). No specific cultural treatments are
required.

Ing. Petr Svacdina
PLANT SELECT, s. r. o., Hrubcice, 798 21 Bediho3t
Tel.: 00 420 508/368 446, fax: 00 420 508/368 282
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NEKROLOG

Za docentem RNDr. Janem Necaskem, CSc.

Dne 29. biezna leto$-
niho roku odesel nahle,
ve véku 73 let, vyznamny
¢esky genetik  doc.
RNDr. Jan Necasek, CSc.
Z4k a pokradovatel profe-
sora Karla Hrubého pro-
moval na doktora pfirod-
nich véd v roce 1948 na
Prirodovédecké fakulté
Univerzity Karlovy
v Praze. Po kritkém pu-
sobeni jako univerzitni

’ asistent odeSel do Vy-
zkumného ustavu antibiotik v Roztokédch u Prahy, kde
se brzy stal vedoucim oddéleni mikrobiologie a zaby-
val se genetickymi studiemi a $lechténim kmenti hub
a mikroorganismu s ohledem na produkci antibiotik.
Podilel se spoluautorstvim na monografii Antibiotika
(Praha, CSAV 1957). V roce 1961 se vratil zpét na
Pfirodovédeckou fakultu UK do oddéleni genetiky, aby
se v roce 1966 habilitoval a stal se docentem obecné
a mikrobidlni genetiky a zdrovei i vedoucim katedry ge-
netiky, mikrobiologie a biofyziky. Experimentalné praco-
val s houbou Coprinus cinereus — mutace a s Corynebac-
terium — genetickd piiprava kment pro primyslovou
vyrobu l-lyzinu. Po navratu ze staze na Harvardové uni-
verzité se vénoval studiu dédi¢nosti (mutace, kvantitativni
bunécna genetika) u houby Schizophyllum commune.

Sedesata léta byla obdobim velkého rozmachu mu-
tacni a mikrobidlni genetiky, jichZ byl zesnuly pfednim
piedstavitelem u nas. Experimentalni vysledky obou
disciplin odstartovaly éru molekuldrni genetiky. V té
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dobg byl jiz Dr. Necasek v Ustavu experimentdlni bo-
taniky CSAV (pozdgji Ustav molekularni biologie rost-
lin AV CR) v Ceskych Budg&jovicich. Stal se vedoucim
oddéleni, které se zabyvalo transformaci rostlin pomoci
plazmidovych vektorti. Se svymi spolupracovniky sle-
doval transformaci pomoci T-DNA u fepky olejné
a raj¢ete. Po svém odchodu na odpocinek napsal stie-
doskolskou ucebnici genetiky a vénoval se dloze gene-
tiky v evoluci (NecCasek, Pavlicikova, Jiho-
Ceska univerzita 1997).

Dr. Necasek publikoval pres 70 védeckych praci
a byl spoluautorem nebo autorem 10 kniZnich publika-
ci. Z nich je bezesporu nejvyznamnéjsi Obecna geneti-
ka (Neldsek, Cetl a kol, Praha 1979). Prehled
jeho publikaci viz Czech Mycology, 49: 59, 1996. Ne-
lze dost dobie popsat jeho rozsiahlou Cinnost pedago-
gickou a popularizaéni. Byl aktivnim &lenem Csl. mi-
krobiologické spole¢nosti a Ceské védecké spolecnosti
pro mykologii. Houby byly jeho velkou laskou, ke kte-
ré se vzdy znovu vracel. Byl zakladatelem Ceské gene-
tické spole¢nosti J. G. Mendela a jejim dlouholetym
predsedou. Nelze nevzpomenout ani jeho stykd se
§lechtiteli. Jeho zasluhy o rozvoj ceské genetické védy
byly ocenény udélenim zlaté medaile J. G. Mendela
Ceskoslovenskou akademii véd, pamétni medaili
J. G. Mendela Moravskym muzeem a zlatou medaili
Prirodovédecké fakulty UK. Pokud bych mél charak-
terizovat jeho osobnost, pak to byla pfedeviim pile
a nezmérna pracovitost, ktera mu umoznovala stavét se
k védeckym problémim genetiky, ale i biologie vzdy
erudované. Za vSechnu jeho praci, kterou na poli védy
udélal, vénujme zesnulému svoji vzpominku a zacho-
vejme ho v paméti. PIné si to zaslouZi.

RNDr. Karel Pesina, CSc.

CZECH J. GENET. PLANT BREED., 34, 1998: 80



CHARACTERISTICS OF WINTER WHEAT VARIETIES
AND LINES CARRYING ’NORIN 10° DWARFING GENES"

CHARAKTERISTIKA ODRUD A LINII OZIME PSENICE NESOUCICH
GENY ZAKRSLOSTI Z ’NORIN 10’

V. Sip', J. Chrpova', M. Skorpik', L. Bobkov4®

'Research Institute of Crop Production, Prague-Ruzyné, Czech Republic
2SELGEN, a.s., Breeding Station Uhfetice, Czech Republic

ABSTRACT: Out of 36 winter wheat varieties registered in the Czech Republic in 1997 the varieties Vlada, Ilona, Astella,
Sarka, Versailles, Ritmo and Athlet showed insensitivity to applied gibberellic acid (GA3), which indicates the presence of
’Norin 10’ dwarfing (Rht) gene. By hybridological analyses in F2 generation the presence of gene Rht/ was detected in the
varieties Vlada, Ilona and Astella, and the presence of gene Rhi2 in the varieties Sdrka, Versailles, Ritmo, Athlet and in the
advanced breeding line RU488. Two high yielding new Czech varieties Sirka and RU488 were developed after selection for
taller GA insensitive plants. The results from analyses of hybrid material and registered varieties that carry Norin 10 Rht
genes showed the importance of differentiation between “Rht/* and “Rht2* materials. Under conditions of Central Europe
it is more likely to get very high yielding (“intensive®) medium — late genotypes by selecting for Rht2 gene, while early,
good breadmaking quality genotypes result from selection for Rht] gene. The identification of RAt gene in parental varieties
and the choice of promising crosses segregating for particular Rht gene are important prerequisites of success, especially in
breeding programmes that include selection of GA insensitive plants.

winter wheat; GA response; identification of Rht genes; characteristics of Rht] and Rht2 genotypes

ABSTRAKT: V sortimentu 36 odrid ozimé p$enice z Listiny povolenych odriid 1997 byla pfitomnost genu zakrslosti (Rht)
a necitlivosti na aplikovany giberelin (GA3) zji§t€na u odrid Vlada, Ilona, Astella, Sdrka, Versailles, Ritmo a Athlet. Na
zdklad& hybridologickych analyz v generaci F2 byl u odriid Vlada, Ilona a Astella detekovan gen Rhtl a u odrid Sirka,
Versailles, Ritmo, Athlet a linie RU488 gen Rhr2. Vysledkem orientace $lechtitelského vybéru na delsi typy (,tall dwarfs™)
s Rht geny, projevujicimi se necitlivosti na aplikovany giberelin, je vySlechténi vysoce vynosnych odriid ozimé p3enice Sirka
a RU488. Vysledky analyzy hybridniho materidlu a modernich odriid s RhAr geny, které pochdzeji z odridy Norin 10, ukazaly
rozdily ve vlastnostech materiali nesoucich geny Rht! a Rht2. Ve sledovanych podminkach je mnohem pravdépodobnéjsi
ziskat vysoce vynosné, intenzivni, stfedné rané aZ pozdnéjsi odrudy pii vybéru na pfitomnost genu Rht2 a rangjsi odrudy,
s dobrou pekaiskou kvalitou pfi vybéru na pfitomnost genu Rht/. Identifikace Rhr genu u rodi¢ovskych odriid a zaméfeni na
vhodné kombinace kiiZeni je vyznamnym piedpokladem k dosaZeni Slechtitelského ispéchu, a to zvlasté v programech,
jejichZ soucasti je vybér na pfitomnost Rht geni pochdzejicich z odridy Norin 10.

ozimd p3enice; reakce na GA3; identifikace Rhr geni; charakteristika genotypr s Rht] a Rht2

INTRODUCTION

The Norin 10 dwarfing genes (Rht/ and Rht2) that
can be selected for by their insensitivity to applied gib-
berellic acid (GA), have been widely exploited in
wheat breeding. A higher yielding ability of genotypes
carrying these genes is only partly due to the effect on
straw length and prevention of lodging. The results
from analyses of random lines and isogenic lines sug-
gest that Rht/ and Rht2 are associated with increased
grain fertility which counteracts the negative effects on
grain size observed with all Rht genes (Gale, Yous-

sefian, 1985). The Rht! and Rht2 genes may cause
about 1% protein reduction and reduction of test weight
as a consequence of reduced grain size (Allan,
Pritchett, 1980), but other aspects of breadmaking
quality seem to be unaffected by these genes (Gale,
Youssefian, 1985). It has not been clearly shown
that Rht/ and Rht2 alleles have different pleiotropic
effects on various characters. According to our pre-
vious studies (Bobkova et al., 1988; Sip et al.,
1988), selection in the examined conditions of Czech
Republic was advantageous for tall GA insensitive
genotypes which had high ear productivity through in-

*  The study was supported by the Ministry of Agriculture of the Czech Republic (Project of the National Agency for Agricultural Research No., EP 6413).
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creased grain size, though grain number remaining at
the level of shorter genotypes.

In the older GA insensitive Czech and Slovak winter
and spring wheat varieties only gene Rht/ was detected
(Sip etal, 1995a; Skorpik etal., 1995), but lately
four winter wheat varieties that carry Rht2 gene have
been registered in the Czech Republic.

The purpose of this study was to identify GA insen-
sitive Rht genes in the modern winter wheat varieties
and characterize the material carrying genes Rht/ and
Rht2.

MATERIAL AND METHODS

The presence of Rht genes showing insensitivity to
applied gibberellic acid (GA3) in winter wheat varieties
and lines was tested by means of a seedling GA re-
sponse test (Gale, Gregory, 1977; Sip et al.,
1986). Out of 36 winter wheat varieties registered in
the Czech Republic in 1997 seven showed insensitivity
to GA; (Vlada, Ilona, Astella, Sirka, Versailles, Ritmo
and Athlet). With aim to identify RAt gene, these varie-
ties and the advanced breeding line RU488 (3rd year
in the Official Trials) were crossed with the differen-
tials for genes Rhtl and Rht2 (near-isogenic lines car-
rying genes Rht/ and RhAt2 in the genetic background
of the winter wheat variety Mironovskaya 808, the va-
riety Siete Cerros — gene Rht/ and Brigand — gene
Rht2). The presence of gene Rhtl in the variety Siete
Cerros and gene Rht2 in the variety Brigand was indi-
cated by Gale etal. (1981). Siete Cerros and Brigand
were also used as donors of genes Rht/ and Rht2 for
near-isogenic lines in the variety Mironovskaya 808.
Rht gene was in the tested varieties determined accord-
ing to segregation pattern in F2 hybrid generation.

The modern above mentioned winter wheat varieties
that carry Norin 10 genes were analyzed in the 1995-
1997 Official Trials of Czech Republic for grain yield,
yield components, plant height, heading date and
breadmaking quality using standard methods of evalu-
ation of field trials applied in the Institute for Super-
vising and Testing in Agriculture.

The analyzed hybrid material consisted of selected
67 GA insensitive F6 lines coming from the six winter
wheat crosses (BR-1522/Contra, ST-467/Contra,
UH-515/Contra, Contra/UH-555, Beaver/Ronos and
UH-6192/Recital). According to the pedigree studies
all the used GA insensitive parents are supposed to
carry gene Rht2 (Contra and Beaver — gene RAt2 from
the British varieties; Recital — gene Rht2 from the
Mexican variety CIANO). As these lines of the Breed-
ing Station Uhfetice, SELGEN a.s., could only be de-
signated as carriers of the gene Rht2, the properties of
49 doubled haploid GA insensitive lines from the cross
Florida/Vlada (Rhtl) were studied to make a compari-
son. In correlation studies the following characters
were included: 1) Grain yield (from the glots of 3 x
2.5 m? in “Rht/* material and | x 7 m* in “Rhr2*
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material — expressed in t/ha), 2) Days to heading from the
Ist of January (heading date was the estimate of 50%
of emerged ears on a plot), 3) Plant height at maturity
(cm), 4) 1000 grain weight (g), 5) Sodium dodecyl
sulphate (SDS) sedimentation volume (ml), 6) Wet glu-
ten content (%). Grain quality characters (5 and 6) were
determined from the harvested seed using standard pro-
cedures of the Breeding Station Uhfetice, SELGEN, a.s.

RESULTS AND DISCUSSION

Identification of Rkt genes in the GA insensitive winter
wheat varieties tested in the Official Trials

It is clear from the results of hybridological analyses
in F2 generation (Tab. I) that the varieties Vlada, [lona
and Astella carry gene RAtl. The presence of gene Rht2
in these varieties was eliminated owing to segregation
at the 15 : | ratio (with dominance for insensitivity to
GA;) after crossing with the “Rth2 gene* differential
varieties (lines). On the contrary, the varieties Sarka,
RU488, Versailles, Ritmo and Athlet did not segregate
when crossed with varieties (lines) carrying gene Rht2,
but Rht2 segregated with Rht/. Therefore these five
varieties carry gene Rht2.

Results of the Official Trials with the GA insensitive
winter wheat varieties are given in Tab. II. The new
Czech varieties Sdrka and RU488 were bred for the
presence of Rht2 within the “gibberellic programme",
lasting for about 10 years (S k orpik et al., 1997), in
which selection was oriented to “taller dwarfs*
(Bobkovi etal., 1988; Sip et al., 1988). Both va-
rieties were very high yielding in the Official Trials and
had on average a high thousand grain weight. The level
of thousand grain weight in certain environments was
not a deciding factor for reaching high yield (insignifi-
cant correlation between yield and grain weight). In
contrast the other “Rht2* varieties: Ritmo, Versailles
and Athlet showed significant environmental correla-
tion coefficients between grain yield and grain weight
0.61 “, 0.46*, 0.42*, resp.). All the varieties that carry
gene Rht2 had higher yields and headed later than the
“Rhtl varieties* and their breadmaking quality was not
high. In comparison with carriers of gene Rhz2 all the
registered varieties with gene Rht/ headed earlier (are
better suited to warmer growing conditions of the
maize growing region) and their breadmaking quality
was higher. Also the other seven older varieties, in
which gene Rhtl was detected (Sip et al., 1995b),
were either early winter or spring wheats.

Differences in properties of the “Rht/* and “Rht2*
hybrid material
The differences in properties of the two groups of

GA insensitive varieties could also be explained on the
basis of analyses of the “Rht/“ and “Rht2* hybrid
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1. GA; response in F2 generation crosses between the tested variety and Rht gene differential (gene Rhtl: Siete Cerros and/or near-isogenic
line in the variety Mironovskaya 808; gene Rht2: Brigand and/or near isogenic line in the variety Mironovskaya 808)

Tested Rht gene Number of F, plants Fitness to 15 : | ratio
variety tested total insensitive sensitive x?
s Rhtl 100 100
Rht2 99 93 6 0.006
Rhtl 98 98
Ilona Rhi2 100 93 7 0.096
Rht2 94 88 6 0.165
Rht1 92 92
Astella Rht2 92 84 8 0.939
Rht2 296 90 6 0.023
Rhtl 94 84 10 3.079
Sirka Rhi2 88 88
Rht2 94 94
Rht! 90 82 8 1.071
RU488 Rhtl 95 88 T 0.202
Rh12 97 97
Rhtl 89 83 6 0.037
Versailles Rhe2 94 94
Rht2 81 81
Rht1 88 80 8 1.818
Ritmo Rht2 85 85
Rht2 85 85
Rhtl 96 92 4 0.714
Athlet Rht! 86 81 5 0.028
Rhr2 97 97

Xoss(l) = 3.84

I1. Means for the selected characters in the winter wheat varieties carrying Norin 10 genes in the 1995-1997 Official Trials of the Czech

Republic
Rht Cultivar Cour_m'_y of Numb.er of | Grain yield Clas; o_f Dny§ lo* Plant height Ear 3 1000-grain
gene origin locations (t/ha) quality heading (cm) No./m wt. (g)
Vlada* cz 11 6.31 A 150 94 755 38.8
1 Tlona SK 33 7.49 E 150 93 688 40.7
Astella SK 33 7.90 B 151 88 693 41.0
Sarka CcZ 27 8.40 B 153 91 697 48.5
RU488** CZ 18 8.45 B 158 93 645 499
2 Versailles NL 27 8.35 C 158 84 669 455
Ritmo NL 27 7.89 C 160 84 719 42.0
Athlet D 27 7.98 C 160 96 627 449

'C = not suitable for breadmaking; * from the lst of January; *1995, *1996-1997

material (doubled haploid lines Florida/Vlada — Rht/;
F6 lines of six crosses — RAt2, Tabs. III and IV). The
presence of gene Rht/ was accompanied by a positive
correlation between grain yield and SDS sedimentation
volume (r = ().36"; n = 49), while this correlation was
negative when gene Rht2 was present (r = -030% n=
67). SDS sedimentation volume was significantly lower
in later heading material of both groups (r for “Rhtl“:
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—0.48"; “Rht2*: —0.40"). As selection for Rht2 was con-
centrated on high yielding “tall dwarfs* that were later in
heading (Sip et al., 1988), the effect on quality (not
quantity) of proteins is expected to be negative. Selec-
tion for taller GA insensitive plants with RAt/ in the
cross Florida/Vlada should positively influence SDS
sedimentation volume and negatively wet gluten con-
tent (Tab. III), which does not correspond with a usually
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IIL. Correlation coefficients and means of the examined traits in the randomly selected GA insensitive doubled haploid lines of the cross

Florida/Vlada (RhtI)

1 1 2 3 4 5 6
1 Grain yield (Vha) 1

2 Days to heading -0.112 1

3 Plant height (cm) 0.503" -0.264 1

4 1000 grain wt. (2 -0.045 0.020 0.206 I

5 SDS sedimentation vol. (ml) 0.364"* -0.478" 0.418"" 0.016 1

6 Wet gluten content % -0.415" -0.003 -0.368"" 0.175 -0.015 1
Mean 9.22 160 84 44.0 51 26.4

n=49; P <005 " P<00l

IV. Correlation coefficients and means of the examined traits in the selected GA insensitive F6 lines (supposed presence of gene RA2) from

the six winter wheat crosses (see Material and Methods)

1 1 2 3 4 5 6
1 Grain yield (t/ha) 1

2 Days to heading 0.215 1

3 Plant height (cm) -0.111 0.097 1

4 1000 grain wt. (g) -0.117 0.211 0.119 I

5 SDS sedimentation vol. (ml) -0.298" -0.396"" -0.041 0.181 1

6 Wet gluten content % 0.023 0.208 0.279° 0.232 -0.069 1
Mean 10.06 156 87.5 493 41.4 29.8

n=67;" P <005 " P<00l

V. Correlation coefficients and means of examined traits in the selected GA insensitive F6 lines of the cross UH 6192 / Recital (RA12 from

the CIANO variety)

1 | 2 3 4 5 6
1 Grain yield (t/ha) 1

2 Days to heading 0.650"" 1

3 Plant height (cm) 0.638"" 0.593"" 1

4 1000 grain wt. (2 0.502° 0.674"" 0.636" 1

5 SDS sedimentation vol. (ml) -0.366 -0.634" -0.320 -0.380 1

6 Wet gluten content % 0.523° 0.631"" 0.522" 0.211 -0.378 1
Mean 10.42 155 89.4 47.0 423 30.0

n=20;"P <005 " P<00l

detected decrease of wet gluten content at reduced
height (as in the “Rht2“ material — Tabs. IV and V;
Sip et al., 1988). However, for the explanation of
these differences a larger extent of examined material
is undoubtedly needed. In the material carrying gene
Rhtl, plant height was significantly positively corre-
lated with grain yield (r = 0.50"") but not with heading
date (r = =0.11). Therefore, the selection for earlier and
taller dwarfs might guarantee to reach both high yield
and high breadmaking quality. But to combine earli-
ness, high yield and good quality with the presence of
Rht2 appears to be very difficult with the examined
material and under the experimental conditions. It is
thus not surprising that high breadmaking quality has
not yet been reached in varieties that carry gene Rht2.
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It cannot be concluded from this study that the
above mentioned differences were due to different
pleiotropic effects of Rht] and Rht2 genes on the exam-
ined characters. For a long time in the Czech Republic
donors of gene Rhtl were spring types (successfully
e.g. Siete Cerros or Nadadores 63 — Sip et al., 1995a;
Sko rpik et al., 1995) with a short vegetation period
and high growth rate, while donors of gene Rht2 were
mainly high yielding British varieties with lower bread-
making quality and delayed heading. However, the
examination of the cross with the early French variety
Recital (gene RhAt2 from the Mexican variety CIANO)
(Tab. V) did not show in general a similar correlation
pattern as found in the material carrying gene Rht/
(Tab. IIT). In any case, the presented findings, which
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are in accordance with the results of breeding, indicate
that selection for Rhtl and Rht2 gene will require dif-
ferent approaches (strategy) to reach success in the
examined conditions of Central Europe. Yamada
(1989) reported that the geographical distribution of the
Rht genotypes in the Japanese wheat varieties was
clearly localized suggesting that Rht! and Rht2 geno-
types have a different adaptability to agro-ecological
environments. Such accumulated information on these
genes will certainly be useful for the breeders in devis-
ing their strategies to develop high yielding wheat va-
rieties with improved grain quality.
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