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ABSTRACT

Seven parental genotypes of spring barley with different sensitivity against FHB were tested
to a genetic diversity using 80 RAPD and 60 SSR markers. The results of analysis by DNA
markers confirm declared sensitivity of parental genotypes on molecular level. We located
RAPD and also SSR markers which are specific only for resistant genotypes or only for
susceptible barley genotypes against FHB. Finished analysis and obtained data documentate
suitability of tested molecular markers for next analysis — analysis of offspring.
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ABSTRAKT

U 7 rodicovskych genotypil je¢mene jarniho s rGznou citlivosti viici FHB byla testovana
geneticka diverzita pomoci 80 RAPD a 60 SSR markerd. Vysledky analyz DNA markery
potvrzuji deklarovanou citlivost rodiovskych genotypti vici FHB také na molekuldrni
urovni. V ramci analyz byly nalezeny RAPD i SSR markery umoziujici v testovaném
souboru rozlisit genotypy nachylné od genotypl rezistentnich a také markery umoziujici
odlisit jednotlivé genotypy mezi sebou v rdmci testovaného souboru. Provedené analyzy
a ziskané vysledky déle prokazuji vhodnost pouziti zvolenych molekuldarnich markert pro
testovani potomstev vzniklych z kiizeni rodi¢ovskych genotypt.
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UVoD

Fusariové vadnuti klast (Fusarium Head Blight, FHB) je celosvétové rozsifenym
houbovym onemocnénim obilovin, které mize vyznamné redukovat vynosy, ale také snizovat
kvalitu a zdravotni nezavadnost ziskaného zrna. Onemocnéni vyvoldvaji nékteré druhy rodu
Fusarium. V nasich podminkdch se jedna zejména o F. culmorum, F. graminearum
(Giberella zeae) a F. poae. Mezi faktory ovliviiujici rozsah mozného napadeni fadime vlastni



rezistenci odridy, virulenci patogena, miru fyziologického stresu, kterému jsou rostliny
v polnich podminkach vystaveny a schopnost rostliny degradovat vytvafené mykotoxiny
(Sykorova a Papouskova, 2001). Je-li FHB napadeno osivo, projevi se onemocnéni
v nestejnomérném vzchdzeni, Spatném vyvoji kli¢nich rostlin a nevyrovnanosti porostu.
Nejvetsi Skody vSak vznikaji jsou-li FHB napadeny klasy. Onemocnéni se projevuje
zasychanim jednotlivych klaska (jez jsou pak v plné zralosti sterilni) nebo celych ¢asti klasu.
U nckterych, silné napadenych klasi postupuje vadnuti az do hnédavého zabarveni
podklasového internodia.Tento pfiznak je zplisoben rustem houbovych vldken z mista
primarni infekce do celého klasu a soubéznou produkci mykotoxini. Toxiny nejsou, podle
poslednich vyzkumi (Pekkarinen et al., 2000), transportovany cévnimi svazky rostliny do
jejich riznych casti, ale pouze nasleduji prordstani houbovych vldken. Z fusariovych
fytotoxinli byva v zrné v nejvyssi koncentraci obsazen mykotoxin deoxynivalenol (DON),
ktery se tak povazuje za indikdtor mozné kontaminace dal$imi fusariovymi mykotoxiny
(Velisek, 1999). Znacnad tepelnd a chemickd stabilita fusariovych mykotoxinli mize
zpusobovat problémy naslednym zpracovatelim zrna. Pouziti zrna je¢mene kontaminovaného
deoxynivalenolem pifi vyrobé piva, mlze pfispét ke vzniku gushingu piva, tj jeho
nadmérnému piepéiovani (tzv. divoké pivo). Mozné jsou také piimé intoxikace Clovéka ¢i
zvifat konzumaci kontaminované potravy. Tyto se projevuji postizenim traviciho traktu
zandty, zvracenim a prijmy doprovazené bolestmi hlavy. V dal§im stddiu pak zpravidla
dochdzi k posSkozeni imunitniho systému. Mezi faktory usnadnujici Sifeni FHB patii
péstovani nachylnych odriid, zmény v péstitelské praxi a dale pak nevhodné tj. pfili§ vlhké
pocasi béhem metani a nalévani zrna. Ochrana pfed FHB miiZze byt nejlépe provadéna pies
integrovana péstitelskd opatfeni, pfimou aplikaci fungicidnich ptipravki a Slechténi
a zavadéni novych odolnych odrid do praxe (Steffenson, 2003). Za vyznamny zdroj
rezistence vaci FHB je celosvétoveé povazovana Sestifada odriida nesladovnického jeCmene
Chevron, ptivodem ze Svycarska. Ze sortimentu u nés registovanych odrid jarniho je¢mene
vykazuji vy$si odolnost viiéi FHB odriidy Forum a Olbram (Sip, 2001).

Cilem prace bylo zhodnotit genetickou diverzitu u 7 vybranych rodicovskych
genotypl je¢mene jarniho a 7 rodiCovskych genotypli jeCmene ozimého, s riiznou citlivosti
vici FHB, pomoci molekuldrnich markert. Ziskané vysledky pak vyuzit pfi testovani
potomkii vzniklych z kiizeni rodicovskych genotypii.

MATERIAL A METODIKA

Hodnoceni genetické diverzity molekuldrnimi markery bylo provedeno u 7 vybranych
genotypl je¢mene jarniho s deklarovanou rezistenci resp. nachylnosti vic¢i FHB (tab. 1).
Osivo bylo ziskano z kolekce genetickych zdrojit ZVU Kroméfiz, s. r. o. Testovani genetické
ptibuznosti bylo provedeno analyzou 80 RAPD (Random Polymorphic DNA) a 60 SSR
(Simple Sequence Repeats) markert.



Tab. 1 Charakteristika testovanych rodi¢ovskych genotypl jeémene jarniho

Genotyp Ptvod Zemée FHB reakce *
ptuvodu
CHEVRON Clho 1111 (PI38061)= Landrace from Luzerne CHE rezistentni 6
PEC 210 Embrapa 128 BRA rezistentni 2
CI4196 PI 64275 (hang wang ta mai)= Landrace from Beijing USA sti'. rezistentni | 2
ZAO ZHOU 3 | Cultivar in East China, Zhejiang University, Hangzhou CHIN sti'. rezistentni | 2
6NDRFG-1 PI 615583; North Dakota Agric. Experiment Station, USA | USA stf'. rezistentni | 6
FOSTER Robust/ 3/ Hanzen/Glenn/Karl USA velmi nachylnd | 6
PI 383933 Kanto Nijo2= Ko. 1018/Kyoto Nakate from Japan USA velmi nachylnd | 6
* fadovost

Izolace DNA: celkovéa genomova DNA byla izolovéna z listi mladych rostlin (ve stafi
6 dni) izolacnim kitem DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, GE). Kvantita vyizolované DNA byla
ovétovana spektrofotometricky.

PCR reakce: Pro analyzy mikrosateliti byla pfipravovana reakéni smés o celkovém
objemu 25 pl. Reakéni smés obsahuje: 30 ng templatové DNA, 0,5U Tag polymerazy
(Promega, USA), 1x pufru pro 7ag polymerazu, 0,1mM kazdého dNTP a 0,3 mM piimého a
zpétného primeru. Reakéni podminky PCR: pocatecni denaturace 1 min. pti 98°C, nasleduje
40 cykla - denaturace 10 sec. pti 98°C, annealing 15 sec. pii 60°C, elongace 30 sec. pii 72°C
a zavérecna elongace 5 min. pii 72°C.

Pro RAPD analyzy byla pfipravovana reakéni smés o celkovém objemu 25ul. Reakéni
smés obsahuje 0,4 U polymerazy (Finnzymes, FIN), 1x alikvotniho PCR pufru, 0,25 mM
kazdého dNTP, 20 ng primeru a 30 ng templatové DNA. Reakéni podminky PCR: 1 min.
pocatecni denaturace pii 94 °C, nasleduje 45 cykli - 1 min. pti 94 °C, 2 min. pfi 35 °C, 1 min.
pti 72 °C a zaverecna elongace 10 min. pii 72 °C.

Vizualizace SSR markert:

a) horizontalni elektroforéza pti 300V na 30% nedenaturacnim polyakrylamidovém gelu
v TE pufru s naslednym barvenim stiibrem (0,2% AgNOs;) a SYBRGoldem
(Molecular Probes, USA),

b) vertikdlni elektroforéza pii 78 V na 3,5% MetaPhor agarosovém gelu s obsahem
ethidiumbromidu v TAE pufru (pomér MetaPhor agarosa (Cambrex, USA): agarosa
SERVA (Serva, USA) - 2:1),

c) kapalinova elektroforéza - stanoveni na genetickém analyzatoru ABI PRISM AVANT
(Applied Biosystem, USA) metodou fragmentacni analyzy na polymeru POP 4.
Primery "forward" byly znaceny fluorescen¢nimi znackami VIC, NED, 6 - FAM,
PET. Fluorescen¢ni znacka LIZ byla pouzita pro hmotnostni standard.

Vizualizace RAPD markert: vertikalni elektroforéza pii 67 V na 1,5% agarosovém
gelu (Serva, USA) s obsahem ethidiumbromidu v TAE pufru.

Statistické vyhodnoceni ziskanych vysledkli - ziskané elektroforeogramy byly
prevedeny do podoby bindrnich matic reprezentované ptitomnosti (1) nebo absenci (0)



vyslednych alel. Matice byly vyhodnoceny pomoci software FreeTree ver. 9.1 s vyuzitim
konstrukéni metody UPGMA a podobnostniho koeficiendu dle Jaccarda. Ke grafickému
vyjadieni matice byl vyuzit software TreeView ver. 1.6.

VYSLEDKY A DISKUSE

U 7 vychozich rodicovskych genotypli je¢mene jarniho byla provedena analyza
mikrosatelitnimi a RAPD markery. Z celkového poctu 60 testovanych SSR markert bylo
u analyzovanych genotypti 8 SSR markertt monomorfnich, zbylych 52 SSR markert mélo
polymorfni charakter. V ramci analyz byly nalezeny 2 SSR markery (EBmac806
a Bmag382), diky nimz je mozné od sebe odlisit skupinu genotypt deklarovanych jako
rezistentni od ostatnich testovanych genotypt a 1 SSR marker (Bmag353), ktery umoziuje
odliSeni genotypti deklarovanych jako nachylné od ostatnich testovanych genotypt
(obr. 1). Vysledky analyz SSR markert byly zpracovany do podoby dendrogramu, ktery
charakterizuje genetickou piibuznost testovanych genotypti (obr.2). Dendrogram ukazuje
rozdéleni testovanych genotypit do dvou hlavnich shlukii. Prvni shluk je mozné rozdélit do
dvou podskupin. Do prvni podskupiny byly zafazeny genotypy Chevron a PEC 210, které
literatura uvadi jako rezistentni. Druhou podskupinu tvofi genotypy Zao Zhou 3 a 6NDRFG-1
literaturou definované jako stfedné rezistentni a rezistentni genotyp Foster. Do stejné
podskupiny byl zafazen také genotyp Foster, ktery literatura uvadi jako genotyp nachylny.
Druhy — samostatny shluk, tvoii genotyp PI 383933, ktery je v literatufe uvadén jako genotyp
nachylny. Vysledny dendrogram nepotvrdil vzijemné shlukovani genotypl se stejnym
ptvodem, ani genotypl se stejnou fadovosti klasti. Dale byl soubor rodi¢ovskych genotypa
jec¢mene jarniho testovan 80 RAPD markery. 72 testovanych RAPD markerti poskytlo
u testovanych genotypt polymorfni charakter, zbylych 8 RAPD markeri bylo monomorfnich,
a to nejméné pii dvou opakovanych analyzich. Byl nalezen RAPD marker (H30), ktery
umoznuje odliSeni velmi nachylnych rodicovskych genotypt od ostatnich rezistentnich, resp.
stiedné rezistentnich genotypi (obr. 3) na zaklad¢ fragmentu o velikosti cca 1300bp. U tohoto
fragmentu se predpokladd jeho prevedeni na SCAR marker (Sequence Characterisee
Amplified Regions). Testovana genetickd diverzita vybranych genotypid byla vyjadiena
formou dendrogramu, ktery opét umoziuje rozliSeni dvou velkych shlukd (obr.4). Prvni-
zcela samostatny, tvofi nachylny genotyp PI 383933. Druhy se rozpada do dvou podskupin.
Prvni podskupinu tvoii genotyp 6NDRFG-1, deklarovany jako stfedné rezistentni a rezistentni
genotypy CI 4196 a PEC 210. Druhou podskupinu tvoii stfedné rezistentni genotyp
Zao Zhou 3 a rezistentni genotyp Chevron. Do stejné podskupiny piipadl jesté genotyp Foster,
literaturou uvadény jako genotyp viac¢i FHB velmi nachylny.

ZAVER

V praci byly pro testovani genetické diverzity 7 rodiCovskych genotypii jeCmene
jarniho pouzity mikrosatelitni a RAPD markery. Vysledky analyz u rodiCovskych genotypa
ukazuji na vhodnost pouziti téchto typti markert také pro nasledné testovani potomku
vzniklych kiiZenim rodi¢ovskych genotypt. Uspé$né pievedeni RAPD fragmentu,



charakteristického pro skupinu nachylnych testovanych genotypti je¢mene jarniho, o velikosti

1300 bp z profilu markeru H30, na specificky SCAR marker, by umoznilo urychlit a zpfesnit

dalsi navazujici analyzy potomstva

Obr. 1 Vysledky analyzy SSR markeru Bmag353 na kapalinové elektroforéze. Sipka
naznacuje produkt o velikosti 124 bp, ktery je charakteristicky pro skupinu 2 genotypu
je€mene jarniho nachylnych vaci FHB. (1) — Chevron, (2) — PEC 210, (3) Cl 4196,
(4) — Zao Zhou 3, (5) — 6 NDRFG-1, (6) Foster, (7) Pl 383933.
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Obr. 2 Dendrogram charakterizujici genetickou pribuznost
genotypl jeCmene jarniho na zakladé analyz 60 SSR markery.
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Obr.3 Elektroforeogramy 7 rodiCovskych genotypl po analyze RAPD markerem H30,
(1) — Chevron, (2) — PEC 210, (3) Cl 4196, (4)— Zao Zhou 3, (5) — 6 NDRFG-1, (6) Foster,
(7) Pl 383933. Sipka naznaéuje produkt o velikosti 1 300 bp charakteristicky pro skupinu
genotypu nachylnych.

1300 bp

Obr. 4 Dendrogram charakterizujici genetickou pribuznost testovanych rodi¢ovskych
genotypu jeémene jarniho na zakladé analyz 80 RAPD markery.
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