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ABSTRACT

Pc 50-4, resistance gene to oat crown rust, is a member of the set of genes transferred to
cultivated Avena sativa L. from the wild Avena sterilis L. In our study, a high level of the
effectiveness of Pc 50-4 to number of pathotypes originated from different European regions
and Middle East, collected in the 2000-2004, is demonstrated. The value 0,9296 is
comparable with the highest effectiveness of the set of genes which are used as differentials in
the Research Institute of Crop Production in Prague as well as with genes successfully used in
breeding programmes in North America. Hybridological F2 and F3 analyses, performed in
field and glasshouse conditions, show that in the Pc 50-4 line the resistance to a new group of
pathotypes of oat crown rust is conditioned by one major gene.
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ABSTRAKT

Major gen rezistence proti rzi ovesné, inkorporovany do linie Pc 50-4, je jednim ze skupiny
genu prenesenych do Avena sativa L. z planého druhu Avena sterilis L. V ptedlozené studii
bylo prokazano, Ze sledovany gen je vysoce ucinny proti fadé¢ novych patotypil rzi ovesné
pochdazejicich z riznych regionti Evropy a Blizkého vychodu ziskanych v letech 2000-2004.
Efektivnost tohoto genu v soucasnosti dosahuje hodnoty 0,9296, coz je srovnatelna trovei se
skupinou genil rezistence s prokazanou nejvyssi efektivnosti odolnosti pouzivanymi jako
diferenciatory ve Vyzkumném ustavu rostlinné vyroby v Praze a také s geny odolnosti
usp&$né vyuzivanymi ve Slechtitelskych programech Severni Ameriky. Hybridologickymi
analyzami v generacich F2 a F3 ve sklenikovych a polnich podminkach bylo zjiSténo, ze
dédi¢nost odolnosti linie Pc 50-4 je k této nové skupiné patotypli zaloZzena monofaktoridlné.

Klicova slova: oves, major geny rezistence, rez ovesna, patotyp



UVOD

chorobam napadajicim kazdoro¢né porosty ovsa (Advena sativa L.) v celosvétovém métitku
(Simons, 1985; Harder & Haber, 1992). Onemocnéni ve svém dusledku zptisobuje vyznamné
snizeni mnozstvi 1 kvality sklizeného zrna (Sebesta, 1971; Sebesta et al., 1972; Sebesta &
Sykora, 1974) a také zvySuje poléhani porostu (Ohm & Shaner, 1992).

Geneticka ochrana, zaloZena na vyuziti rezistence (Sebesta, 1991), je nejefektivngj$im
a zaroven nejekonomictéjSim zptisobem ochrany proti tomuto onemocnéni (Harder & Haber,
1992). Pii Slechténi na odolnost jsou vyuzivany poznatky o genech virulence v rasovych
populacich parazita a o i€innosti genti rezistence véetné jejich vzajemnych vztaht. Do konce
60. let 20. stoleti byl ke studiu problematiky rzi ovesné celosvétové vyuzivan standardni
soubor deseti diferenciatort, ktery sestavil Simons & Murphy (1955). Rada &lent tohoto
souboru byla vyuzivana také jako donory rezistence pifi Slechténi na odolnost (Frey et al.,
1977) Nicméné jiz na konci 50. let zddny z tehdy znamych zdrojl rezistence v péstovanych
odridach ovsa neposkytoval adekvatni ochranu proti rzi ovesné (Martens & Dyck, 1989). Jak
bylo ukdzano (Chong & Kolmer, 1993; Zhu & Kaeppler, 2003), tento patogen totiz vynika
schopnosti rychle vyvijet nové patotypy, které mohou piekonat stavajici odolné genotypy.

Hledanim novych perspektivnich genti odolnosti se ukazalo, Zze jednim z bohatych
zdroji jsou divoké populace ovsa jalového (Avena sterilis L.) pochazejici ze Severni Afriky,
Stredomoti a Stiedniho vychodu. Nepietrzitym studiem tady vzorki populaci tohoto druhu
doslo k vyznamnému nartistu identifikovanych gent rezistence a vyzkum v této oblasti nadale
pokracuje. V soucasné dobé je k dispozici celkové jiz vice nez 90 genli odolnosti proti rzi
ovesné (http://www.cdl.umn.edu/res gene/res_gene.html). Mnozstvi genli pochazejici z 4.
sterilis vyznamné prispélo k uspésnému Slechténi odolnych odrid také v Severni Americe
(Chong, 2000; Martens & Dyck 1989; Mc-Mullen & Peterson, 1992).

Jednim z identifikovanych geni rezistence je Pc 50 (Rajhathy et al., 1966). Isolinie Pc
50 (Pendek x CW 486-1) patii do skupiny linii odr. Pendek, do nichz byl pienesen gen z A.
sterilis zpétnym k¥izenim (Fleischmann & Baker, 1971). Sebesta & Harder (1983) zjistili, ze
po umélé infekci této linie riiznymi patotypy rzi ovesné se vyskytuje segregace odolnych a
nachylnych rostlin. Sebesta (1983) provedl reselekce a ziskal derivaty Pc 50-2 a Pc 50-4, u
nichz prokazal, ze kazdy z derivatl nese odlisny major gen rezistence. Reselektované linie Pc
50-2 a Pc 50-4 v reakcich na rizné patotypy patogena, ziskané z Evropské Skolky chorob
(Sebesta & Zwatz, 1980), byly jiz homozygoty.

Cilem této studie bylo stanovit soucasnou efektivnost tohoto genu pomoci spektra
patotypi rzi ovesné ziskaného v letech 2000-2004, jeji hodnotu porovnat s efektivnosti
diferenciatorti pouzivanych ve VURV Praze Ruzyni. V neposledni fadé bylo cilem potvrdit
dédicné zalozeni rezistence linie derivatu Pc 50-4 v F2 a F3 generaci. Predpokladame, ze
vysledky prace poslouzi jako vychozi podklady pro molekularné-biologické analyzy tohoto
genu.


http://www.cdl.umn.edu/res_gene/res_gene.html

MATERIAL A METODIKA

Puccinia coronata f. sp. avenae

Ke stanoveni efektivnosti genu Pc 50-4 byly pouzity izolaty rzi ovesné ziskané
v letech 2000-2004. Patotypy rzi ovesné byly ziskany z pfirozenych vyskytl choroby
v polnich podminkach z riiznych regiontt Evropy (Bélorusko, Ceska republika, Estonsko,
Madarsko, Rakousko, Srbsko a Cerna Hora, Svédsko) a Izraele. Jejich izolaty jsou udrzovany
ve sbirce Vyzkumného ustavu rostlinné vyroby v Praze.

Stanoveni efektivnosti genu Pc 50-4

Zakladem se staly analyzy v juvenilni fazi rostlin ve sklenikovych podminkéch.
Jednotlivé patotypy rzi ovesné byly infikovany na pIn€ vyvinuté, ovlhéené prvni listy rostlin
linie Pc 50-4. Infekce byly provedeny rozpraSenim urediospor s talkem sklenénymi
cyklénovymi separatory. Po infekci byly rostliny vzajemné prostorové izolovany pomoci
sklenénych inkubacénich valct. Po celou dobu trvani testu byl nastaven 16ti hodinovy svételny
rezim a teplota kolem 18 °C. (Sebesta, 1972). Pomoci stupnice pro hodnoceni specifické
rezistence obilnin ke rzim (Sebesta, 1991) bylo po 14 dnech od poéatku infekce, na po&atku
oteviené sporulace, provedeno vyhodnoceni testu. Rostliny s reakei hodnocenou 0, 0; 1 a 2
byly povazovany za rezistentni, rostliny vykazujici reakci 3 a 4 byly hodnoceny jako
nachylné.

Analyza dedicnosti genu Pc 50-4

Linie nesouci gen odolnosti Pc 50-4 byla ve SS Krukanice nakiiZena s odridou Atego.
Odr. Atego byla do kiizeni zvolena pro svou vysokou nachylnost ke vSem testovanym
patotypiim rzi ovesné. K analyze dédi¢nosti byly pouzity generace F2 a F3, testovani probéhlo
ve sklenikovych a polnich podminkach.

Zpusob infekce, teplotni i svételné podminky ve skleniku byly pro tuto cast studie
shodné s vyse popsanym postupem pii provérovani efektivnosti tohoto genu.

V polnich pokusech byly infekce provadény vpichem vodni suspenze urediospor do
rostliny nad vegetacni vrchol na pocatku sloupkovani. Infikovany byly univerzalné nachylné
odridy vysévané mezi testovanym materidlem pro dosazeni jeho pfirozeného napadeni.

Pii hodnoceni testi byla pozorovana segregace hybridi na rostliny rezistentni
a rostliny nachylné. Na zaklad¢ segregace bylo vypocitano dédi¢né zalozeni genu Pc 50-4,
pomoci hodnoty %2 dle vzorce:
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kde ,,d2* je diference kazdé jednotlivé tiidy proti teoreticky ocekdvané hodnoté oné tiidy
,m“. Ztabulky pro 2 (Hruby, 1961) byla dle vypocitané hodnoty odectena ptislusna
pravdépodobnost.

VYSLEDKY A DISKUZE
Stanoveni efektivnosti genu Pc 50-4

Byla provéfovana efektivnost genu Pc 50-4 pouzitim patotypli rzi ovesné
pochazejicich z riznych regionti Evropy a Blizkého vychodu, ziskanych v letech 2000-2004.
Celkem bylo pouzito 71 izolath patotypt. Reakce genu, resp. reakéni typ a uvedeni konkrétni
zem¢ puvodu patotyp jsou uvedeny v Tabulkach 1a, 1b a 1c. Reakce Pc 50-4 na 66 patotypu
byla hodnocena jako rezistentni, pfi¢emz byl pozorovan pouze typ napadeni 0, (tj. listy bez
priznakii napadeni, listy zistaly zelené, bez pustuli a chlor6z). U 5 patotypti byla
zaznamenana reakce nachylnd, s typem napadeni 4 (tj. tvorba velkych pustuli, bez chloroz, se
zjevnou tendenci se rozrustat, bohata sporulace). Téchto 5 patotypii pochazelo z raznych
geografickych oblasti (Ceskéa republika, Estonsko, Izrael, Rakousko, Srbsko a Cerna Hora).
Sebesta (1983) ve svych analyzach nezaznamenal Zadny patotyp ptvodem z Rakouska,
Jugoslavie ani Ceskoslovenska, ktery by vykazoval virulenci k Pc 50-4. Toto pozorovani je
v souladu s tvrzenim, Ze rez ovesna vynikd vysokou genetickou variabilitou virulence a ze
nové patotypy mohou piekonat stavajici geny odolnosti (Chong & Kolmer, 1993; Zhu &
Kaeppler, 2003). Navzdory pozorovanému mirnému naristu vyskytu virulentnich patotypt je
uc¢innost genu Pc 50-4 stale velmi vysokd. Efektivnost odolnosti (pocitand jako podil
avirulentnich patotypt z poctu celkem testovanych) dosahuje 0,9296.

Tabulka 1a Efektivnost genu Pc 50-4 k patotyptim rzi ovesné ptivodem z Ceské republiky

izolat rzi ovesné reakce reakéni typ

1-02
2-02
3-02
4-02
5-02
7-02
8-02
4-04
5-04
6-04
7-04
8-04
9-04
10-04
11-04
30-04

CZ = Ceska republika
R = rezistentni reakce (reakéni typ 0, 0; 1, 2); S = nachylna reakce (reakéni typ 3, 4)
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Tabulka 1b Efektivnost genu Pc 50-4 k patotypim rzi ovesné ptivodem z vychodni Evropy a
Blizkého vychodu

izolat rzi ovesné pivod reakce reakéni typ
29-00 Bel R 0,
39-00 Bel R 0,
41-00 Bel R 0,
74-99/1 Est R 0,
44-00 Est R 0,
32-04 Est S 4
33-04 Est R 0,
34-04 Est R 0,
35-04 Est R 0,
36-04 Est R 0,
37-04 Est R 0,
45-00 Izr R 0,
46-00 Izr R 0,
47-00 Izr R 0,
25-04/1 Izr R 0,
25-04/2 Izr R 0,
27-04/1 Izr R 0,
28-04 Izr R 0,
29-04 Izr S 4

Bel = Bélorusko; Est = Estonsko; Izr = Izrael
R = rezistentni reakce (reakéni typ 0, 0; 1, 2); S = nachylna reakce (reakéni typ 3, 4)



Tabulka 1c Efektivnost genu Pc 50-4 k patotypim rzi ovesné plvodem ze zapadni, jizni a
severni Evropy

izolat rzi ovesné pivod reakce reakéni typ
3-00 A R 0,
5-00 A R 0,
5-00/3-2 A R 0,
5-00/3-4 A R 0,
10-00 A R 0,
11-00 A R 0,
15-00 A R 0,
16-00 A S 4
21-00 H R 0,
1-04 H R 0,
20-00 Y R 0,
28-00 Y R 0,
4-01 Y R 0,
12-04 Y R 0,
13-04 Y R 0,
14-04 Y R 0,
16-04 Y R 0,
15-04 Y S 4
16-04 Y R 0,
17-04 Y R 0,
18-04 Y R 0,
19-04 Y R 0,
19-04/2 Y R 0,
20-04 Y R 0,
21-04 Y R 0,
22-04 Y R 0,
23-04 Y R 0,
24-04 Y R 0,
59-99 Sv R 0,
74-99 Sv R 0,
101-99 Sv R 0,
102-99 Sv R 0,
102-99/1 Sv R 0,
23-00 Sv R 0,
35-00 Sv R 0,

A = Rakousko; H = Mad’arsko; Y = Srbsko a Cernd Hora; Sv = Svédsko
R =rezistentni reakce (reakéni typ 0, 0; 1, 2); S = nachylna reakce (reakéni typ 3, 4)

Porovnani efektivnosti odolnosti genu Pc 50-4 s dalsimi geny rezistence

Efektivnost Pc 50-4 byla porovnavana s efektivnosti diferenciatori nesoucich geny Pc,
které jsou v sou¢asné dobé vyuzivany ve VURV pii uréovani rozsahu a kombinaci virulence
patotypil rzi ovesné. Pro srovnani bylo pouzito celkem 28 diferencidtord, jejich oznaceni,
genealogie a vypoctena efektivnost je uvedena v Tabulce 2.



Dle dosazené hodnoty efektivnosti odolnosti bylo mozno z testovanych gent
(diferenciatori) vytvotit 4 pracovni skupiny. Prvni skupina s nizkou efektivnosti, do niz byly
zatazeny Pc 40, Pc 45 a odr. Azur, dosahovala hodnot 0 — 0,399. Druha skupina se stredni
efektivnosti, do niz spadaly geny Pc 38, Pc 46, Pc 51, Pc 54, Pc 56, Pc 64, Pc 67, VIR 343-1 a
VIR 343-2, vykazovala efektivnost 0,400 — 0,799. Tieti skupina s vysokou efektivnosti o
hodnoté 0,800 - 0,899 je tvotena diferenciatory Pc 60, Pc 61, Pc 96 a odr. Vok. Posledni
skupina, jejiz efektivnost byla definovéana jako velmi vysokd, dosahovala hodnot 0,900 — 1,0.
Do této skupiny byly zatazeny Pc 39, Pc 48, Pc 50-2, Pc 50-4, Pc 52, Pc 54-1, Pc 55, Pc 58,
Pc 59, Pc 62, Pc 68, Pc 94.

Z uvedenych vysledkd vyplyva, Ze ndmi studovany gen Pc 50-4 s dosazenou hodnotou
0,9296 je srovnatelny s geny s nejvyssi pozorovanou efektivnosti odolnosti proti patotypim
rzi ovesné¢ pochazejicich zregionii Evropy a Blizkého vychodu a je stdle opodstatnéné
vyuzitelny ve $lechténi ovsa na odolnost ke zminénému patogenu.

Problematikou rezistence kulturnich ovsii ke rzi ovesné se s uspéchem zabyvaji také
Slechtitelské programy v Kanadé¢ a USA. Do skupiny gend vyuzivanych v této geografické
oblasti patii diky svym charakteristikdm mj. Pc 48, Pc 68 a novéji také Pc 94 a Pc 96 (Chong
& Zegeye, 2004; Chong, 2000; Mc Mullen & Patterson, 1992; Martens & Dyck, 1989). Tyto
4 geny byly zafazeny i do nagich analyz; Pc 48 a Pc 68 jsou ve VURV sledovany dlouhodobg,
geny Pc 94 a Pc 96 od r. 2003. Z vysledki je patrné, Ze tyto geny jsou velmi efektivni také
proti evropskym populacim rzi ovesné. Pc 96 je nami hodnocen jako vysoce efektivni
s hodnotou efektivnosti odolnosti 0,857, Chong & Brown (1996) zaznamenali dokonce
odolnost tohoto genu proti > 94 % izolatlim rzi ovesné z oblasti Severni Ameriky. Vysledky
nasich analyz u Pc 48, Pc 68 a Pc 94 tadi tyto geny do stejné skupiny jako nami studovany Pc
50-4, tj. do skupiny s velmi vysokou efektivnosti. Jejich hodnoty efektivnosti dosahovaly
0,9859 - 1,00. I kdyz je efektivita genti Pc 94 a Pc 96 monitorovana zatim necelé 3 roky,
dosavadni vyborné vysledky naznacuji mozZnost zatazeni také téchto genti do ceskych
Slechtitelskych programi.



Tabulka 2 Seznam diferenciatorii pouzivanych ve VURV — sefazené dle dosaZené hladiny

efektivnosti
oznaceni
genu/odr. pivod linie efektivnost genu
Pc 40 A. sterilis F-83 Pendek x Pc40 0,2571
Pc 45 A. sterilis F-169 Pendek x Pc45 0,3000 :—g
[(Hin. x Veles) x FL.]x S |
Odr. Azur 325/81 * 0,3732
VIR 343-2 A. sterilis Reselekce VURV Praha 0,4718
Pc 54 A. sterilis CAV 1832 Pendek x Pc54 0,5286
VIR 343-1 A. sterilis Reselekce VURV Praha 0,6338
Pc 51 A. sterilis Wahl No. 8 Towa isolines X270 & X434 0,6571 -§
Pc 64 A. sterilis CAV 4248 Makuru//Sun II Pc64 0,7125 ’%
Pc 67 A. sterilis CAV 4656 Makuru//Sun II Pc67 0,7254
Pc 38 A. sterilis CW491-4 Pendek x Pc38 0,7436
Pc 56 A. sterilis CAV 1964 Pendek x Pc56 0,7887
[(F1. x Ar.) x (FL. x KR-81-
Odr. Vok : ;;lz)i ’(‘égg > lp(‘)rl%"i x 0,8028 .
Dr)]} ** =
Pc 96 A. sativa 0,8571 2
Pc 61 A. sterilis P1287211 Coker 234 0,8732
Pc 60 A. sterilis P1287211 Coker 227 0,8803
Pc50-4 A. sterilis CW-488 Pendek x Pc50 0,9296
Pc 55 A. sterilis CAV 4963 Pendek x Pc55 0,9296
Pc 58 A. sterilis P1295919 TAM-0-301 0,9296
Pc50-2 A. sterilis CW-487 Pendek x Pc50 0,9437
Pc 62 A. sterilis CAV 4274 Fraser Pc62 0,9718 -
Pe 39 A. sterilis F-366 Pendek x Pe39 0.9789 E
Pen’ CAV A. sterilis Pen’ x CAV 1376 0,9789 =
Pc 48 A. sterilis F-158 Pendek x Pc48 0,9859 E,
Pc54-1 A. sterilis CAV 1833 Pendek x Pc54 0,9859
Pc 59 A. sterilis P1 296244 TAM-0O-312 0,9859
Pc 68 A. sterilis CAV 4904 Makuru//Sun IT Pc68 0,9859
Pc 52 A. sterilis Wahl No. 2 Towa isoline X421 1,0000
Pc 94 A. strigosa (RL1697) 1,0000

* [(Hinoat x Veles) x Flamingsnova] x S 325/81

** [(Flamingssone x Ardo) x (Fldmingssone x KR-81-1122)] x {(Fldmingssone x Ardo) x [Fldmingssone x (KR-81-1010 x

Dragon)]}

Analyza dédicnosti genu Pc 50-4

Dal$im cilem této studie bylo potvrdit dédi¢né zalozeni rezistence linie Pc 50-4. Ve
dvou testech ve sklenikovych podminkéch bylo testovano 257 F2 rostlin, resp. 357 F2 rostlin
(Pc 50-4 x Atego). Tteti test byl proveden v polnich podminkéch s 58 F2 rostlinami, u nichz
byla hodnocena odolnost v dospélosti. Rostliny byly inokulovany patotypy rzi ovesné 15-04 a
30-04 avirulentnimi k Pc 50-4. Pocty odolnych a nachylnych rostlin s pfisluSnym vypoctem
pravdépodobnosti jsou uvedeny v Tabulce 3. Vysledky ukazuji, ze hybridy F2 segreguji
v poméru 3 : 1 (rezistentni : nachylné), ktery odpovidd monofaktorialnimu zalozeni genu Pc
50-4.



Monofaktoridlni zalozeni bylo potvrzeno také provedenim hybridologickych analyz
v generaci F3. Celkové bylo vyseto 52 rodin, po jejich infekci avirulentnimi patotypy 11-05,
resp. 30-04 doslo ke $tépeni v poméru 1 : 2 : 1 (rodiny rezistentni : segregujici : nachylné)
v poctu 13 : 28 : 11. Vypocitana pravdépodobnost dosahla hodnoty P = 0,8-0,7.

Tyto vysledky jsou v souladu s diiveéjSimi analyzami dédi¢nosti odolnosti pti reselekci
genu Pc 50 (Sebesta, 1983).

Tabulka 3 Segregace rostlin F2 (kiizeni Pc 50-4 x Atego) v reakci na napadeni patotypy rzi
ovesné avirulentni k Pc 50-4

ocet rostlin
test generace kFiZeni p ato?yp P ! $tépny pomér P
rzi R S D
sklenik 05 - 1 F2 Pc 50-4 x Atego 30-04 201 | 67 | 268 3:1 1,00
sklenik 05 - 2 F2 Pc 50-4 x Atego 15-04 260 | 97 | 357 3:1 0,5-0,3
pole 05 F2 Pc 50-4 x Atego 30-04 46 | 12| 58 3:1 0,5-0,3

R = rezistentni reakce; S = nachylna reakce, Y = rostlin celkem; P = pravdépodobnost dle vypo&tené hodnoty

ZAVER

Bylo zjisténo, ze efektivnost genu Pc 50-4 v soucCasnosti dosahuje 0,9296 a je
hodnocena jako velmi vysokd. Tato Uroven je zaroven srovnatelnd se skupinou gent
rezistence s prokdzanou nejvyssi efektivnosti odolnosti, které jsou pouzivané jako
diferenciatory ve Vyzkumném tustavu rostlinné vyroby v Praze, tj. Pc 39, Pc 48, Pc 50-2, Pc
52, Pc 54-1, Pc 55, Pc 58, Pc 59, Pc 62 a Pc 68 a také s geny odolnosti uspésné vyuzivanymi
ve Slechtitelskych programech Severni Ameriky, Pc 94 a Pc 96. Gen Pc 50-4 je proto stale
opodstatnéné vyuzitelny ve slechténi ovsa na odolnost ke zminénému patogenu.

Hybridologickymi analyzami v generacich F2 a F3 ve sklenikovych a polnich
podminkach bylo potvrzeno, ze dédi¢nost odolnosti linie Pc 50-4 je k této nové skupiné
patotypt zaloZena monofaktoridlné.
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