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RESPONSE OF SELECTED WINTER WHEAT VARIETIES
TO WHEAT DWARF VIRUS INFECTION AT AN EARLY
GROWTH STAGE"

REAKCE VYBRANYCH ODRUD OZIME PSENICE NA INFEKCI
VIREM ZAKRSLOSTI PSENICE V RANE RUSTOVE FAZI

J. Vacke, R. Cibulka

Research Institute of Crop Production, Division of Plant Medicine, Prague-Ruzyné, Czech
Republic

ABSTRACT: Response to wheat dwarf virus (WDV) infection was studied in 40 registered varieties of winter wheat in
small-plot trials with a controlled infection system. The varieties were infected at a tillering stage in the fall. The tested
assortment did not include any resistant variety. The following varieties were classified as very susceptible, showing a 100%
reduction in grain yield: Alana, Asta, Athlet, Brea, Danubia, Ebi, Estica, Hana, Iris, Ko3idtka, Livia, Ritmo, Samanta, Samara,
Sida, Simona, Siria, Sofia, Torysa, Trane, Vega, Versailles, Vlada and Zdar. Varieties Alka, Blava, Rexia, Sparta, Sarka and
Viginta were rated as susceptible. The category of moderately susceptible varieties with a yield reduction of 82.5-92.6%
comprised Astella, Boka, Bruneta, Bruta, Ilona, Ina, Mona, Regina, Saskia and Senta.

Keywords: winter wheat; wheat dwarf virus; response to infection

ABSTRAKT: V maloparcelkovych polnich pokusech pfi fizené infekci byla zjiStovana reakce na infekci virem zakrslosti
p3enice u 40 povolenych odrid ozimé p3enice. Tyto odridy byly infikoviny na podzim ve fazi odnoZovani. V testovaném
sortimentu nebyla zji§téna Zadna odolna odriida. Mezi silné nichylné, se 100% redukci vynosu zrna, patfily odridy Alana,
Asta, Athlet, Brea, Danubia, Ebi, Estica, Hana, Iris, Ko$dtka, Livia, Ritmo, Samanta, Samara, Sida, Simona, Siria, Sofia,
Torysa, Trane, Vega, Versailles, Vlada a Zdar. Jako nichylné byly klasifikovany odriidy Alka, Blava, Rexia, Sparta, Sdrka
a Viginta. Do kategorie mirné nachylnych, s redukci vynosu 82,5-92,6 %, byly zafazeny odridy Astella, Boka, Bruneta,

Bruta, Ilona, Ina, Mona, Regina, Saskia a Senta.

Klicova slova: ozimd pSenice; virus zakrslosti pSenice; reakce na infekci

INTRODUCTION

Wheat dwarf virus (WDV) is a leathopper Psammotet-
tix alienus Dahlb. transmitted geminivirus which was
described for the first time in the former Czechoslova-
kia (Vacke, 1961), later in other European countries.
The WDV strain adapted to barley, not transmissible to
wheat, was identified in the early nineties (Lindsten
and Vacke, 1991). The virus isolates from wheat cur-
rently occurring in the Czech territory are not infec-
tious for barley. WDV is mostly distributed in the CR
at lower elevations above see level where it causes
local epidemics in some years. The most severe infec-
tions by WDV were recorded in winter wheat and win-
ter barley crops in the last years.

Protection against this virus is provided by complex
agrotechnical and, as the case may be, chemical meas-
ures aimed at the control of vectors and sources of
infection. Amplification of the efficiency of these
measures can be ensured by growing of resistant varie-

ties. Determination of such varieties in winter wheat
was carried out in small-plot experiments with artificial
infection of plants (Vacke, 1989). At that time the set
of 120 varieties and breeding lines contained 13 mate-
rials only that were classified as moderately resistant.
The other materials were rated by different degrees of
susceptibility.

This communication deals with resistance and/or
susceptibility to WDV in the present registered assort-
ment of winter wheat.

MATERIAL AND METHODS

Trials were conducted with 40 registered varieties of
winter wheat. Varieties were sown onto plots 1 m? in
size at a plant spacing 8 x 8 cm. The trials consisted of
two variants, infectious and control ones, each being
three times repeated. Infection of plants was carried out
in nylon isolators at the beginning of tillering. Leafhop-
pers Psammotettix alienus collected on volunteer growth

*  The research was supported by the Grant Agency of the Czech Republic (Project No. 522/97/0668).
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of cereals were used for WDV transmission. Their ac-
quisition feeding on infection sources (infected spring
wheat variety Jara) lasted for 6 days. A Ru-W isolate
of the wheat strain of the WDV was used for wheat
infection. Inoculation feeding of leafhoppers on tested
plant materials, 2 vectors per plant, lasted for 14 days.
During the growing season experimental plots were kept
under an insecticide schield.

Response of the varieties to WDV infection was evalu-
ated in the next growing season. A reduction in plant
height, mortality rate, proportion of heading plants and
grain yield were used as criteria to evaluate plant resis-
tance or susceptibility. Sixty plants of each variety
were evaluated. Most varieties were tested for two
years (1997-1998), some of them one year only (1998).

Relative virus content in the leaf sap of infected
plants was determined by DAS-ELISA according to
Clark and Adams (1977) in sclected varieties of par-
ticular groups of the winter wheat. Leaf samples imme-
diately after collection were frozen to —20 °C and
stored at this temperature until their use. This material
was homogenized under simultaneous addition of ex-
traction buffer. Absorbancy values were statistically
processed by the SAS program.

RESULTS AND DISCUSSION

Intensity of infection of the winter wheat varieties
ranged between 92 and 100%. It is obvious that the
action of 2 virus-transmitting vectors (infectivity 52—
60%) per plant produced an infection pressure resulting
in a high percentage of infected plants. Varietal mate-
rials were infected in the fall; it coincides with the first
stage (mostly prevailing) of natural infections occur-
ring during migration of leathoppers Psammotettix ali-
enus to emerged winter wheat stands.

Symptoms of infection in plants of particular varie-
ties appeared in spring, at the early vegetative stage as
different kind of dwarfing, suppressed heading or ear
reduction, leaf yellowing or reddening and necrotic
spots on leaf blades.

The tested winter wheat collection could be divided
into three groups according to severity of principal
symptoms.

The first group comprised varieties with 70 to 90%
height reduction of infected plants. Plants of this group
of varieties failed to head and remained without any
yield. Leaves of virus-infected plants were shorter than
those of healthy plants, with intensive yellowing from
tips and margins, or reddening in some varieties. Many
smaller necrotic spots appeared on their leaf blades that
coalesce into larger areas in the later vegetative stage.
The bulk of the plants of these varieties died before
heading of uninfected controls. Heading was observed
in several plants of three varieties, the ears were se-
verely reduced and without seeds. This group which
included Alana, Asta, Athlet, Brea, Danubia, Ebi, Es-
tica, Hana, Iris, Ko8itka, Livia, Ritmo, Samanta, Sam-
ara, Sida (Fig. 1), Simona, Siria, Sofia, Torysa, Trane,

Vega, Versailles, Vlada and Zdar varieties was classi-
fied as highly susceptible (Tab. 1). As the most suscep-
tible appeared varieties Hana and Versailles with height
reduction reaching 87.8% and 89.3% respectively. The
most severe leal necrotization and fastest dying of en-
tire plants were observed in these varieties.

Varieties with a height reduction of infected plants
up to 60-70% were included in the second group.
Heading occurred in the bulk of these varieties (43—
65%), but their ears were severely dwarfed and sterile.
A small amount of underdeveloped grains was pro-
duced in two varieties only (Rexia and Viginta).
Smaller necrotic spots appeared on leaves. Dying of
infected plants was slower than in highly susceptible
varieties. This group was classified as susceptible, con-
taining the varicties Alka, Blava (Fig. 2), Rexia, Sparta,
Sérka and Viginta (Tab. 1).

The third group contained 10 varieties with a 45 to
60% reduction in the height of infected plants (Tab. 1).
Heading occurred in more than 80% of plants. Their
cars were substantially smaller than in healthy plants,
a part of spikelets was sterile. Grain yield reduction in
infected plants ranged from 82.5 to 92.6%. This group
which included varieties Astella, Boka, Bruneta, Bruta,
Ilona, Ina, Mona, Regina, Saskia and Senta (Fig. 3) was

Fig. 1. Symptoms of WDV infection in very susceptible variety Sida;
uninfected plant on the left
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Table 1. Average values of studied traits characterizing winter wheat response to the infection with WDV in two (1997-1998) or one (1998)

year trials
. Plant height Percent of Grain yield Elisa abs. Degree of

Vakicty cm (1) 100 (1/C).100 | heading plants [ g/plant (1) [ 100 (1/C).100 | 405 nm (1) | susceptibility
Alana 20.6 75.8 2.0 0 100 1.875 A\
Alka 29.2 61.2 55.2 0 100 1.746 S
Asta 213 70.8 0 0 100 1.916 VS
Astella 36.8 453 96.2 1.0 825 1.557 MS
Athlet” 16.9 80.1 0 0 100 1.727 VS
Blava 29.8 60.7 50.6 0 100 S
Boka 39.9 474 89.0 0.9 91.9 MS
Brea® 11.2 83.5 0 0 100 1.593 VS
Bruneta 40.1 489 98.0 0.7 90.1 1.013 MS
Bruta 36.0 513 81.5 0.6 88.6 MS
Danubia 13.9 79.5 0 0 100 1.781 \A
Ebi 26.7 81.5 0 0 100 VS
Estica 17.8 76.3 3.5 0 100 1.600 VS
Hana 8.6 87.8 0 0 100 1.840 VS
Ilona 332 529 97.3 0.8 92.6 1.644 MS
Ina 358 50.7 90.6 1.6 86.3 MS
Iris 137 80.3 0 0 100 VS
Kosutka 15.8 754 0 0 100 VS
Livia 12.0 80.0 0 0 100 \'A)
Mona 329 56.1 91.0 0.6 88.5 MS
Regina 35.8 55:3 92.0 0.7 923 MS
Rexia 228 69.6 46.5 0.1 98.6 1.533 S
Ritmo" 10.8 85.6 0 0 100 1.803 'S
Samanta 14.3 80.1 0 0 100 1.664 VS
Samara 19.1 75.7 0 0 100 VS
Saskia 343 50.8 89.8 1.8 83.3 1.190 MS
Senta 44.1 56.3 98.0 0.8 90.4 1.558 MS
Sida 13.8 81.9 0 0 100 VS
Simona 15.6 80.5 0 0 100 VS
Siria 20.2 754 0 0 100 VS
Sofia 242 71.0 5.0 0 100 Vs
Sparta 39.8 60.9 43.1 0 100 1.695 S
Sarka 274 65.8 553 0 100 1.661
Torysa 16.0 76.4 0 0 100 VS
Trane 15.5 81.3 0 0 100 VS
Vega 16.7 75.1 0 0 100 \A
Versailles® 7.50 89.3 0 0 100 VS
Viginta 33.1 68.5 65.0 0.02 99.7 1.428 S
Vlada 13.5 80.9 0 0 100 1.615 VS
Zdar 11.8 85.1 0 0 100 VS

(I) - infected variant VS - very susceptible

(C) — uninfected variant S - susceptible

JOO - (1/C).100 - percent reduction MS - moderately susceptible

— varieties tested for one year

classified as moderately susceptible. Varieties Astella
and Saskia manifesting the lowest reduction in grain
yield (82.5%, 83.3%) seemed to be the best of this set.

The results of DAS-ELISA demonstrated differ-
ences in relative virus contents in the sap from WDV-
infected wheat leaves among the particular groups, as
determined by absorption values. Average absorbent
value reached 1.747 in highly susceptible, 1.600 in sus-
ceptible and 1.392 in moderately susceptible varieties

CZECH J. GENET. PLANT BREED., 36, 2000: 14

(Tab. 1). A highly significant difference (p = 0.01) in
relative virus content was determined between moder-
ately susceptible and susceptible varieties as well as
highly susceptible ones. The difference between susceptible
and moderately susceptible was insignificant. Relative
virus content in leaves was demonstrated to rise with
increasing susceptibility of varieties. But a possibility
of its use as a reliable indicator of susceptibility and/or
resistance level is disputable for the time being. Analy-



Fig. 2. Symptoms of WDV infection in susceptible variety Blava;
uninfected plant on the left

ses of a larger number of susceptible and resistant ma-
terials could contribute to the solution of this problem.

As indicated by the results of winter wheat testing,
the present Czech registered assortment of winter wheat
does not contain any variety resistant to WDV infection
at an early growth stage. Most of these varieties (24)
are highly susceptible ones in which a 100% loss of
grain yield is caused by the virus. Similar damage oc-
curred in susceptible varieties. Moderately susceptible
varieties (10) after infection at an early stage have some
grain yields of inferior quality. Their yield losses are
lower after secondary infections at a later stage, i.e. in
spring and summer. It is documented by data from
analyses of plants infected in trials carried out for dif-
ferent reasons. In this case, grain yield was reduced by
72% in highly susceptible varieties (10 evaluated), by
35% in susceptible ones (5 evaluated) and by 21% in
moderately susceptible (5 evaluated). Hence moder-
ately susceptible varieties are important for protection

.

Fig. 3. Symptoms of WDV infection in moderately susceptible va-
riety Senta; uninfected plant on the left

against WDV. Their use in the areas with high virus
incidence can be an additional measure to agrotechnical
or chemical measures taken to control WDV,
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HODNOCENI USPESNOSTI HYBRIDIZACE U JARNIHO
JECMENE POMOCI GENETICKEHO MARKERU

EVALUATION OF HYBRIDIZATION SUCCESS IN SPRING BARLEY
BY MEANS OF A GENETIC MARKER

. 2
M. Spunarové', I. Kraus

vy

lAgricultural Research Institute, Ltd., Kromé¥iz, Czech Republic
2Research Institute of Brewing and Malting, Malting Institute, Brno, Czech Republic

ABSTRACT: The SSR marker (Single Sequence Repeat) was used to evaluate success at hybridization of a spring barley
collection cultivated in the Czech Republic. The collection of cultivars was represented by 2-row spring barley cultivars of
Czech breeding — Akcent, Amulet, Forum, Olbram, Rubin, Viktor, Slovak cvs. — Kompakt, Sladko, German cvs. — Krona,
Scarlett, and Danish cv. Caminant. The SSR marker is situated in the area of starch synthase locus (HVWAXY) which may
be detected with primers 5’ AAGACGTGGTGTTCGTGTG3' and 5’ATGGTTCCAGGGGTAAGTTC3'. These primers detec-
ted in the locus HVYWAXY the SSR marker in size 190 bp in cultivars of malting barley Akcent, Forum, Krona, Viktor,
Scarlett, Caminant, Amulet, Kompakt, Olbram and Rubin, which were used for hybridization as mother components, and 205 bp
in variety Sladko used as a father component. As this marker manifests co-dominant fashion of inheritance, both forms were
detected in hybrid grains obtained from successful combination. If the combination manifested as unsuccessful, probably
self-pollination came into existence and only the mother form occurred. Application of this marker is advantageous for
evaluation of hybridization already in the phase of developed leaves, which enables to work with much lower amount of
individuals (if the self-pollinated ones were excluded) at the early stages of breeding process and contributes to acceleration
of selection as a decisive phase during the breeding process.

Keywords: barley; hybridization; SSR marker

ABSTRAKT: Pro vyhodnoceni tisp&$nosti hybridizace souboru odriid jarniho jeémene p&stovanych v CR, reprezentujicich
nejlepsi dvoutadé sladovnické odridy $lechténi Ceského — Akcent, Amulet, Forum, Olbram, Rubin, Viktor, slovenského —
Kompakt, Sladko, némeckého — Krona, Scarlett a danského — Caminant bylo pouZito SSR markeru (Single Sequence Repeat)
nachdzejiciho se v oblasti lokusu pro g$krobovou syntdzu (HVWAXY), ktery je detekovatelny primery
5’AAGACGTGGTGTTCGTGTG3’ a 5’ATGGTTCCAGGGGTAAGTTC3’. Tyto primery detekovaly v lokusu HVYWAXY
SSR marker o velikosti 190 bp u odrid sladovnického je¢mene Akcent, Forum, Krona, Viktor, Scarlett, Caminant, Amulet,
Kompakt, Olbram a Rubin, které byly pro kfiZeni pouZity jako matefské komponenty, a 205 bp u odridy Sladko pouZité jako
otcovsky komponent. ProtoZe tento marker vykazuje kodominantni zplisob dédi¢nosti, jsou u hybridnich zrn ziskanych z dsp&snych
kombinaci detekoviny obé& formy. U kombinaci nedsp&¥nych jde o pfipad samoopyleni, kde se fenotypové projevila pouze
matefska forma. Aplikace tohoto markeru je vyhodnd pro zhodnoceni hybridizace jiZ v generaci F1, coZ umoZni v po&éteénich
etapach §lechtitelského procesu pracovat s mnohem niZ§im poétem jedinct (po vylouceni nevhodnych samoopylenych) a pfi-
spéje k urychleni selekce jako rozhodujici faze pfi Slechténi.

Kliovi slova: je¢men; hybridizace; SSR marker

UvoD

Proces $lechténi obecné piedstavuje postup, pfi kte-
rém jsou z vysokého poltu genotypa vychoziho mate-
ridlu selektovani jedinci se §lechtitelsky odpovidajicim
genotypem. Doposud nejispé$néjsi metodou k ziskani
nového materidlu je€mene (i viech ostatnich obilovin)
je hybridizace. Je to potatek zdlouhavé Slechtitelské

price, jejimZ vysledkem je nova odrida, vykonng&jsi
a lepSi neZ odruda stara. Vlastni proces kfiZeni zahrnuje
etapu kastrace a opylovéni matef'skych rostlin. V téchto
etapach dochazi k vytvoreni nového jedince spojenim
samdich pohlavnich bun&k jedné rostliny se samiCimi
pohlavnimi bufikami druhé rostliny.

Po provedené hybridizaci a ziskdni hybridnich zrn
nasleduje pfemnoZovani materidlu v generaci F;. V dal3i

*  Price byla uskutetngna s podporou Ministerstva zem&d&lstvi CR (projekt & EP 7283).
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generaci F, se vysévaji zrna do $ir$iho sponu pro moz-
nost provadéni individudlnich vybért nejlepSich rost-
lin. Potomstva kaZdé rostliny se v generaci F5 vysévaji
oddélené se zafazenim rodicovskych rostlin. VétSinou
aZ v této nebo dal¥i generaci je dostatek jedinci pro
vybér, ktery umozni zhodnotit, zda kiiZeni bylo sprav-
n& provedeno. PiestoZe se slaba a podprimérna potom-
stva vylucuji, pfedstavuje to velké mnoZstvi potomstva
hybridniho, ale i nehybridniho charakteru, které se mu-
si hodnotit, aniZ vime, zda do§lo k nakfiZeni. Urychleni
procesu selekce a umoZnéni tak uZ v polétecnich eta-
pach §lechtitelského procesu pracovat s mnohem niz-
$im poctem jedinci je moZné aplikaci markerd. Tech-
niky, které vyuZivaji tyto markery zejména pro cilenou
selekci v ranych filidlnich generacich, jsou oznacovany
jako ,Marker Assisted Selection” (MAS). Genetické
markery jsou jednozna¢né a rychle detekovatelné vlast-
nosti organismi, které jsou v tésné korelaci s Casto kom-
plexnimi, hospodafsky vyznamnymi vlastnostmi, napf.
kvalita, odolnost (Vejl, 1997). Genetické markery mo-
hou byt zaloZeny na morfologicko-anatomickych vlast-
nostech nebo na biochemickych vlastnostech organis-
ma. Pokrok v oblasti biochemie a molekulérni biologie
umoznil aplikace dalSich typt biochemicko-genetickych
markert zaloZenych na polymorfismu DNA (Williams
et al., 1990). Mezi historicky novéj§i DNA markery
patii markery vyuzivajici polymorfismy v mikrosatelit-
nich oblastech chromozomalni DNA neboli repetici
jednotlivych sekvenci (SSR, Single Sequence Repeat)
(Becker, Huen, 1995; William et al., 1997).

Cilem nasi prace bylo najit vhodny marker, kterym
je moZné charakterizovat velmi rana ontogeneticka sta-
dia u hybridnich zrn a vylou¢it materiély nevhodné pro
dalsi $lechtitelsky postup.

MATERIAL A METODY

Rostlinny materidl a SSR marker

Pro hybridizaci byly pouZity odridy jarniho je¢émene
uvedené v Listiné doporucenych odrid péstovanych
v CR, reprezentované nejlep§imi dvoufadymi sladov-
nickymi odridami §lechténi Ceského — Akcent, Amulet,
Forum, Olbram, Rubin,Viktor, slovenského — Kompakt,
Sladko, némeckého — Krona, Scarlett a danského — Ca-
minant. Jednotlivé odrudy byly vysety po 10 zrnech do
samostatnych nddob a umistény ve skleniku. Osivo ot-
covské odrady Sladko bylo vyseto do péti nadob. Doba
kfizeni v podzimnim obdobi (zafi-listopad) vyZadova-
la prodluZovani svételného dne od 17 do 23 hodin a od
4 do 7 hodin. Rostliny v nadobach byly udrzovany pfi
optimélni pidni vlhkosti a teploté¢ 21-23 °C. Vlastni
kastrace se provddéla na mateiskych rostlindch odstra-
nénim viech tii nezralych prasniki. Vykastrovany klas
se zabalil listovou pochvou a izoloval pergamenovym
saCkem. Treti den po kastraci se prenesly jeden az tfi
pra$niky z otcovskych rostlin a klas se znovu izoloval.

Pro kontrolu dspésnosti hybridizace byl po predcho-
zim ovéfeni zvolen SSR marker nachézejici se v oblasti

lokusu pro Skrobovou syntizu (HVWAXY), ktery je de-
tekovatelny primery S’AAGACGTGGTGTTCGTGTG3’
a 5’ATGGTTCCAGGGGTAAGTTC3'. Tyto primery
detekovaly v lokusu HVWAXY SSR marker o rozdil-
nych velikostech pro odridy pouzité v kfizeni jako ma-
tef'ské a otcovské.

Izolace DNA

Pro izolaci DNA bylo z rodi¢ovskych rostlin ve fizi
sloupkovini odebrano vzdy po jednom listu. Izolace
byla provedena podle standardniho protokolu za pouZiti
Dneasy Plant Mini Kit (Qiagen). Z obilek vytvofenych
na matefskych rostlinach po kfizeni byla DNA izolova-
na obdobnym zpiisobem.

PCR (Polymerase Chain Reaction) a detekce SSR
(Single Sequence Repeat) markeru

PCR amplifikace byla provedena v 2511 objemu za
téchto podminek: 30 ng templitu DNA se 100 uM
dNTPs, 2,5 mM MgCl,, 20 ng kazdého primeru, 1,6 Taq
DNA polymerazy (Promega). Reakce byla provedena
na termocykleru PTC 200 (MJ Research) za téchto re-
ak¢nich podminek: dvodni denaturace pii 94 °C po do-
bu 2 min, 40 cykla pfi 92 °C (1 min), 58 °C (1 min),
72 °C (1 min). Reakce byla ukonéena extenzi pti 72 °C
po dobu 5 min.

Amplifikacni produkty byly separovany na 2% aga-
rézovém gelu, obarveny ethidium bromidem a vyhod-
noceny na UV-transiluminétoru.

VYSLEDKY A DISKUSE

Vysledky analyz hybridnich zrn ziskanych po pro-
vedené hybridizaci jsou uvedeny v tab. 1. Z oznace-
nych kombinaci kiiZeni je vidét, Ze pro opyleni bylo
pouzito jediného otce. Vybér odriady Sladko jako ot-
covského partnera pro vSechny kombinace byl u¢inén
na zédkladé dat ziskanych z analyzy DNA 13¢lenného
souboru odrid, kde tato odriida vykazala nejvétsi stied-
ni genetickou distanci (D = 0,237). Naopak nejtésnéjsi
genetickou pribuznost (D = 0,013) mély odridy Krona
a Caminant (Kraus, Spunarové, 1998; Kraus et al., 1999).
Kontrola hybridizace pomoci SSR markeru ukazala, ze
ne u viech kombinaci do$lo k nakiiZeni (ispé$né kom-
binace jsou oznaceny kfizkem, kombinace, u kterych
nedoslo k nakfiZeni, znaménkem minus). ProtoZe tento
marker vykazuje kodominantni zptisob dédi¢nosti, jsou
u hybridnich zrn ziskanych z tspéSnych kombinaci de-
tekovany obé formy. Obdobné pouziti kodominantniho
DNA markeru uvadéji Weising et al. (1995) a Paltridge
et al. (1998). U kombinaci netisp&$nych (oznalenych
minus) jde o pfipad samoopyleni, kde se fenotypové
projevila pouze mateiska forma. Skute¢nost, Ze u né-

kterych kombinaci nedoSlo k nakfiZeni, je mozZné vy-

CZECH J. GENET. PLANT BREED., 36. 2000: 5-9



Tab. 1. Hodnoceni hybridizace SSR markerem pro lokus HVWAXY —
Evaluation of hybridization by SSR marker for locus HVWAXY

’ Oznaceni Lo 8
oo emien | wata® | ovect | SEER D)
1 5x123 Akcent Sladko -
2 5x 123 Akcent Sladko -
3 12 x 128 Forum Sladko -
4 38 x 132 Viktor Sladko +
5 38 x 132 Viktor Sladko +
6 37 x 101 Viktor Sladko +
7 47 x 102 Scarlett Sladko -
8 61 x 131 Amulet Sladko -
9 61 x 131 Amulet Sladko +
10 61 x 131 Amulet Sladko -
11 61 x 131 Amulet Sladko -
12 61 x 131 Amulet Sladko -
13 61 x 114 Amulet Sladko +
14 6l x 114 Amulet Sladko +
15 61 x 114 Amulet Sladko +
16 62 x 110 Amulet Sladko +
17 77 x 131 Kompakt Sladko -
18 77 x 131 Kompakt Sladko -
19 77 x 131 Kompakt Sladko -
20 77 x 131 Kompakt Sladko -
21 76 x 131 Kompakt Sladko +
22 93:x 125 Rubin Sladko +
23 93 x 125 Rubin Sladko +
24 98 x 126 Rubin Sladko +
25 98 x 126 Rubin Sladko +
26 98 x 126 Rubin Sladko +
27 98 x 126 Rubin Sladko +
28 98 x 126 Rubin Sladko +
29 98 x 126 Rubin Sladko +
30 98 x 126 Rubin Sladko +
31 21 x 118 Krona Sladko 0
2 81 x 130 Olbram Sladko 0
33 57 x 115 Caminant Sladko 0

* Cisla rostlin jednotlivych odrud vysetych v niadobich — Plant num-
bers of the varieties sown into plots: Akcent 1-10, Forum 11-20,
Krona, 21-30, Viktor 31-40, Scarlett 41-50, Caminant, 51-60,
Amulet 61-70, Kompakt 71-80, Olbram 81-90, Rubin 91-100,
Sladko 101-110, Sladko 111-115, Sladko 116-117, Sladko 18-
126, Sladko 127-133

1 Y G 3
sample no., “designation of crossed plants, “mother, *father,
& 6

crossed, “not crossed

svétlit pozde provedenou kastraci, kdy prasniky na ma-
tefské rostling byly natolik vyzralé, Ze samoopylily bliz-
nu. V tabulce jsou uvedeny i planované kombinace Kro-
na x Sladko, Caminant x Sladko, Olbram x Sladko,
které se vibec neuskuteénily z diivodu zcela sterilnich
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klask matky. Divodem neidspésnosti bylo zfejmé ob-
dobi podzimnich mésict, za kterych bylo kifZeni vyjimec-
né uskutedn&no, navic podminky sklenikového prostie-
di, které i pii dosvétlovéani neposkytly dostatek svétla
pro optimdlni vyvoj rostlin. Ke sterilité véSinou nedo-
chézi pfi hybridizaci provadéné podle osvédéeného po-
stupu s vysevem do volné pudy a kiiZenim v pribéhu
mésice kvétna (Spunar, 1979).

Pro dcely ovéfovini dspénosti hybridizace jarniho
je¢mene byla potvrzena moZnost vyuZiti DNA markeru
detekujiciho polymorfismus v mikrosatelitni oblasti na-
chazejici se ve vazbé s genem pro Skrobovou syntazu
(sila vazby nebyla v této praci prokazovana). Prednosti
tohoto markeru je, Ze pro potiebu sledovani tspésnosti
hybridizace neni potiebné posuzovat jeho vazebnou si-
lu ke konkrétnim znakim. Informacni vytéZnost o pre-
nosu vyznamnych znakl z rodi¢i na filidlni generace
je v8ak velmi spekulativni. Pro potiebu sledovini pie-
nosu konkrétnich vlastnosti z rodict na potomstvo je
vSak nutné pracovat s markery, které jsou v silné vazbé
s témito vlastnostmi. Takto byly vyuzity RFLP marke-
ry pro komplex Mla lokust determinujicich rezistenci
k Erysiphe graminis (padli travni) u je¢mene (Czem-
bor, Talbert, 1997), AFLP markery (Schwarz et al.,
1999) nebo RAPD markery pro stejnou rezistenci, ale
zalozenou na dosud nejucinnéj$im genu mlo (Manni-
nen et al., 1997). Obdobné i pro dal§i vyznamné cho-
roby je¢mene Pyrenophora teres a rez je¢nou (Pucci-
nia hordei) u donort z DH linii a nositeli v generacich
F, byly vyuzity RFLP markery (Richter et al., 1998;
Ivandic et al., 1998). Rovnéz byly vyuzity RAPD mar-
kery pro detekei rezistence k viru Zluté mozaikovitosti
je¢mene zaloZené na genu ymd (Weyen et al., 1996)
a kodominantni PCR-marker pro gen Yd2 (rezistence
k viru Zluté zakrslosti jeémene) metodou AFLP (Pal-
tridge et al., 1998). MAS se zacina uplatiiovat nejen
pro sledovani pfenosu gent rezistence k patogentim,
ale i pro sledovéni sladaisky vyznamnych znaku, jako
je obsah beta-glukant, Kolbachovo Cislo, friabilita, vis-
kozita, extrakt (Poulsen et al., 1996). Tuto perspektivu
ucinnéjsi selekce genotypt jeCmene na sladovnické znaky
pomoci markert potvrdili i dal3i autofi (Han et al., 1997,
Lee, Penner, 1997). Podle nejnovéjSich praci autort
Ellis et al. (1999) je mozné pomoci SSR markerti u DH
linii je¢mene definovat lokusy, které podminuji jednotlivé
sladovnické znaky (energie mleti sladu, tfidéni mouky,
friabilita, extrakt, charakter Skrobovych zrn aj.)

Na obr. 1 jsou dokumentoviny analyzované rostliny,
véetné rodicu, tj. hybridniho mateiského a otcovského
fenotypu. Vzorky rodici separované na agar6zové
elektroforéze soucasné se vzorky DNA markeru jako
velikostniho standardu (50, 150, 300, 500, 750, 1 000 bp)
maji velikost SSR markeru 190 bp u odrid sladovnic-
kého je¢mene Akcent, Forum, Krona, Viktor, Scarlett,
Caminant, Amulet, Kompakt, Olbram a Rubin, které
byly pro kfiZeni pouzity jako matetské, a 205 bp u od-
rady Sladko, kterda byla pouZita jako otcovska. Na
snimcich jsou piiklady nékterych uspéSnych kiiZeni,
kde doslo k opyleni otcovskym pylem, vykazujicich
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Obr. 1. Hodnoceni uspésnosti kiizeni pouZitim SSR markeru spojeného s lokusem HVWAXY — Evaluation of hybridization success by
utilization of SSR marker for locus HVWAXY

Hybridni fenotyp — asp&né kiiZeni (+), fenotyp matky — netspéiné kiZeni (-), rodiCovské odridy, velikostni marker 1000, 750, 500, 300,
150, 50 bp (M) — Hybrid phenotype — succesfull hybridization (+), phenotype of mother - non successful hybridization (-), parental varieties,
size marker 1000, 750, 500, 300, 150, 50 bp (M)

Vzorky zleva — kombinace kiiZeni (rostliny): 1 (=) Akcent x Sladko /5 x 123/, 2 (+) Viktor x Sladko /38 x 132/, 3 (=) Scarlet x Sladko /47 x
102/, 4 (=) Amulet x Sladko /61 x 131/, 5 (=) Amulet x Sladko /61 x 131/, 6 (+) Amulet x Sladko /61 x 114/, 7 (+) Amulet x Sladko /62 x
110/, 8 (M), 9 (+) Kompakt x Sladko /76 x 131/, 10 (+) Rubin x Sladko /98 x 126/; rodicovské odriidy — mateiské: 11 Akcent, 12 Forum,
13 Krona, 14 Viktor, 15 Scarlett, 16 (M), 17 Caminant, 18 Amulet, 19 Kompakt, 20 Olbram, 21 Rubin; otcovské: 22 Sladko, 23 kontrolni
PCR bez polymerizy. 24 (M)

Samples from left — cross combination (plants): 1 (=) Akcent x Sladko /5 x 123/, 2 (+) Viktor x Sladko /38 x 132/, 3 (=) Scarlet x Sladko
/47 x 102/, 4 () Amulet x Sladko /61 x 131/, 5 (=) Amulet x Sladko /61 x 131/, 6 (+) Amulet x Sladko /61 x 114/, 7 (+) Amulet x Sladko
/62 x 110/, 8 (M), 9 (+) Kompakt x Sladko /76 x 131/, 10 (+) Rubin x Sladko /98 x 126/; parental components — mother: 11 Akcent, 12 Forum,
13 Krona, 14 Viktor, 15 Scarlett, 16 (M), 17 Caminant, 18 Amulet, 19 Kompakt, 20 Olbram. 21 Rubin; father: 22 Sladko, 23 control PCR

without polymerase, 24 (M)

vzdalenosti obou forem o velikosti 190 i 210 bp. Zn4-
zornéni neuspésnych kiizeni (napi. vzorky ¢.1, 3, 4, 5)
vzniklych samoopylenim odpovida matefskému fenoty-
pu SSR markeru 190 bp.
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Z VEDECKEHO ZIVOTA

Lucerne and Medics for the XXI Century

Pod vySe uvedenym nazvem se ve dnech 13. aZ 16. za-
i 1999 konalo v italském mésté Perugia jiz XIII. zase-
dani Eucarpia — Medicago Group. Jednani konference
v mnohém navazovalo na pfedchozi setkéni této pracovni
skupiny, uskutecnéné v roce 1996 v Brné a Troubsku.
Organizatofi v ele s prof. Veronesim vytvorili Gcast-
nikiim konference piijemné pracovni prostiedi.

Jednani konference bylo rozdéleno do ¢tyf sekci, ve
kterych zazn&lo vice neZ 25 referati a koreferatu a bylo
prezentovano pies 40 posterovych sdéleni. Konference se
zucastnilo 50 védeckych a vyzkumnych pracovniki
a Slechtiteltl nejen z evropskych zemi, ale i z USA,
Kanady, Japonska a dalSich mimoevropskych zemi.
Odborna naplii jednotlivych sekci byla zaméfena na
aktudlni trendy ve $lechténi i vyuZivani vojtésky i dal-
§ich druht rodu Medicago.

V prvni sekci vénované hodnoceni odrid a geno-
vych plazem byly mimo jiné uvedeny vysledky z riz-
nych evropskych lokalit dokumentujici nejen vyznam
vojtésky, ale také jeji velkou plasticitu a vhodnost i do
extrémnich podminek. Do této sekce byl zafazen i pfi-
spévek Ing. Jifiho Babince, CSc., z firmy AGROGEN
Troubsko, pfiblizujici vysledky smésného péstovani
vojtésky s travami a jetelem luCnim.

Druha sekce byla vénovana genetice a Slechténi. Vedle
nékterych klasickych pfistupt ke tvorbé nového mate-
ridlu (napf. vicese¢nost, tolerance k zasoleni apod.) za-
ujal predevsim prispévek prof. Ing. Oldficha Chloupka,
DrSc. (MZLU Brno), o selekci na velikost kofenového
systému a samoziejmé i piispévky o tvorbé& transgen-
nich odrid vojtésky. V této oblasti 1ze zacdtkem pristi-
ho stoleti ocekavat povoleni prvnich transgennich od-
rid s vnesenymi novymi vlastnostmi (napf. zvySeni
tvorba enzymu, rezistence k biotickym &initelim, tole-
rance k abiotickym stresim). Pfedev§im komer¢ni vy-
zkum Slechtitelskych a semenafskych firem zazname-
nava v této oblasti rychly vyvoj. V posterové &asti této
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sekce byl prezentovén piispévek autora tohoto sdéleni
ve spoluautorstvi RNDr. M. Smolikové s vysledky
identifikace odrad vojtésky pomoci RAPD markert.

Picninafska kvalita a vyuZiti vojtésky byly tématem
tfeti sekce. Mimo pfispévky zaméfené na moZnosti se-
lekce materidlu s vys§i stravitelnosti ¢i rychlejsi degra-
daci proteini vyvolal diskusi pfispévek italskych auto-
i, shrnujici poznatky o dehydrataci vojtésky. Systém
suseni vojté§kové biomasy a vyroba granulovanych ¢i
balikovanych produkti ma nejen v Itdlii, ale také ve
Francii a Spanélsku velkou tradici. Diskutabilni je pie-
dev§im ekonomika takovéto vyroby. Ital§ti kolegové
nejen na konferenci, ale i pfi ndsledné navitévé jedné
z dehydrataCnich tovéren potvrdili, Ze bez relativné vy-
sokého pfispévku ze zdroji Evropské unie by takova
vyroba nebyla moZna.

Posledni sekci vénovanou méné tradi¢nim druhim
z rodu Medicago uvedl pfednia¥kou vykonny sekretdf
North American Alfalfa Improvement Conference
(NAAIC) Dr. Bauchan. Siroké vyuziti jednoletych dru-
hit Medicago v USA je inspiraci i pro Evropu.

Na zéavé€re¢ném business meetingu byl zvolen novy
vybor této pracovni skupiny. Pfedsedou se stal Dr. Huyg-
he z INRA Lusignan, mistopfedsedy pani Scotti z Itélie
a prof. Chloupek z CR. Clenové pracovni skupiny vy-
jadrili zajem o otevienou spoluprici se viemi zdjemci
o danou skupinu plodin. Navazana spoluprice mezi ev-
ropskymi odborniky a jejich kolegy ze zamofi sdruzeny-
mi v NAAIC muZe pfispét k prohloubeni znalosti
o téchto zemédélsky dilezitych plodinach.

Pii navstévé experimentalnich stanic, Slechticich
vojt&sku, jsme se s kolegy z Ceské republiky znovu
piesvédCili nejen o ponékud odli¥nych $lechtitelskych
a manaZerskym piistupech pfi tvorb& novych odrud, ale
i 0 tom, Ze droven Ceského Slechténi a semenéafstvi i cel-
kové troveii technologie péstovani v ni¢em nezaostavé
za evropskym standardem.

RNDr. Jan Nedélnik, PhD.
Vyizkumny tistav picnindfsky, spol. s r. o., Troubsko
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DETEKCE POLYMORFISMU DNA U BRAMBOR
TECHNIKOU RAPD’

DETECTION OF DNA POLYMORPHISM IN POTATO CULTIVARS
USING RAPD TECHNIQUE

H. Polzerova, J. Ptacek

Potato Research Institute, Ltd., Havli¢kiiv Brod, Czech Republic

ABSTRACT: The RAPD procedure was used to study genetic diversity of 30 potato (Solanum tuberosum) genotypes,
representing mainly Czech potato cultivars. Genomic DNA was isolated by five methods and these techniques were compared.
These DNA were used as template in RAPD amplification and no variations in the banding patterns were found between
reactions made from various DNA extractions. Some variations between RAPD products were observed when different DNA
polymerases were used. Therefore, it's necessary to focus on this problem during optimization of RAPD procedure. Ampli-
fication with six decamer primers generated 66 DNA fragments, ranging in size from 178 bp to 1847 bp, of which 46 were
polymorphic products. The similaritics of RAPD profiles were estimated by the Jaccard’s coefficient and then the data were
processed by cluster analysis (UPGMA). Each genotype was identified and distinguished from the others. Our results indicate
that RAPD technology is a rapid technique usable for identification of potato genotypes.

Keywords: potato; Solanum tuberosum; DNA polymorphism; RAPD; cultivar identification

ABSTRAKT: Genetick4 diverzita 30 genotypt bramboru (Solanum tuberosum), reprezentujicich pfevazné ceské odrtdy, byla
hodnocena pomoci techniky RAPD. Amplifikaci se $esti dekamerickymi primery bylo vytvofeno 66 fragmenti DNA, z toho
46 bylo polymorfnich. Velikost amplifikacnich produkti se pohybovala v rozmezi od 178 do 1847 bp. K hodnoceni podob-
nosti RAPD profili byl vyuZit Jaccardiv koeficient, a takto ziskand data byla ddle postoupena klastrové analyze (UPGMA).
KaZdy genotyp byl identifikovén a rozli$en od ostatnich. Nade vysledky naznacuji, Ze metoda RAPD je rychla technika, kterd

by se mohla vyuzivat pfi identifikaci genotypi brambor.

Klicova slova: brambory; Solanum tuberosum; polymorfismus DNA; RAPD; identifikace odrid

UVOD

Soucasny sortiment odrid brambor povolenych v CR
zahrnuje 91 odrid, z toho je 30 odrid Ceskych. Tyto
odridy jsou popsdny pomoci morfologickych a hospo-
daiskych znakt. Pro ptesnou a rychlou identifikaci ne-
zndmého vzorku se vSak tato charakteristika ukazuje
jako nedostate¢na. S pokroky v molekulérni biologii je
zavadéna fada molekularnich a biochemickych technik,
které se staly G¢innym ndstrojem stanoveni genetické
rozdilnosti a umoziiuji proto charakterizaci genotypu.
Mezi prvnimi byly vyvinuty techniky zaloZené na poly-
morfismu proteini. Nevyhodou analyzy polymorfismu za-
sobnich bilkovin a izoenzymu je to, Ze jsou dostupné
pouze pro limitované mnoZstvi genii a jsou ovlivnéné vy-
vojovym stadiem rostliny (Desborough, Piloquin, 1968).
DalSimi technikami, u nichZ je identifikace genotypu
zaloZena jiz na DNA markerech, jsou techniky RFLP
(restriction fragment length polymorphism) a AFLP (am-
plified fragment length polymorphism). Analyza poly-
morfismu restrikénich fragmentd (RFLP) vyZaduje re-

lativné velké vzorky a otestovani je technicky i Casové
velmi néro¢né (Gebhardt ez al., 1989). Podobné analy-
za polymorfismu délky amplifikovaného fragmentu je
materidlové pomérné naro¢na a navic je patentem fir-
my Keygene (Holandsko), coZ dovoluje jeji pouZiti pouze
pro laboratorni a védecké tcely. Dalsi u€inna a znaCné
rozvijena je technika analyzy mikrosatelitnich sekvenci
nebo téZ jednoduchych repetitivnich sekvenci (SSR).
Jedna se o kratké sekvence jednoho aZ péti nukleotidi,
které se tandemové opakuji a jsou rovnomérné rozpty-
leny v eukariotickém genomu. Tyto sekvence s kodo-
minantni dédi¢nosti se vyznacuji hojnosti a polymorfis-
mem, ktery spoCivd ve variabilnim poctu repetitivnich
elementu. Tento pfistup je zaloZen na metodé PCR (po-
lymerase chain reaction) a vyZaduje proto znalost sek-
vence DNA, aby bylo moZné navrhnout pfislu$né pri-
mery (Ramel, 1997).

S témito limitujicimi faktory se nesetkdme pii po-
uziti techniky RAPD (random amplified polymorphic
DNA), ktera je zaloZena na amplifikaci genomové DNA
metodou PCR za poufZiti kratkych oligonukleotidi (ob-

*Tato problematika byla feSena s podporou NAZV, &. projektu: EP 9111 (program [ - Podnikatelsky vyuzitelny vyzkum).
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vykle dekamerti) ndhodné sekvence. Vysledkem tohoto
procesu je vznik raznych amplifikaénich produkti, které
tvofi na elekroforeogramu charakteristicky obraz, a ten
je moZné hodnotit (Penner, 1996). Variabilita zji§téna
pomoci RAPD je pomérné vysokd — bez znalosti sek-
vence se analyzuje velky pocet lokusi v jednom vzor-
ku, pficemz dédicnost analyzovanych znaku je dominant-
ni. Vyhodou metody je bezesporu snadnost, rychlost
a technickd nenédro¢nost. Ziejmé proto je metoda hojné
vyuZivana pii identifikaci a studiu genomii riznych druhti
kulturnich rostlin, napf. ryze (Martin et al., 1997), raj-
¢at (Rom et al., 1995), pSenice (Zhang et al., 1996),
fazoli (Bai et al., 1997), mrkve (Nakajima et al., 1997)
a jinych. U druhu Solanum tuberosum je metoda pouZi-
vana a rozvijena fadu let. Mezi prvni publikace o Gsp&s-
ném vyuziti RAPD pfi identifikaci odrud je moZzné za-
fadit préce autort Demeke et al. (1993) nebo Hosaka
et al. (1994) a brzy poté se ,fingerprinting* stava sou-
¢asti celkové charakteristiky nové zavadénych odrad
(Lynch et al., 1994). Metodu vyuZili Paz a Veilleux
(1997) pii studiu genetické vzdélenosti mezi genotypy
monoploidi odvozenych od S. phureja a diploidnimi
heterozygotnimi ,,otcovskymi* rostlinami. Rasmussen
et al. (1997) pouzili RAPD analyzu k charakterizaci
interspecifickych asymetrickych hybridi rodu Solanum.
Mandolino et al. (1996) se zabyvali stabilitou charak-
teristiky RAPD u bramboru srovnavanim vysledku zis-
kanych u hliz a mikrohlizek. U mikrohlizek autofi po-
zorovali odchylku (1 band) od vysledka ziskanych u hliz.
Tento rozdil vysvétluji jako moZnou variaci specific-
kou pro mikrohlizky.

V podminkach nasi republiky dosud nebyly tyto me-
todiky u brambor propracoviny natolik, aby se mohly
rutinné vyuZivat v praxi. Pfitom je identifikace pomoci
genetickych markert velmi Zadana. Nase studie posky-
tuje protokol pro rutinni provedeni RAPD reakce a nase
zkuSenosti s touto metodou, které jsme ziskali testova-
nim 30 odrd brambor.

MATERIAL A METODY

Rostlinny materiél

Polymorfismus DNA jsme zjiStovali u 30 odrid re-

gistrovanych v CR:

a) velmi rané: Karmela, Koruna, Krasa, Krystala, Sati-
na, Vera, Rosara a Impala

b) rané: Karin, Kobra, Kreta, Veronika, Vilma, Secura
a Dali

c) polorané: Kerkovské rohli¢ky, Korela, Krista, Tara
Velox, Vladan, Granola a Folva

d) polopozdni: Amylex, Javor, Ornella, Pacov, Zlata,
Saturna a Asterix.

Izolace DNA

DNA byla extrahovina z nadzemnich &asti rostlin
(in vitro, sklenik, pole) a z hliz. Bylo pfi tom porovna-
vano pét raznych postupt izolace DNA:

12

1) izolace genomové DNA podle autori Saghai-Maroof
et al. (1984), kterd vyuZiva cetyltrimetylamonium
bromid (CTAB) k extrakci DNA a RNazu k odstra-
néni RNA a ssDNA;

2) metoda izolace DNA podle autori Demeke et al.
(1993), kterd vyuziva podobny princip (s drobnymi
odchylkami) jako metoda (1) a je optimalizované pro
mensi objemy vychoziho materialu;

3) izolace genomové DNA podle autord Deragon et al.
(1992), vyuzivajici celuldzu a macerdzu k naru$eni
bunécné stény, DNA je po lyzi bunék vysrdZena
amonium acetitem a isopropanolem;

4) Plant DNA Isolation Kit (Boehringer Mannheim);

5) Dneasy Plant Mini Kit (Qiagen).

Metoda RAPD

Amplifikacni reakce byla uskute¢néna v objemech
25 ul a obsahovala 200 ng templatové DNA, 200 pM
kazdého nukleotidu dATP, dCTP, dGTP a dTTP (Sig-
ma), 3,2 uM primeru (IDT — Integrated DNA Techno-
logies, Inc.), 1x DyNAzymeTM II polymerazovy reakc-
ni pufr (10mM Tris-HCI, pH 8,28 pfi 25 °C, 1,5mM
MgCl,, 50mM KCl a 0,1% Triton X-100), 0,7 U Dy-
NAzymeTM II polymerazy (Finnzymes).

Reakce RAPD probihala v termocykleru PTC-100,
kde byl naprogramovan tento pribéh reakce: pocatecni
denaturace 3 min pfi 94 °C, nasledovalo 41 cykld 1 min
pii 94 °C, 1 min 40 s pfi 37,5 °C a 2 min pii 72 °C;
zévéreénym krokem bylo 10 min pifi 72 °C a ndsledné
chlazeni na 4 °C. PouZité primery jsou uvedeny v tab. 1.

Elektroforéza byla provedena v 1,2% agar6zovém
gelu, ktery obsahoval 0,25 pg/ml ethidium bromidu.

Statistické vyhodnoceni

Data byla ziskéna uréenim piitomnosti (1) ¢i absence
(0) produktu RAPD na gelu. Podobnost takto popsanych
odrid byla pocitina pomoci Jaccardova koeficientu

Tab. 1. Sekvence pouzitych primeru a vysledky amplifikace DNA
z 30 vybranych odrid brambor - Sequences of the used primers and
results of DNA amplification of 30 selected potato cultivars

Primer! Sekvence? 5’ - 3’ SR s
celkem® | polymorfnich’
308 AGCGGCTAGG 12 8
131 GAAACAGCGT 9 8
184 CAAACGGCAC 13 8
SC10-4 TACCGACACC 14 8
P71 GCATCTACGC 8 6
P72 CGGCCACTGT 10 8

308, 131, 184 (Demeke ef al., 1993); SC10-4 (Waugh et al., 1992);
P71 a P72 jsou ndhodné zvolené sekvence — P71 and P72 are random
chosen sequences

lprimers. 2sequence. 3bands scored, *total, 5polymorphic
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Podobnost Jaccardovych koeficientit

0,4

Obr. 2. Odlieni odrud pomoci primeri
SC10-4 a P72 - Distinction of potato culti-
vars using primers SC10-4 and P 72
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jinych primert (napf. SC10-4, P72, 308) jsou zna¢né
polymorfni a vhodné pro identifikaci. Celkem bylo
s pouZitim Sesti primera amplifikovano 66 produkta,
z toho 46 bylo polymorfnich. VétSina polymorfnich,
niahodné amplifikovanych produkti miaze byt tvofena
u jednoho nebo vice kultivari. Skute¢nost, Ze poly-
morfni produkt byl pfitomen pouze v jednom piipadé,
se v nadich datech nevyskytovala. Nejnizsi sledovany
pocet produktl se rovnal Sesti u primeru SC10-4 (frag-
ment o velikosti 898 pb) a pomérné astym jevem byla
nepfitomnost pouze jednoho bandu. Naptiklad u prime-
ru SC10-4 byl timto bandem u odridy Asterix produkt
o velikosti 341 pb, dile byl tento jev pozorovan u od-
rady Folva za pouZiti primeru 308 (224 pb) nebo u od-
rudy Zlata a primeru 131 (233 pb).

Co se tyce presnosti a reprodukovatelnosti vysledki,
je mozné fici, Ze ve vétsiné pripadu byly vyrazné pro-
dukty opravdu stabilni. Nicméné je nutné podotknout,
Ze jsme se u nékterych primert setkali s urCitou varia-
bilitou (jednalo se zejména o produkty extrémnich ve-
likosti, pod 250 pb a nad 1500 pb), kterd se projevila

_ bud mizenim nékterych produkti pii ndsledném opako-
vani, nebo zménou spektra amplifikovanych produkta
(tzn. amplifikovaly se vZdy shodné produkty, ale razné
intenzivné, coZ se projevilo zménou celkového vzhledu
gelu po obarveni). Vyrazné se to projevilo u primeru
131. Na tento problém naraZi ve svych pracich fada
autort, napi. van Eck et al. (1995), Demeke et al.
(1993) nebo Hallden et al. (1996). Tento jev je vysvél-
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Dendogram sestaveny z 30 vybranych
odrid byl vytvofen pomoci metody
UPGMA (unweighted pair-group method
with arithmetical averages), podkladem pro
jeho sestaveni byla podobnostni matice vy-
pocitand s vyuzZitim Jaccardova koeficientu.
Dendogram ukazuje podobnost RAPD pro-
fila jednotlivych genotypl, které byly
vytvofeny za vyuZziti primerta SC10-4 a P72 -
Dendogram of 30 selected potato cultivars
constructed using UPGMA (unweighted
pair-group method with arithmetical aver-
ages) based on similarity matrix of Jac-
card's coefficients. The dendogram shows
the similarity of RAPD’s profile of selected
genotypes, which were produced by using
SC10-4 and P72 primers

Scale above is the similarity of Jaccard’s
coefficients

lovan méné efektivni amplifikaci sekundérnich a terci-
alnich produkti, coz muZe byt nasledek chybného na-
sednuti nebo slab$i vazby primert v dvodu reakce
k jednomu ¢i vice mistim, a tak je ovlivnén cely pri-
béh reakce (Demeke er al., 1993). Nicméné tento jev
muZe byt minimalizovan standardizaci procesu a pre-
ciznim provedenim. Jak vyplynulo z naSich zku3enosti,
podstatnou tlohu v této problematice hraje pouzita po-
lymeréza, a proto je nutné se pfi standardizaci na tuto
problematiku zaméfit.

Zavérem, po otestovani Casti spektra povolenych od-
rid v CR se zaméfenim na &eské odridy, je moZno
konstatovat, Ze rozliSovani odriid pomoci RAPD se
ukazuje jako mozné.

Podékovéni

Na$e podé&kovani patii Mgr. Pavlu Lizalovi za spo-
lupréci pfi statistickém hodnoceni.
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v Ceskoslovensku. V letech 1964-1966 byl vedoucim
oddéleni genetickych zdroji a taxonomie v odboru ge-
netiky a Slechténi. VSestranné zhodnoceni genetickych
zdroju pSenice, mj. z hlediska genealogie, biologickych
znakl a vyuZiti u nds, bylo také tématem jeho Uspés$né
obhdjené kandidatské (1963) i doktorské (1985) diser-
taéni price.

U jubilanta byla ocenoviéna jeho tzkd spoluprice se
Slechtitelskou a zemédélskou praxi. Rozhodujicim zpu-
sobem tak ovliviioval vyuZivani vybranych zdroji pro
Slechténi i pro pfimé vyuZiti v prvovyrobé. Podilel se
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tak na zavadéni zahrani¢nich odrad do praxe i jako spo-
luautor na vyslechténi fady naSich odrud pSenice a lus-
kovin.

Ing. Ivo Bare§, DrSc., ma velkou zasluhu na tom, Ze
se ve VURV podafilo v roce 1988 vybudovat narodni
genovou banku. V souvislosti s tim byl autorem kon-
cepce dlouhodobého skladovani genovych zdroji, vy-
budoval zéklady informac¢niho systému genovych zdroja,
opakované publikoval rozsahlé indexy seminum a po-
dilel se na vydani celkem 23 klasifikatora. Ing. Ivo
Bares, DrSc., publikoval témér 200 puvodnich védec-
kych a odbornych ¢lankt a nékolik kniznich publikaci.
ZaslouZil se vyrazné o rozvoj mezindrodni spoluprice
pii studiu a vyuziti genovych zdroji. Dlouha léta pra-
coval v odboru rostlinné vyroby CSAZ, vedl komisi
genetiky a Slechténi, byl ¢lenem nékolika redakénich
a Slechtitelskych rad, statni odridové komise a Clenem
védeckych rad nékolika dstavii. Jeho price v CSAZ by-
la také ocenéna nékolika plaketami a Cestnymi uznani-
mi. Bohata byla i jeho pedagogicka ¢innost v Institutu
tropického a subtropického zemédélstvi Ceské zemé-
délské univerzity v Praze i vychova novych védeckych
pracovnika.

Uspésna Cinnost Ing. Ivo Barede, DrSc., zasahovala
i do jinych oblasti rostlinné vyroby a dodnes jsou vy-
sledky jeho prace ocenovany jak doma, tak 1 v zahra-
ni¢i. Stal se tak uzndvanou védeckou osobnosti. Vy-
sledky jeho vyzkumné price vyznamnym zpusobem
ovlivnily u nés studium genetickych zdroji kulturnich
rostlin. Patfi pravem mezi pfedni pracovniky naseho
zemédélského vyzkumu.

Do dalSich let Zivota mu jménem vSech kolegl a pritel
piejeme hodné zdravi a tvarci energie.

Doc. Ing. Frantisek Vrkoc¢, DrSc.
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INFORMACE - STUDIE - ZPRAVY

GENETICKA TRANSFORMACE PICNICH
A TRAVNIKOVYCH TRAV

GENETIC TRANSFORMATION OF FODDER AND AMENITY GRASSES

J. Janeéekl, L. Ohnoutkovi’

! Plant Breeding Station, Hladké Zivotice, Czech Republic
2 Institute of Experimental Botany, Academy of Sciences of the Czech Republic, Olomouc,
Czech Republic

ABSTRACT: Current grass plant breeding is focused on looking for new sources of genetic variability to establish new
varieties with improved agronomic characters. Essential and sufficient sources are listed varieties, ecotypes and land races,
interspecific and intergeneric hybridisation in many grass species. Genetic transformation is a new way to change grass
genome by introgression of genes from distant or not related grass species or foreign genes. Agrobacterium mediated
transformation of recalcitrant monocotyledonous species, forage and amenity grasses included, was not possible but in the
last ten years an alternative transformation procedure has been developed. The first step for genetic transformation is
development of an efficient regeneration system from embryogenic protoplast or suspension cultures for each grass species.
These systems have been developed for Lolium perenne, L. multiflorum, L. temulentum, Festuca pratensis, F. rubra and F. arun-
dinacea, Dactylis glomerata and Agrostis palustris during the last ten years. Recent grass transformation programmes have
been based on development of protocols for incorporation of reporter and selection genes (gus A, bar, hpt, kanamycin, luc),
but not yet for genes with agronomic importance (Table I).

Keywords: grasses; fodder and amenity grasses; genetic transformation; resistance; selection; Lolium; Festuca; Agrostis;
Dactylis

ABSTRAKT: Literdrni pfehled o genetické transformaci picnich a trdvnikovych trav uvadi souasny stav vyuZiti genetickych
transformaci u nékterych hlavnich picnich druht, zejména jilku mnohokvétého a vytrvalého (Lolium perenne, L. multiflorum),
kosttavy luéni, Cervené a rdkosovité (Festuca pratensis, F. rubra a F. arundinacea), a u sthy (Dactylis glomerata) a u trav-
nikovitych trav, zejména u jilku vytrvalého (Lolium perenne), kostfavy ervené a rakosovité (Festuca rubra, F. arundinacea)
a psinecku bahenniho (Agrostis palustris). Jsou uvedeny hlavni §lechtitelské cile a skupiny gent, které by pomoci genetickych
manipulaci tyto cile mohly v budoucnu naplnit. Pfehled uvadi doposud uZivané metody a zpusoby genetické transformace
trav a vysledky, jakych bylo dosaZeno.

Kli¢ovi slova: travy; picni a travnikové trivy; genetické transformace; transgenoze; rezistence; selekce; Lolium; Festuca;
Agrostis; Dactylis

LIAY0)))

Travy jsou mimofadné duleZitou sloZkou vegetacni-
ho krytu a zemédélsky vyuZzivané krajiny. NejduleZit&j-
§imi zemédélsky i nezemé&dé&lsky vyuZivanymi druhy
jsou v soucasnosti jilek mnohokvéty (Lolium multiflo-
rum), jilek vytrvaly (L. perenne), kostfava lu¢ni, Eerve-
na a rdkosovita (Festuca pratensis, F. rubra, F. arun-
dinacea), hybridy jilki a kostfav (Festulolium), srha
fiznaCka (Datylis glomerata), lipnice lu¢ni (Poa pra-
tensis), bojinek lucni (Phleum pratense) a psinecky
(Agrostis sp.). Soucasné §lechténi trav je podle zplisobu
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vyuziti jednotlivych druhi zaméfeno dvéma sméry — na
Slechténi picnich odrud trav a travnikovych odrud trav.
U picnich trav je hlavnim cilem §lechténi tvorba vyno-
sové stabilnich odrid s vysokou stravitelnosti a kon-
verzi Zivin, vytrvalosti a odolnosti k biotickym a abio-
tickym faktorm, a to zejména u jilku, kostfav a jejich
hybridd, srhy a bojinku. Slechténi travnikovych trav je
zaméreno na rozhodujici vlastnosti novych odrid, jako
je nizka produkce biomasy, barva, hustota a pevnost
drnu. Velmi duleZitou vlastnosti je odolnost k biotickym
faktoriim (chorobdm a $kiidctim) a abiotickym streso-
vym faktorim (odolnost k se§lapavani, Castému sese-
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kavéni, suchu, vlhku, zasoleni apod.), zejména u jilku
vytrvalého, lipnice, uzkolistych druhii kostfav a psine¢-
kii. Dokladem vyznamnosti picnich a travnikovych trav
mohou byt tyto udaje: v souCasnosti (k 1. 7. 1999) je
v LPO zapsino 164 odrud trav 26 druhi. Rocné se
u nas vyrabi a proda cca 6 000 aZ 8 000 tun osiv trav
a exportuje se cca 4 500 tun trav v hodnoté 6 az 7 mil.
USD. Vyméra trvalych travnich porosti predstavuje
plochu 786 000 ha.

Slechtitelské cile z pohledu genetickych transformaci

K soucasnym perspektivim Slechténi trav patfi:

U picnich trav je to zejména manipulace s geny,
které ovliviiuji:

— sezonni dynamiku vynosu, zejména geny fidici jarovi-
zaci a kveteni, geny fidici reprodukci, zejména inkom-
patibilitu a apomixii, geny fidici fotosyntézu a starnuti,
distribuci asimilati a jejich pfeménu na primarni
a sekundarni metabolity;

— kvalitu vynosu, zejména stravitelnost a naslednou
konverzi Zivin, coZ souvisi se sloZenim bunécné ste-
ny, lignifikaci a celkovym metabolismem a vhod-
nym pomérem proteini a cukri, fenolickych latek
a jejich sloZenim a degradaci;

— reaktivitu na biotické a abiotické faktory, zejména
distribuci asimilata a jejich pfeménu v zasobni a se-
kundérni metabolity vcetné alelopatickych latek, to-
leranci ke klimatickému stresu, zejména suchu, zimé
a rezistenci k chorobdm a Skidcim.

U travnikovych druhu, kde jsou Slechtitelské cile
diametralné odli¥né, je to manipulace s geny ovliviiuji-
cimi zejména:

— hustotu trsu, vy$ku rustu a toleranci k ¢astému a niz-
kému sesekdvani, tj. s geny ovliviiujicimi tvorbu
a lokalizaci ukladani rezervnich latek ve prospéch
generativniho ristu;

— stile zelenou atraktivni barvu a vzhled, coZ souvisi
s geny kontrolujicimi starnuti (stay-green) listi;

— odolnost ke stresu, zejména suchu a mrazu, choro-
bam a $kadcim;

— odolnost k zatéZi a seSlapavani, zejména listovou ar-
chitekturu, formu rastu a uloZeni meristému, rege-
neracni schopnost, tvorbu odnoZi, typ a obsah vlak-
niny, pomér hemiceluléz a lignoceluldz;

— odolnost a toleranci k herbicidim a latkim znecis-
tujicim Zivotni prostiedi apod.

Vétsina uvedenych cili vSak neni v soucasnosti pomo-
ci genového inZenyrstvi feSitelnd, a proto velmi efek-
tivnim a $lechtitelsky vyuZivanym zpisobem manipu-
lace s geny je introgrese cizorodych gent hybridizaci
a v souCasné dobé pak vzdalenou hybridizaci. U druht
. rodu Lolium a Festuca, u kterych bylo dosaZeno nejpro-
nikavéjSich vysledku, je vyuZitim DNA markert a in
situ hybridizace jiz mozné primo detekovat a selektovat
rekombinované genotypy (Zwierzykowski et al., 1998;
Pasakinskiene et al., 1999; Zeller, 1999). Metoda je
spolu s indukci polyploidie Siroce uZivana v praktic-
kém Slechténi. Piehled o doposud vy$lechténych odru-
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dach na zakladé introgrese gent vzdalenou hybridizaci
v Ceské republice a zejména v Slechtitelské stanici
Hladké Zivotice shrnul Fojtik (1994).

Transformace a kotransformace trav vSak mohou
umoznit mnohem cilenéjsi manipulaci s jednotlivymi
geny a jejich skupinami a cizorodymi geny (Vain et al.,
1995). Souvisi to s rozvojem molekuldrnégenetickych
metod studia genomu trav a identifikaci jednotlivych
gen a jejich skupin (Hayward et al., 1998; Rongli et al.,
1999). V neposledni fadé je to i rozvoj technik umoZiu-
jicich detekci introgrese a transgenoze gent, jako jsou
DNA markery, FISH a GISH, flow-cytometrie a dal$i
metody studia organizace a struktury genomu trav obecné
(Jauhar, Chibbar, 1999).

Metody pouzivané pro vniSeni cizorodé DNA u trav

Souhrn metod transformace jednodéloznych plodin
a jejich vysledky v minulosti shrnuli Vain et al. (1995),
u trav Rybczynski a Kozlowska (1994) a soulasné poz-
natky a aspekty transgenoze pak Ondrej (1999). Vzhle-
dem k tomu, Ze fada krytosemennych rostlin neni citliva
vuci Agrobacterium tumefaciens, byly k vnaseni klono-
vanych gent do trav vypracovany alternativni metody
pfimého a nepiimého vnaSeni DNA.
U pfimych metod je pfenos uskuteciiovan pomoci:
— polyetylenglykolu (polyethylene glycol — PEG) -
permeabilizaci cytoplazmatické membrany
— elektroporace (electroporation — EP) — permeabili-
zaci cytoplazmatické membrany

— mikroprojektilového pfenosu DNA (particle bom-
bardment — PG) — vstielovanim ¢astic kovi obale-
nych DNA

— karbidu kifemiku (silicon-carbide whiskers — SC) —
mechanickym narusenim v roztoku DNA.

U nepfimych metod je pienos uskute¢iiovan pomoci:
— transformace endofyty (endophytes mediated trans-

formation — EM) — transformovanymi endofyticky-

mi houbami
— pomoci Agrobacterium tumefaciens — u picnich

a travnikovych trav (zatim ve fazi experimenti).

U picnich a travnikovych trav je nejcastéji uziva-
nym zpusobem transformace trav pouziti PEG a PG
(tab. 1). K nejnovéjsim zpisobim genetické transformace
picnich a travnikovych trav v§ak mulZe v brzké dobé
patfit vyuziti modifikovaného pfenosu pomoci Agro-
bacterium tumefaciens a nesporné zajimavym zplso-
bem transformace rostlin je vyuZiti transformovanych
endofytnich hub (Bacon et al., 1997).

Pouzivané kultury a pletiva

K tomu, aby pfenos DNA byl tispé3ny, jsou poticbné
funk¢ni indukéni i regeneracni systémy, které musi byt
u jednotlivych druht vypracovany. Zpravidla jsou
k transformaci vyuZiviny modelové linie embryogen-
nich suspenzi s vysokou regeneracni schopnosti, napf.
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Tab. 1. Geneticka transformace picnich a trivnikovych trav — soucasny stav — Genetic transformation of forage and amenily grasses — present state

Druh! Tm"s.f?rzmovmy Geny® Plazmid’ Metoda® Selekce” Vysledek' Reference
material
Agrostis palustris Huds. suspenzni kultura® | gusA, hpt 4 PG hygromycin transgenni rostliny'! Zhong et al. (1993)
(Psinetek bahenni) suspenzni kultura | gusA, hptll pSLIO2011, pBARGUS | PG bialaphos transgenni rostliny Hartman et al.
Dactylis glomerata L. mladé listy* gusA, uidA, bar (PAT)| pAHC25 PG bialaphos Kalus'?, transgenni rostliny | Denchev ez al. (1997)
(Stha Fiznatka) protoplasty hptlV pCIB709 PEG, EP hygromycin transgenni rostliny Horn et al. (1988)
Festuca rubra L. protoplasty gusA, hpt 2 PEG Basta transgenni rostliny Spangerberg er al. (1994)
(Kostfava ervend) suspenzni kultura | gusA, bar (PAT) pDMS803 PG bialaphos transgenni rostliny Gao et al. (1999)
féf’g:;:vgrﬂg:ll;i‘r = protoplasty hpt pGL2 PEG hygromycin transgenni rostliny Wang et al. (1993)
protoplasty hph, bar (PAT) pGL2, pDHbar PEG hygromycin, bialaphos | transgenni rostliny Wang er al. (1992)
suspenzni kultura | gusA, hpt pZ01052 EP hygromycin transgenni rostliny Ha et al. (1992)

F. arundinacea Scheb.
(Kostiava rakosoviti) protoplasty gusA, hph pZ01052 EP hygromycin transgenni rostliny Penmetsa, Ha (1994)

protoplasty hph, bar pROBS, pGL2 PEG hygromycin, bialaphos | kalus, transgenni rostliny | Dalton er al. (1995)
protoplasty hpt, bar pROBS, pAHC27 SC hygromycin, bialaphos | transgenni rostliny Dalton er al. (1998)
suspenzni kultura | gusA, bar (PAT) pDMB03 PG bialaphos transgenni rostliny Folling et al. (1998)
suspenzni kultura | hpt, gusA ? PG bialaphos transgenni rostliny Maas et al. (1994)
sA, bar (PAT), . ’ " . ’
Lolium perenne L. protoplasty g:A lj::d(.A ) pBinl935S8G, pHP23 PEG bialaphos, kanamycin | transgenni rostliny, kalus | Wang et al. (1997)
(Jilek vytrvaly) .
protoplasty ‘(gll,"iﬁ.i.’)umdA‘ bar pDM803 PEG bialaphos transgenni rostliny Folling er al. (1998)
suspenzni kultura | Apt pROBS SC hygromycin transgenni rostliny Dalton er al. (1998)
suspenzni kultura | gus, hpt ? PG bialaphos transgenni rostliny Dalton er al. (1999)
protoplasty g““ﬁ' ba'r d(:AT)' pBin1935SG, pHP23 PEG bialaphos, kanamycin | transgenni rostliny, kalus | Wang et al. (1997)
Lolium multiflorum Lam. EHS vy enl
(Jilek mnohokvéty) suspenzni kultura | hph, gusA pAchl PG hygromycin transgenni rostliny Ye et al. (1997)
protoplasty hpt, gusA, bar pROBS, co pAHC27 SC hygromycin transgenn rostliny Dalton er al. (1998)
f:[(;]lg]l(”:,:;’:iu\,l;;”w" suspenzni kultura | hph, gus ? PG hygromycin transgenni rostliny Dalton er al. (1999)
Zoysia japonica Steud. hph, gus BCI PEG transgenni rostliny Inokuma er al. (1998)
p P!

Vysvétlivky - Explanations: PEG - polyethylene glycol, EP — electroporation, PG — particle bombardment, SC — silicon-carbide whiskers, EM — endophytes mediated transformation

1 . 2 . 3 . " . . 2
grass species, “transformed material, “suspension culture, 4young leaves, sprmoplasls. ('genes. 7pl:rsmld, 8method, “selection, “result, “tmnsgemc plants, Peallus




u L. perenne genotypy Lp8-1, Lp6-1 a u L. multiflorum
genotypy Lm2-7, Lm3-1 (Dalton et al., 1998). U trav
se mechanicky pfenos DNA provadél ¢asto do bunék
suspenzni kultury a izolovanych protoplasti, které byly
nejastéji ziskavany z embryogennich suspenznich kul-
tur (tab. 1). Tyto kultury byly odvozeny z apikdlnich
meristémi, mladych kvétenstvi ¢i Stitku embryi nebo
byla pouZita pletiva nebo celistvé organy, napt. u srhy,
u které byly diky pfimé somatické embryogenezi po-
uZity mladé listy (Denchev et al., 1997).

Pouzivané geny, promotory

K pfenosu jednotlivych gent jsou jako vektory Casto
vyuZivany chimérické geny, obsahujici promotory vird.
U plazmidu, které byly inkorporovany do trav, to Casto
byva promotor 35S viru CaMV (virus mozaiky kvéta-
ku). Casto pouZivany plazmid pDHbar obsahuje gen
bar (nebo synteticky pat) pro enzym phosphinotricin
acetyltransferazu (PAT), ktery je tolerantni ke glutama-
tu, analogu phosphinotricinu (PPT). Herbicidy Basta
a Herbiace obsahuji amonnou sil glukofosindtu nebo
tripeptidovou formu (bialaphos) z PPT, které jsou
vhodné pro selekci. Oba geny jsou fizeny ubiquitino-
vym (Ubil) kukuii¢nym promotorem.

Metody kontroly pienosu a exprese geni

Kontrola pienosu a exprese inkorporovanych gent
je jednim z duleZitych kroka celého transformacniho
postupu a je zavisla na metoddch detekce na trovni
pletiv, transformovanych rostlin a jejich potomstev.
U picnich i travnikovych trav jsou pouzivané metody
kontroly pienosu a exprese inkorporovanych geni
shodné s metodami u ostatnich druht (Ondiej, 1999).
Cilena studia efektu selekéniho tlaku na transformacni
frekvenci v zdvislosti na po¢tu kopii u Festuca arundi-
nacea provadéli Dalton et al. (1995), transformacni fre-
kvenci u Lolium perenne hodnotili Folling et al. (1998)
a stabilitu a dlouhodobou expresi inkorporovanych ge-
nu v kalusech L. perenne Maas et al. (1994).

DosaZené znamé vysledky

Geneticka trangenoze trav je novou metodou pro vna-
Seni novych gen a jejich skupin do pivodniho genomu
trav. V souvislosti s hospodaiskym vyznamem byla vét-
§ina transgenozi provedena zejména na jilku vytrvalém
a mnohokvétém u picnich druhi a na psine¢ku bahennim
a kostfavé rakosovité a Cervené u travnikovych druhd.
Srha byly pouZita jako objekt s nejlépe propracovanym
systémem regenerace kompletnich rostlin z riznych ty-
pu kultur a zejména pro velmi vysokou troveii regene-
race piimou somatickou embryogenezi z mladych listd
(Denchev et al., 1997), coz zna¢né zkracuje a usnadiiu-
je cely postup transformace, nebot neni nezbytné pra-
covat se suspenzemi a kulturami protoplasti.
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Dosavadni vysledky (tab. 1) vSak slouZi zejména pro
vypracovéani metod a postupii pro genetické transgeno-
ze a prislu¥nych metod kontroly pienosu a selekce
transgenoznich pletiv a rostlin. Pro transformace byly
pouZity vybrané modelové genotypy s dobrou regene-
raini schopnosti zelenych rostlin z protoplastovych
a suspenznich kultur, které se vyznacuji vysokou em-
bryogenni responsivitou. UZité vnesené geny nemaji
prakticky Slechtitelsky vyznam a jsou pomocnymi
prostiedky pro kontrolu a snadnéjsi vizualizaci transgen
(GUS, luc). Geny typu hph nebo PAT jsou uZivany pro
selekci transformanti a podle dosavadnich zndmych
a dostupnych adaji vSak hospodarsky vyznamny gen
nebyl u trav doposud pouZit.

Vyhled a perspektivy, dopad do Slechténi trav

VyuZiti genetickych transformaci u trav souvisi, stejné
jako u jinych plodin, s postupem a rozvojem metod trans-
genoze a identifikace a s dirovni selekce na strané jedné
a identifikaci gend a jejich skupin a rychlosti studia
genomu jednotlivych druht trav na stran& druhé. Gene-
tickd mapa je vytvarena jiZz nékolik let u jilku vytrvalého,
v roce 1999 byla publikovéana obrysova mapa kostfavy
luéni. Tyto mapy mohou slouZit jako podklad pro izolaci
gent a jejich klusterti a naslednou transgenozi. Soucas-
né jsou vytvareny cDNA knihovny v ramci ILGI (In-
ternationale Lolium Genom Iniciative) a u dalSich druhu,
zejména kostiav, v IGGI (Internationale Grass Genom
Iniciative). Na téchto projektech se podili celd fada nej-
progresivnéjSich akademickych a univerzitnich praco-
vi$t z celého svéta, kterd se vyzkumem trav zabyvaji.

Nejnovéjsi poznatky genomiky trav by mohly vyuziti
genetickych transformaci u trav vyrazné posunout vpied
zejména v piipadech, kdy je zaloZeni hospodarskych
znaki znamo a podminéno jednotlivymi geny nebo je-
jich klustery vazanymi do jedné vazbové skupiny nebo
na zndmém misté chromozomu v té€sném sousedstvi (né-
které geny rezistence ke rzi, stay-green gen, apomixie
apod.). Dal§im limitem je rozvoj transformacnich me-
tod a metod detekce a selekce transformant a jejich
za€lenéni do praktického §lechténi. Jejich vyuziti je do
jisté miry doposud omezeno také proto, Ze pro trans-
formace jsou pouzivany modelové genotypy. U cizos-
prasnych rostlin je proto prakticka aplikace takovych
metod vZdy obtiZnéjsi, nebot odrida je tvofena populaci
geneticky heterozygotnich jedinct. Nejnovéjsi poznat-
ky ze zahranicnich pracovi$t v§ak naznacuji, Ze doposud
uzivané postupy by mohly byt doplnény o transgenozi
trav pomoci Agrobacterium nebo endofytnich hub (Ba-
con et al., 1997).

Vyhledy ve vyuZiti geneticky transformovanych trav
pro travniky a dal$i nezemédélské vyuZiti trav byly v sou-
casné dobé publikovany autory Johnson, Riordan
(1999) a Duncan, Carrow (1999).

Pozornost musi byt vénovana i bezpeCnosti vyuZiva-
ni a §ifeni transformovanych trav v praktickém zemé-
délstvi a Zivotnim prostiedi (Nurminiemi et al., 1998;
Giddings et al. 1997).
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V Ceské republice je metoda transgenoze trav zatim
ve stadiu priprav a jeji dilCi vyuziti lze predpokladat
v prubéhu nasledujicich péti let.
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NOVE ODRUDY - NEW VARIETIES

Jeémen jarni Maridol

Registrovan: Ceska republika, 1999

Slechtitelsk4 prava: Zem&d&lsky vyzkumny tstav Kroméfiz, s. r. o., Ceska republika

Slechtitel a udrzovatel: Zeméd&lsky vyzkumny dstav KroméfiZ, s. r. o.

Rodokmen: KM-B 358 x KM 743. Volba vychozich rodi¢ovskych materidli byla provedena na zidklad¢€ diference mezi
rodi¢ovskymi formami v projevu morfologickych a hospodafskych znaki. Rodi¢ovska linie KM-B 358 se vyznalovala gene-
tickym zakladem odolnosti k padli travnimu podminénym genem Mla (N81), ktery pochazi z origindlniho zdroje Nepal 81.
Linie KM 743 (v roce 1992 povolena jako odrida Ladik) byla donorem vysoké produktivity, vysoké hmotnosti zrna a krét-
kostébelnosti.

Metoda $lechténi — rodokmenova: KfiZeni rodiovskych komponent B 358 x KM 743 bylo provedeno v roce 1990. V ge-
neraci Fi bylo po pfemnoZeni ziskdno 350 rostlin. Z této populace bylo individudlnim vybérem v F2 generaci vybrano
9 rostlin. V nasledujicich generacich F3, F4 a Fs pokratovala selekce 6 vybranych linii ve zkouskdch vykonu. Z nich byla
v generaci Fg vybrdna linie KM 1559 pro testovédni v mezistani¢nich zkouskédch. Testy a selekce na odolnost vici padli
travnimu byly provadény v polnich a umélych podminkdch, na ostatni choroby (rez jetnou, Pyrenophora teres) pouze
v polnich podminkiach. Hodnoceni kvality zacalo jiz v F4 a Fs generacich. Stitni odridové zkousky byly zahdjeny v roce
1996 a v roce 1999 bylo novoslechténi KM 1559 zaregistrovano pod nizvem Maridol.

Odolnost k chorobam: Odrida ma vysokou odolnost k napadeni padlim travnim, zaloZenou na novém genu odolnosti Mla
(N81), stiedné odolna aZ odolnd je proti rzi je¢né, stfedné aZ méné odolnd k listovym skvrnitostem.

Kvalitativni ukazatele: Odriida Maridol je zafazena do skupiny sladovnickych odriid, nebot vynikd optimdlnim obsahem
bilkovin v zrn&, vysokym obsahem extraktu, Kolbachovym &islem a friabilitou. V relativnim extraktu, diastatické mohutnosti
a obsahu beta-glukani ve slading je na stfedni trovni. Hmotnost 1 000 zrn je stiedni, vyt&€Znost pfedniho zrna na sit¢ 2,5 mm
je velmi dobra.

Vynos zrna: V pribéhu registraénich zkousek v letech 1996-1998 dosahla ve srovnani se standardnimi odriidami vynosu
v priméru viech oblasti 102 %. Zvlasté v fepaiském a bramboraiském vyrobnim typu piekondvd kontrolni sladovnické
odridy v priméru o 3 %. Odrida ma zrno stfedné velké, barvy sldmové Zluté.

Ostatni vlastnosti: Maridol je polorana aZ rana odrida, nizkého vzristu s dobrou odolnosti k poléhani a s vétsi naro&nosti
na vldhu.

Spring barley Maridol

Registered: Czech Republic, 1999

Breeder’s rights: Agricultural Research Institute KroméiiZ, Ltd., Czech Republic

Breeder and maintainer: Agricultural Research Institute Kroméfiz, Ltd.

Pedigree: B 358 x KM 743. The selection of the parents was due to the difference between them in manifestation of
morphological and economical traits. Parental line KM-B 358 was characterized by gene of resistance to powdery mildew
Mia (N81) which originate from Nepal 81. The line KM 743 (registered in 1992 as variety Ladik) was donor of high
productivity, high 1 000 grain weight and short stem.

Breeding method - pedigree: Initial parental components B 358 x KM 743 were crossed in 1990. F generation was obtained
by multiplication of 350 plants. From this population the individual selection of 9 plants in F2 generation was carried out.
Selection of 6 lines continued in successive generations F3, Fs4, and Fs. The line KM 1559 was selected in interstational
performance tests in Fg generation. Screening and selection for resistance to powdery mildew were conducted under both
field and artificial conditions, resistance to other diseases (rust, net blotch) were evaluated only under field conditions. Grain
quality was evaluated since F4 generation. The line KM 1559 was included in the Official Trials of the Czech Republic in
1996. On the basis of positive results in the period of 1996-1998 the line KM 1559 was registered as variety Maridol in 1999.
Resistance to diseases: The variety has good resistance to powdery mildew, based on incorporation of new gene Mla (N81),
it has medium to high resistance to rust. Resistance to net blotch and scald is considered as medium.

Quality parameters: The variety Maridol proved medium to high malting quality characterized by optimal protein content
in grain, by high extract content and Kolbach value. The relative extract, diastatic power and beta-glucan content reached
medium level. Volume weight is medium and proportion of the grain over 2.5 mm sieve is high.

Grain yield: The variety Maridol was superior to check varieties on the average of all locations in Official Trials. It reached
102% of standard varieties during Official Trials in 1996-1999. The highest performance manifested in sugar beet and potato
growing regions. It reached 103% in comparison with standard malting varieties.

Other characteristics: Maridol is semi-early to early variety, it has short stem and very good resistance to lodging.

Ing. Marie Spunarovd, CSe.
Zemédélsky vyzkumny dstav Kromériz, s. r. o., Havlickova 2787, 767 41 Kroméiiz, Ceskd republika
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Brambor Katka

Zkousena pod oznacenim KE 36/33
Registrovana: Ceska republika, 2000
Slechtitelska priva: Sativa Keikov, a. s., Slechtitelskd stanice Keikov, Ceska republika
Rodokmen: Matei'sky komponent: Karin (Rita x Hera)

Otcovsky komponent: A 509/28 (I1.69.766 x 1.65.751/132)
Metoda §lechténi: KiiZeni bylo provedeno v roce 1987. Vybér rodi¢i byl zaméfen na ziskini odridy konzumni, rané a kvalitni.
Semenace: Vysadba ve skleniku v roce 1988. Od této kombinace bylo vypéstovino 31 860 jedincu.
Ramové generace: Hodnoceny v letech 1989 a 1990 v polnich podminkdch. Selekce za vegetace i po sklizni byla vedena proti
nevhodnym typim neodpovidajicim $lechtitelskému cili.
Klonové generace: V 1. klonové generaci bylo individudlng vysizeno 817 klon. Ve 3. a 4. klonové generaci byl kifZenec zafazen
do stani¢niho pokusu a v 5. a 6. generaci do mezistani¢nich zkoudek. V t&chto zkouSkdch byly podrobné hodnoceny dalsi vlastnosti
— vynosové a kvalitativni i odolnost proti chorobam. V letech 1992 aZ 1997 byla v provokacnich zkouskich hodnocena odolnost proti
rakovin& brambor a hiditku bramborovému.
V roce 2000 byla po tiiletém zkouSeni v registratnich zkouskdch odriida registrovina pod jménem Katka. UdrZovaci Slechténi zatalo
v roce 1997 tradiénim zpiisobem — klonovym $lechténim. Od roku 1999 bylo rozsifeno o meristémové mnoZeni.
Vegetaéni doba: Rand odrida (130-134 dni), zralostni typ jako Karin, pomaleji vzchizi.
Odolnost k chorobim: Je odolnd proti rakoving brambor biotypu D | a nichylnd k hdd4dtku bramborovému. M4 vy3§i odolnost ke
strupovitosti hliz a stfedni ke kofenomorce brambor. V nati ma stfedni aZ vy3§i odolnost proti plisni bramborové, Cernéni stonku i
hn&dé skvrnitosti. Je stfedné aZ vice odolnd proti mozaikovym i svinutkovym virim.
Konzumni jakost: Odrida vykazuje v priméru 16 % Skrobnatosti. Je vhodnd pro pfimy konzum b&hem celého skladovaciho obdobi.
M4 po uvafeni pevn&jsi duZinu, kterd byva lehce moucnaté se stfedné dobrou chuti a varnym typem BC s vy33im obsahem vitaminu C,
barva hranolku je pfiznivé (7), tmavnuti za syrova je pomérné rychlé.
Vynos hliz: Katka je stfedn& vynosny typ odrtdy, pfi nasazeni 12-14 hliz pod trsem. Podle vysledki UKZUZ dosahla v priméru let
1997-1999 vynosu 101,3 % ve srovndni s kontrolnimi odridami. Hlizy jsou primérné velikosti, dobfe vyrovnané.
Ostatni vlastnosti: Hliza je ovilnd aZ dlouzeovilnd, ocka jsou mélkd, duZina svétle Zlutd aZ Zlutd, zna¢né odoldvd mechanickému
poskozeni. Trs je stiedn& vysoky listového typu, kvete velmi slabé - bile.

Potato Katka

Tested under designation KE 36/33
Registered: Czech Republic, 2000
Breeders’ rights: Sativa Kerkov, a.s., Kefkov Breeding Station, Czech Republic
Pedigree: Maternal component: Karin (Rita x Hera)

Paternal component: A 509/28 (11.69.766 x 1.65.751/132)
Breeding method: Crossing was carried out in 1987. Such parental components were selected that would produce a table, early and
high-quality variety.
Seedlings: Planted in a greenhouse in 1988. A total of 31 860 plants were produced from this combination.
Bulk sample generations: They were evaluated in 1989 and 1990 in field conditions. Unsuitable types not complying with the breeding
goal were negatively selected in the growing season and after harvest.
Clonal generations: 817 clones were individually planted in the Ist clonal generation. Crosses were included in station trials in the
3rd and 4th clonal generations, and into inter-station tests in the Sth and 6th generations. Other traits were evaluated in detail in
these tests — yielding performance, quality and resistance to diseases. Provocative tests were conducted in 1992-1997 to evaluate
resistance to potato wart and to potato root eelworm.
The variety was registered under the name Katka in 2000 after three-year testing in registration tests. Maintenance breeding started
in 1997 in a traditional way — by clone breeding. Meristem propagation was introduced in 1999.
Vegetation period: Early variety (130-134 days), maturity type like Karin, slower emergence.
Resistance to diseases: Resistant to potato wart biotype D 1 and susceptible to potato root eelworm. Higher resistance to tuber scab
and intermediate resistance to Rhizoctonia disease. The leaves have intermediate to higher resistance to late blight of potato, black
leg of potatoes and early blight of potato. Its resistance to mosaic and leafroll viruses is at a médium or higher level.
Consumer quality: Starch content amounts to 16% on average. The variety is suitable for direct consumption during the whole storage
period. Pulp is tough after cooking, a little mealy, it tastes fairly good, it is a cooking type BC with higher content of vitamin C,
the color of French fries is acceptable (7), raw pulp darkening is relatively fast.
Tuber yield: The variety Katka gives intermediate yields while 12-14 tubers are set under the hill. The results of the Central Institute
for Supervising and Testing in Agriculture indicated its yield 101.3% in 1997-1999 in comparison with control varieties. Most of
the tubers are of medium size without larger fluctuations.
Other characteristics: Oval or long oval tubers, shallow buds, pulp light yellow or yellow in color, highly resistant to mechanical
injury. The hill is of medium height, leafy type, very few white blossoms.

Ing. Vratislav Voral, CSc.
Sativa Keikov a. s., Slechtitelskd stanice Kerkov, 582 22 PFibyslav, Ceskd republika
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Instructions for authors of papers submitted to the Czech Journal of Genetics

and Plant Breeding

Czech Journal of Genetics and Plant Breeding is an in-
ternational journal covering any field of genetics and breed-
ing of higher plants with focus on temperate zone crops. The
journal publishes original full research papers, short communi-
cations, descriptions of new varieties, review articles, short re-
ports and book reviews. Papers are published in English (trans-
lations should be submitted by authors), in Czech or in Slovak.

Author is fully responsible for the paper originality, and
for correctness of its subject-matter, language and formal
attributes. Author’s statement should be enclosed declaring
that the paper has not been published anywhere else.

If the paper is to be published in Czech or in Slovak, it
should be submitted with an extended English abstract. If it
is to be published in English, it should be submitted with an
English abstract, and an extended abstract in Czech or Slovak.
For foreign authors the translations of abstracts into Czech
are made in the Editorial Office. Paper should be clearly and
concisely written in a correct language. It is the responsibi-
lity of the authors to provide for a high quality translations.
Manuscripts including all figures and tables should be sub-
mitted in two hard copies and on the disk. A text editor used
for the paper preparation should be mentioned in an accom-
panying letter. It is also advisable to submit tables and figures
in EXCEL on disk including spreadsheets.

FULL RESEARCH PAPERS should consist of the follo-
wing sections: Title page, Abstracts (short + long), Keywords,
Introduction, Material and methods, Results, Discussion, Ac-
knowledgements, References, Tables and Figures with le-
gends. The manuscript should not exceed 15 pages in length
including all tables, figures. etc.

SHORT COMMUNICATION should consist of the fol-
lowing sections: Title page, Abstract, Keywords, Main text,
Acknowledgements, References, Tables and Figures with le-
gends. The manuscript should not exceed 4 pages in length.

REVIEW ARTICLE summarizes the findings in the field
concerned. The manuscript should not exceed 20 pages in
length. Short abstracts in English and in Czech should be
submitted with this article.

Title page

The title of the paper should be short and informative,
of not more than 85 strokes. It must not contain any abbre-
viations and superfluous words (such as evaluation, study,
description, brief results, preliminary information). Do not
ever use any subtitles of papers. The title should be given in
English and in Czech or in Slovak.

Authors names should have the form of the first name
initials and surnames.

Authors departments, institutions should be given in an
official version in English. If authors are from several insti-
tutions, their names should be designated by a digit corres-
ponding to the same digit in a list of institutions.

Grant funding of the paper: besides the grant number, the
full name of grant agency or institution should be given.
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Abstract should not have more than 150 words. It should
contain important information on methods used to solve the
problem, clear description of results and their statistical sig-
nificance, and brief and unambiguous conclusions drawn
from the results. References and discussion of results should
not be included in the abstract.

Keywords should clearly characterize the studied problem.

Extended abstract should not have more than 60 lines.
It should contain the goal of the study, a more detailed de-
scription of methods and results that can be confronted with
the results of other researchers, and unambiguous conclusions.
Important papers included in the list of references can be
cited, and it is also possible to include references to tables
and figures.

INTRODUCTION section should provide an informati-
on on the present state of research in the field concerned and
on the goal of the study. References to literary sources do-
cument such present findings that are used by the authors,
not all that have been published until now. References in the
text should agree with those in the list of references. It is
recommended to include references to papers from peer pe-
riodicals only.

MATERIAL AND METHODS section should provide

a clear description of:

— Machines, instruments and equipment, chemicals, diagnos-
tic kits, etc. (model, source or manufacturer, country of
origin) and ways of their use.

— Plants (exact definition of the species, variety in cultivated
crops, data about origin and number of examined plants,
their sampling, storage and inclusion in experimental and
control groups, description of technology of sowing and
growing and obtaining data on examined characters, char-
acteristics of growing conditions, etc.); similarly it is ne-
cessary to characterize the animal species if involved in
the studies.

— Methods (their detailed description or references to papers
containing the method description); it is not admissible to
cite any paper referring to the method used but not contain-
ing its description; it is necessary to describe any modifi-
cations of the cited methods in an unambiguous way; if the
methods were not employed by the authors themselves, it
should be indicated who provided the results (the authors
name and institution).

— Methods of results evaluation (statistical method and soft-
ware used).

RESULTS should be processed in a clear way, and if
possible, represented graphically or arranged in tables. Paral-
lel documentation of identical results in tables and in figures
is not admissible. Statistical processing should be reasoned
and based on adequate methods. The results should include
data making their verification possible (e.g. mean, number of
determinations and standard deviation should be given if sig-
nificance of difference between two means is evaluated). Ex-
plicit and clear illustration of statistically significant differen-
ces in tables or figures is desirable. It is not possible to
include any results that were provided by the procedure ne-
ither described nor cited in the Method section.
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DISCUSSION can be combined with result presentation
into one section or it can be a separate section, but it must
not contain any result description in the latter case. Discus-
sion section should contain a comparison of results presented
in the paper with the present knowledge, showing clearly
what findings are quite new, how the results differ from those
presented by other authors or how they coincide with pub-
lished conclusions. The importance of results should be em-
phasized, and new problems and the need of their solution
should be highlighted in discussion. It should be stated in the
last paragraph of the Discussion section whether the goal set
in the introductory section was achieved, and what are the
authors conclusions.

Acknowledgements make it possible to thank for help
with result interpretation, for paper reviewing and for another
help with its preparation, for financial or any other aid, for
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information, for examinations carried out by those who did
not participate actively and creatively in the study or project,
for translation of the text or its language correction, etc.

REFERENCES should contain all papers cited in the
text. They should be arranged in alphabetical order by name
of the first author. The name(s) of author(s) is(are) followed
by year of publishing (if several papers that appeared within
a year are cited, letters a, b, ¢ ... should be used both in the
text and in the References section). If the paper was written
by more than two authors, all authors should be cited in the
list of references, but only the first author plus et al. and year
should be given in the text. Surnames are printed in small
letters, followed by the first name initials, year in brackets
and colon, the full title of the paper, official abbreviation of
the journal (abbreviations of periodicals are given in agree-
ment with Science Citation Index or Current Contents), vo-
lume and extent (page numbers).

Examples of references in the list:
Gaudet D. A, Kozub G. C. (1991): Screening winter wheat
for resistance to cottony snow mold under controlled conditions.
Can. J. Plant Sci., 71: 957-965.
Green A. G. (1986): Genetic modification of seed fatty acid
composition in Linum usitatissimum L. J. Austral. Inst.
Agric. Sci., 52: 175-176.
Topfer R., Martini N., Schell J. (1995): Modification od plant
lipid synthesis. Science, 268: 681-686.
Papers published in monographs or proceedings should be
cited like this:
Sprague G. F. (1983): Heterosis in maize: theory and prac-
tice. In: Frankel R. (ed.): Heterosis. Reappraisal of theory
and practice. Berlin, Springer-Verlag: 47-70.
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possible to cite abstracts from conferences, research reports,
textbooks and monographs that do not describe and cite ex-
perimental papers, popular or daily press and hardly available
(in foreign countries unavailable) sources. Only exceptional-
ly can unpublished findings or results be cited in the Discus-
sion section, mentioning the author and using the note (un-
published) or (personal communication).

The papers not referred to in the text cannot be included
in the list of references. Examples of references in the text:
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.....described by Sprague (1983) ...described by a number of
authors (Green, 1986; Topfer R. et al., 1995)...

Tables and figures should be supplied separately, and
references in the text to all tables and figures are necessary.
Illustrations should be of printable quality. Photographs and
graphs should be mentioned in the text as figures, labelled
with sequential numbers. Every figure should have a short
and pregnant legend.

Contact Address of one of the authors to whom corres-
pondence will be mailed should be given in Czech or Slovak
(in English in foreign authors) at the end of the paper. Besi-
des the address itself, it should contain telephone and fax
numbers and e-mail address.

Other requirements

The hard copy of the manuscript should be printed in
common fonts, size 12, spacing approaching 30 rows per
page and 60 letters per row. Other technical requirements
(presentation of figures and possibilities of photograph use,
recommended text editors, formats of digital versions of fi-
gures, etc.) are available in the Editorial Office. The paper
manuscript on disk including figures should always be ac-
companied by mailing two hard copies of the paper. When
preparing electronic manuscripts, leave the right-hand mar-
gin unjustified and turn the hyphenation option off. Please,
use wide margins, double spaces and quarto format. If graphs
were produced in EXCEL, they should be supplied in this
software (not imported to WORD software).

Abbreviations and symbols used in the text should be
explained when used for the first time. Units should comply
with the SI measure system.

Expert opinion should be read by the authors very care-
fully; they should revise the manuscript as soon as possible
and send it back to the Editorial Office. If the manuscript
with reviewers comments was sent to them, it should be
returned along with revised manuscript. It is necessary to
respond to all comments made by reviewers and to state
unambiguously how they were accepted (what alterations we-
re made in the text) or if there are any authors objections to
these comments and why they cannot be respected. The aut-
hors can disagree with the reviewers opinion but they should
reason their own opinion in written form. Editors will consi-
der authors opinions carefully but they are not obliged to
accept their objections.

Proofs should be made within two days of receipt, using
common proof-reading marks (their list is available in the
Editorial Office). The word IMPRIMATUR, date and signa-
ture should be placed in the right upper corner of page | as
a sign of proofreading. It is not possible to make any other
alterations in the text except corrections or any alterations
that would modify authors statements or conclusions in the
manuscript accepted for publication.

Offprints: Authors will receive 20 free offprints of the
paper.

CZECH J. GENET. PLANT BREED., 36, 2000: 25-26



Pokyny pro autory prispévki do védeckého ¢asopisu Czech Journal of Genetics

and Plant Breeding

Casopis uvefejiiuje puvodni experimentalni prace, kratkd
sdéleni, piehledy, studie, informace a recenze. Price jsou
uvefejiiovany v angli¢ting (v prekladu dodaném autory), Ces-
tiné nebo slovensting.

Autor je pln& odpovédny za pivodnost price a za jeji
vécnou, jazykovou a formdlni spravnost. K praci musi byt
pfiloZeno prohlaSeni autora o tom, Ze price nebyla publiko-
vana jinde.

Prici uréenou k uvefejnéni v ¢estiné nebo ve slovenstiné
dodaji autofi s rozsifenym anglickym abstraktem, praci ure-
nou k uvefejnéni v angli¢tiné dodaji v anglické verzi s ang-
lickym abstraktem a dale s roziifenym abstraktem v CeStiné
¢i sloveniting. Autofi jsou povinni zajistit kvalitni pfeklad do
angli¢tiny. Rukopisy se viemi piilohami se dodavaji ve dvou
vyhotovenich a na disketé. V privodnim dopisu je ticha uvést
editor pouzity ke zpracovini rukopisu na PC. Tabulky a gra-
fy zpracované v programu EXCEL je vhodné rovnéZ dodat
na disketé véetné tabulek dat.

EXPERIMENTALNI PRACE by méla sestavat z t&chto
Casti: titulni strana, abstrakt (kratky + rozsifeny), klicova slova,
tivod, materidl a metody, vysledky, diskuse, podékovani, litera-
tura, tabulky a obrazky (grafy) s vystiZznym popisem. Rozsah
préce by nemél piesdhnout 15 stran v&etné tabulek, obrazki atd.

KRATKE SDELENI by mélo obsahovat tyto ¢asti: titulni
strana, abstrakt, kli¢ova slova, hlavni text, podékovani, lite-
ratura, tabulky a obrazky s popisem. Rozsah prace by nemél
piesdhnout 4 strany.

PREHLEDNY CLANEK (STUDIE, REVIEW) obsahuje
souhrn poznatki dané problematiky. Rozsah ¢lanku by nemél
byt v&§i nez 20 rukopisnych stran a zpracovand literatura by
méla byt z obdobi poslednich 20 let. K ¢lanku je tfeba pfi-
pojit kritky abstrakt v anglicting a ¢estiné (sloven3ting).

Titulni strana

Nizev price (titul) musi vystizn€ informovat o zaméfeni
prace a nemél by presiahnout 85 thozi. Nesmi obsahovat
zkratky a nadbyte¢nd slova (hodnoceni, studium, popis,
struéné vysledky, pfedbézné informace apod.). Jsou vylouce-
ny podtituly ¢lank. Uvadi se v angli¢tiné a v Cestiné nebo
slovensting.

Autori se uvadéji zkratkou kiestniho jména a pfijmenim.

Pracovi$té autor sc uvadi v angli¢tiné v oficidlni verzi.
Pokud jsou autofi z vice pracovidt, uvidi se u jejich jména
Cislo odpovidajici stejnému ¢&islu v seznamu pracovist.

Grant, ze kterého byla prace financovana: kromé &isla
grantu se uvadi i plny ndzev grantové agentury nebo instituce.

Abstrakt se predkldda v rozsahu 150 slov. Musi obsaho-
vat podstatné idaje o metodickém pfistupu k feSeni problé-
mu, vystizné popsané dosazené vysledky a jejich statistickou
vyznamnost a struéné a jednoznacné zavéry, které z nich
autofi vyvozuji. V abstraktu se necituji Zadné publikace a ne-
diskutuji vysledky.

Klic¢ova slova musi co nejlépe charakterizovat studovany
problém.
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Rozsifeny abstrakt je uvefejiiovan v anglictin€ (u ang-
lickych praci v &e§tin &i slovensting) v rozsahu do 60 radkia
a ma vyznam struéného sdéleni. M&l by proto obsahovat cil
price, podrobn&jsi popis metodiky a vysledki, které mohou
byt konfrontoviny s vysledky jinych autord, a jednoznacny
zavér autoril. V roziifeném abstraktu je tieba uvést odkazy
na tabulky a obrizky a je mozné citovat dileZité prace, uve-
dené v seznamu literatury.

UVOD by mél informovat o aktudlnim stavu vyzkumu
v daném tématu a o cili prace. Citovanymi publikacemi se
doklada stav soucasnych poznatki, z nichZ autofi vychazeji,
nikoliv vSe, co jiz bylo uvefejnéno. Citace uvedené v textu
musi souhlasit s ddaji v seznamu literatury. Doporucuje se
uvadét pouze citace z lektorovanych periodik.

MATERIAL A METODY musi poskytnout jasny popis
pouZitého materidlu a pouZitych metod ziskani vysledku:
— U strojl, pfistrojii a zafizeni, chemikalii, diagnostickych
souprav apod., nejsou-li obecné zndmé, je tieba uvést typ,
zdroj nebo vyrobce, stat odkud pochazeji a zpusob jejich
pouziti.
U rostlin je tfeba uvést piesnou definici druhu (u kultur-
nich rostlin téZ odridu), tdaje o poltu a pivodu rostlin,
jejich rozdéleni do pokusnych a kontrolnich skupin, zpi-
sobu a podminkdch péstovani, hodnoceni stavu, odbéru
vzorkd, jejich uchovavani do zpracovani, zplsobu ziskani
hodnot sledovanych znaki apod. Podobné je nutné charak-
terizovat i eventudlné pouZité Zivocisné druhy.
Metody musi byt podrobné popsiny nebo citoviny dostup-
né price, v nichZ jsou popsany. Je nepfijatelné citovat pra-
ci, kterd pouze odkazuje na metodu, ale neuvadi jeji popis.
Modifikace citovanych postupi musi byt jednoznacné po-
psany; pokud metody neprovadéli autofi price, musi byt
uvedeno, kdo dodal vysledky (jméno a pracovisté).
— Zfejmy musi byt zpisob hodnoceni vysledkii — pouZitd

statistickd metoda, program apod.

VYSLEDKY musi byt zpracoviny pichledné a pokud
mozno vyjadieny graficky nebo v tabulkdch. Neni pfipustna
dokumentace stejnych vysledki jak v tabulkach, tak pomoci
graf. Experimentalni vysledky ziskané z opakovanych po-
kusti musi byt statisticky vyhodnoceny s uvedenim pouZitého
modelu (napf. neparovy t-test, analyza rozptylu dvojného (fi-
déni apod.). Statistické charakteristiky (pramér, rozdil, kore-
laéni koeficient atd.). musi byt doplnény idajem o jejich sta-
tistické vyznamnosti, jednozna¢né a prehledné v tabulkich
nebo grafech. Vysledky by mély obsahovat viechny tdaje
potiebné pro jejich ovéfeni. V prici nelze uvddét vysledky
ziskané postupem, ktery neni popsan nebo citovin v metodice.

DISKUSE mize byt spojena s popisem vysledki nebo
uvedena v samostatné Cdsti, ale v tom piipadé se v diskusi
popis vysledkii nesmi opakovat. Diskuse ma jednoznacné vy-
jadfit srovnani dosaZenych vysledkid s dosud znamymi poz-
natky, aby bylo zfejmé, co je ve vysledcich zcela novym
poznatkem, v ¢em se dosaZené vysledky lisi od nilezi jinych
autorts nebo v em se s nimi shoduji. Diskuse ma zduraznit
vyznam vysledkl a upozornit na nové oteviené otizky a na
potiebu jejich fedeni. V poslednim odstavci diskuse by mélo
byt uvedeno, zda bylo dosaZeno cile, vyt¢eného v tvodu,
a jaké z toho autofi vyvozuji zavéry.
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Podékovani vyjadiuje uznani autorli za pomoc s interpre-
taci vysledki, za posouzeni price a pfispéni k jejimu zpra-
covini, za finanéni nebo jinou podporu, za technickou spo-
luprici, za poskytnuti materidli nebo dulezitych informaci,
za provedeni vySetfeni bez aktivni tvir¢i spolutcasti na fe-
$eni, za pieklad nebo jazykovou tpravu apod. Podékovini je
také cestou k odliseni autorii od spolupracovnikii nebo jinych
acastnika, ktefi k prdci pfispéli svym namétem, radou, pos-
kytnutim metodik, resp. pokusného materidlu z jinych expe-
rimentd ¢i umoznili vyuziti pfistroju apod., ale nezucastnili
se sami aktivné a tvaréim zpusobem feSeni popisovaného
problému.

LITERATURA musi zahrnovat viechny uvadéné prace,
citované v textu jménem autori a rokem vydani jejich pub-
likace (v pripadé€ citaci vice praci z jednoho roku se v textu
i v seznamu literatury odliduji pismeny a, b, c...). Pokud ma
prace vice neZ dva autory, uvadéji se v seznamu praci vSich-
ni, v textu viak jen prvni s dodatkem et al. a rokem vydani.
Autofi se uvadé&ji malymi pismeny, kiestni jména inicidlami,
v zavorce rok vydani, za dvojteckou nazev citované price,
oficialni zkratka Casopisu, svazek, strainkovy rozsah.

Priklad citaci v seznamu (zkratky Casopisi se uvadéji
podle Science Citation Index nebo Current Contents):
Gaudet D. A., Kozub G. C. (1991): Screening winter wheat
for resistance to cottony snow mold under controlled condi-
tions. Can. J. Plant Sci., 71: 957-965.

Green A. G. (1986): Genetic modification of seed fatty acid
composition in Linum usitatissimum L. J. Austral. Inst.
Agric. Sci., 52: 175-176.

Topfer R., Martini N., Schell J. (1995): Modification od plant
lipid synthesis. Science, 268: 681-686.

Price v monografiich a ve sbornicich se uvadéji podle
nasledujiciho vzoru:

Sprague G. F. (1983): Heterosis in maize: theory and prac-
tice. In: Frankel R. (ed.): Heterosis. Reappraisal of theory
and practice. Berlin, Springer-Verlag: 47-70.

Literatura by méla sestavat z lektorovanych periodik. Ne-
lze citovat abstrakta z konferenci, z vyzkumnych zpriv,
z ucebnic a monografii, které nepopisuji a necituji experi-
mentélni prace, z populdarniho nebo denniho tisku a z obtiZné
dostupnych (pro zahrani¢i zcela nedostupnych) zdroji. Jen
vyjimecné lze v diskusi pfipustit citaci nepublikovaného na-
zoru nebo vysledku s uvedenim autora a s poznamkou (ne-
publikovéno) nebo (osobni sdéleni). Tato citace se neuvadi
v seznamu citovanych praci.

V seznamu literatury nelze uviadét price, které nejsou cito-
viny v textu. Piiklad citace v textu: ...popsal Sprague (1983)
...popsala fada autort (Green, 1986; Topfer R. er al.,
1995)...

Tabulky a obridzky se doddvaji zvl4st a na viechny musi
byt odkaz v prici. VSechny ilustrativni materialy by mély mit

kvalitu vhodnou pro tisk. Fotografie i grafy jsou v textu uva-
dény jako obrdzky a jsou ¢islovany priibézné. Kazdy obrizek
musi mit struény a vystizny popis. U praci uvefejiiovanych
v CeStiné nebo slovenstiné musi byt tabulky opatfeny také
popisem v angli¢ting, poskytujicim jejich dplné vysvétleni.

Kontaktni adresa jednoho z autort, na kterého miZe byt
zasilana korespondence, je uvadéna v Cestiné nebo slovensti-
né (popf. v angli¢ting u zahrani¢nich autor1) na konci prace.
Kromé poStovni adresy obsahuje &isla telefonu a faxu a e-
mailovou adresu.

Dalsi pozadavky

Rukopis price se doddva vytistén béZnymi fonty ve veli-
kosti 12 a ve formatu odpovidajicim zhruba 30 fadkim na
strance a 60 pismen na fadku. Dal3i technické poZadavky
(zpracovéni obrazkl a moZnost uvefejnéni fotografii, doporuce-
né textové editory, formaty digitalizovanych obrizki apod.)
si lze vyzadat v redakci. Rukopis v&etné obrazki na disketé
musi byt vZdy doplnén i sou¢asnym odeslanim vyti§téné ver-
ze v poZzadovaném poctu dvou vytiski. Textovy soubor se na
disketu uklddd bez déleni slov a zarovnani bloki. Rukopis
musi byt psan s Sirokym okrajem, dvojitymi mezerami mezi
fadky a na papiru formdtu A4. JestliZe jsou grafy vytvofeny
v programu EXCEL, je potieba je dodat uloZené v tomto
programu (nestaci grafy naimportované do programu WORD).

Zkratky a symboly pouZivané v prici je nutné pfi jejich
prvnim uvedeni vysvétlit. PouZivané jednotky musi odpovi-
dat soustavé mérovych jednotek SI.

Lektorsky posudek autofi peclivé prostuduji a prici pod-
le pfipominek co nejdfive upravi a vriti redakci. Soucasné
s upravenou praci se vraci i pavodni rukopis, pokud byl za-
sldn autoram s poznamkami lektorii. Na pfipominky lektort
je tfeba odpovédét GpIné a s jednoznaénym vyjadienim, jak
byly akceptoviny (jaké zmény jsou v textu upravené price)
nebo jaké vyhrady maji autofi k pfipominkam a pro¢ je ne-
mohou respektovat. Autofi maji pravo odmitnout stanovisko
lektora, musi v3ak sviij ndzor pisemné zduvodnit. Redakce
peclivé zvazuje stanovisko autor, nemusi v3ak jejich ndmit-
kdm proti pfipominkdm lektord vyhovét.

Korektury se provadéji do dvou dnii s pouzitim b&znych
korektorskych zna¢ek (moZno vyZadat v redakci). Provedeni
korektury se oznacuje slovem Imprimatur v pravém hornim
rohu prvni strany, datem a podpisem. Pfi korekturich nelze
proviadét vétsi zmény textu nebo zmény, které méni vyznam
sdéleni nebo stanoviska autorii v rukopisu, pfijatém k uvefej-
néni.

Separity: Autor obdrZi zdarma 20 separdtnich vytiskl
price.
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INSTRUCTIONS FOR AUTHORS

Original scientific papers, short communications, and selecti-
vely reviews, that means papers based on the study of technical
literature and reviewing recent knowledge in the given field,
are published in this journal. Published papers are in Czech,
Slovak or English. Each manuscript must contain a short and
a longer summary (including key words).

The author is fully responsible for the originality of his paper.
for its subject and formal correctness. The author shall make
a written declaration that his paper has not been published in
any other information source.

The board of editors of this journal will decide on paper pub-
lication, with respect to expert opinions, scientific importance,
contribution and quality of the paper.

The paper extent shall not exceed 15 typescript pages. inclu-
ding tables, figures and graphs.

Manuscript layout: quarto. 30 lines per page. 60 strokes per
line. double-spaced typescript. A PC diskette should be provi-
ded with the paper and graphical documentation. Tables, figu-
res and photos shall be enclosed separately. The text must
contain references to all these annexes.

If any abbreviation is used in the paper, it is necessary to
mention its full form at least once to avoid misunderstanding.
The abbreviations should not be used in the title of the paper
nor in the summary.

The title of the paper shall not exceed 85 strokes. Subtitles of
the papers are not allowed either.

Abstract is an information selection of the subject and con-
clusions of the paper. it is not a mere description of the paper.
It must present all substantial information contained in the
paper. It shall not exceed 170 words. It shall be written in full
sentences. not in form of keynotes. and comprise basic nume-
rical data including statistical data. It must contain key words.
It should be submitted in English and if possible also in Czech
or Slovak.

Introduction has to present the main reasons why the study
was conducted, and the circumstances of the studied problems
should be described in a very brief form.

Review of literature should be a short section. containing
only literary citations with close relation to the treated prob-
lem.

Only original method shall be described, in other cases it is
sufficient enough to cite the author of the used method and o
mention modifications of this method. This section shall also
contain a description of experimental material.

In the section Results figures and graphs should be used rather
than tables for presentation of quantitative values. A statistical
analysis of recorded values should be summarized in tables. This
section should not contain either theoretical conclusions or deduc-
tions. but only factual data should be presented here.
Discussion contains an evaluation of the study. potential shor-
tcomings are discussed. and the results of the study are con-
fronted with previously published results (only those authors
whose studies are in closer relation with the published paper
should be cited). The sections Results and Discussion may be
presented as one section only.

The section References should preferably contain reviewed
periodicals. The citations are arranged alphabetically according
to the surname of the first author. References in the text to
these citations comprise the author’s name and year of publi-
cation. Only the papers cited in the text of the study shall be
included in the list of references. All citations shall be referred
1o in the text of the paper.

The author shall give his full name (and the names of other
collaborators). academic, scientific and pedagogic titles, full
address of his workplace and postal code. telephone and fax
number or e-mail.

The manuscript will not be accepted to be filed by the editorial
office i its formal layout does not comply with the instructions
for authors.

Detailed instructions to authors are published in No. 1 of
this volume,

POKYNY PRO AUTORY

Casopis uverejiuje puvodni védecké price. kritkd sdéleni
a vybérové i prehledné referity, tzn. prace, jejichz podkladem
je studium literatury a které shrnuji nejnovéjsi poznatky v da-
né oblasti. Price jsou uvefejioviany v ¢ slovenstiné nebo
angli¢tiné. Rukopisy musi byt doplnény krdtkym a rozsirenym
souhrnem (véetné klicovych slov).

Autor je plné odpovédny za puvodnost price a za jeji vécnou
i formdlni spravnost. K praci musi byt piilozeno prohlaseni
autora o tom, Ze price nebyla publikovina jinde.

O uvefejnéni price rozhoduje redakéni rada Casopisu, a to se
zietelem k lektorskym posudkam, védeckému vyznamu a pii-
nosu a kvalité price.

Rozsah védeckych praci nesmi presihnout 15 strojopisnych
stran véetné tabulek, obrazka a graft. V prici je nutné pouZi-
vat jednotky odpovidajici soustavé mérovych jednotek Sl
(CSN 01 1300).

Vlastni uprava rukopisu: formit A4, 30 fadek na stranku, 60
thozt na Fadku, mezi fadky dvojité mezery. K rukopisu je
treba prilozit disketu s praci pofizenou na PC a s grafickou
dokumentaci. Tabulky, grafy a fotografie se dodavaji zvIast,
nepodlepuji se. Na viechny prilohy musi byt odkazy v textu.
Pokud autor pouZiva v praci zkratek jakéhokoliv druhu, je nut-
né. aby byly alespon jednou vysvétleny (vypsiny). aby se pre-
deslo omylum. V ndzvu price a v souhrnu je vhodné zkratek
nepouzivat.

Nazev prace (titul) nema presahnout 85 thozu. Jsou vylouce-
ny podtitulky ¢lanku.

Kratky souhrn (Abstrakt) je informacnim vybérem obsahu
a zavéru ¢linku, nikoliv vSak jeho pouhym popisem. Musi
vyjadiit viechno podstatné, co je obsaZeno ve védecké prici.
a ma obsahovat zdkladni ¢iselné ddaje véetné statistickych
hodnot. Musi obsahovat kli¢ova slova. Nema pfekrocit rozsah
170 slov. Je ticba. aby byl napsan celymi vétami. nikoliv hes-
lovité. Je uvefejovan a mél by byt dodin ve stejném jazyce
jako vedecka prace.

Rozsifeny souhrn (Abstract) je uvefejiovan v anglic¢ting.
mély by v ném byt v rozsahu cca 1-2 strojopisnych stran ko-
mentoviny vysledky prace a uvedeny odkazy na tabulky a ob-
y, popf. na nejdalezit literarni citace. Je vhodné jej
elné nizvu price a klicovych slov) dodat v anglic¢ting, popf.
v Cedting &i slovensting jako podklad pro preklad do anglictiny.
Uvod mi obsahovat hlavni duvody, pro¢ byla price realizovina,
a velmi stru¢nou formou ma byt popsin stav studované otazky.
Literdarni pFehled ma byt kritky. je tfeba uviadét pouze citace
majici uzky vztah k problému,

Metoda se popisuje pouze tehdy, je-li puvodni, jinak postacuje
citovat autora metody a uvadét jen pripadné odchylky. Ve stej-
né kapitole se popisuje také pokusny material.

Vysledky - pii jejich popisu se k vyjadieni kvantitativnich
hodnot dava prednost grafim pred tabulkami. V tabulkich je
tieba shrnout statistické hodnoceni naméfenych hodnot. Tato
&ast by neméla obsahovat teoretické zavéry ani dedukee. ale
pouze faktické ndlezy.

Diskuse obsahuje zhodnoceni price, diskutuje se o moznych
nedostateich a prace se konfrontuje s vysledky diive publiko-
vanymi (pozaduje se citovat jen ty autory. jejichz price maji
k publikované praci blizsi vztah). Je pripustné spojeni v jednu
kapitolu spolu s vysledky.

Literatura by méla sestavat hlavné z lektorovanych periodik.
Citace se radi abecedné podle jména prvnich autord. Odkazy
na literaturu v textu uvadéji jméno autora a rok vydani. Do
seznamu se zafadi jen prace citované v textu. Na price v se-
ynamu literatury musi byt odkaz v textu.

Na zvlaSiim listé uvadi autor pIné jméno (i spoluautort).
akademické. védecké a pedagogické tituly a podrobnou adresu
pracoviste s PSC. Cislo telefonu a faxu. popi. e-mail.
Rukopis nebude redakef prijat k evidenci. nebude-li po formal-
ni strance odpovidat pokynim pro autory.

Podrobné pokyny pro autory jsou uveiejnény v &isle 1 to-
hoto roéniku.
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