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ABSTRACT

Barley Yellow Dwarf Virus (BYDV) , vectored by several aphid species, is the most
significant viral pathogen of wheat and other grain cereals. No resistence has been described
in wheat collections expect one gene in some cultivars. However, Thinopyrum intermedium
Barkworth and Bewey, contains at least two genes for resistence to BYDV infection. We used
two pairs of primers to prove the presence of the gene Bdv 2, which is believed to be the
majorgene of resistence against BYDV. The method of DNA isolation, PCR and the
visualisation of electrophoreograms was optimized. The presence of the specific marker was
proved in some new breeding lines of wheat.
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ABSTRAKT

Virus zluté zakrslosti jecmene (BYDV), pfenaSeny nékolika druhy msSic, je povazovan za
donora rezistence viiéi BYDV u rodu Triticum byla neuspé$na. Jako vhodny donor rezistence se
ukézal byt Thinopyrum intermedium Barkworth et Bewey, ktery obsahuje nejméné 2 geny
rezistence viuc¢i BYDV. Pro analyzy byla optimalizovana mezoda izolace DNA, PCR a
vizualizace elektroforeogramil. Pfitomnost marker rezistence byla prokazana u nckterych
linii novoslechténi pSenice obecné.
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UvVoD

PSenice obecnd (Triticum aestivum L.) je v celosvétovém méfitku jednou
krmiv hospodaiskych zvitat a zaroveii 1 vstupni surovinou pro fadu odvétvi zpracovatelského
primyslu. Slechténi na odolnost proti chorobam a $ktidctim patii mezi zakladni §lechtitelské
cile. V Ceské republice je selekce vedouci ke vzniku novych odriid zaloZena zejména na
morfologickém hodnoceni rostlin, infek¢énich testech nebo na simulaci stresovych podminek.



PSenici obecnou lze z hlediska molekularni genetiky povazovat za modelovy organismus
s dobfe popsanym genomem. Vyuziti molekularnich markert ve Slechténi pSenice predstavuje
aktudlni trend a proces oznaCovany jako ,Marker Assisted Selection® (MAS) umoziuje
ptimou selekci rostlin jiz v ranych ontogenetickych stadiich. Techniky molekularni genetiky
jsou hojné aplikovany v fad¢ svétovych Slechtitelskych organizaci a predstavuji rychlou,
spolehlivou a relativné levnou detekci genetické vybavy konkrétni rostliny a umoziuji tak
vyrazné zefektivnit Slechtitelsky program.

Cilem této prace je prokazat pritomnost genu resistence vii¢i BYDV u odrud pSenice
obecné a pomoci metod molekularni genetiky charakterizovat donory rezistence.

Virus zluté¢ zakrslosti jecmene (BYDV- Barley Yellow Dwarf Virus), pfenaseny
Virus BYDYV je pozitivni ssSRNA virus s nesegmentovanym genomem a je fazen do skupiny
luteovirt. Virova partikule je izometrickda (ZAVADA, 1999) . Bylo identifikovano 5
sérotypi- PAV, MAV, RPV, RMV a SGV, z nichz sérotyp PAV je povazovan za nejbézn¢;jsi
a nejzavaznéjsi (WATERHOUSE et al., 1988).

BYDYV napada nejen kulturni druhy obilnin, ale ma i Siroky okruh hostiteld v travéch.
Typickymi symptomy napadeni je zlatozluté az oranzové zbarveni listl a retardace ristu.
Zloutnuti postupuje od $piek a okrajii listdi a zachvacuje postupné celou listovou &epel. Listy
jsou pak ztlustlé a vzpiimené. V dal§im stadiu choroby se objevuje nekréza cévnich svazkl a
redukce kofenového systému. Napadené rostliny nemetaji nebo nevytvaieji semena.
Symptomy jsou v nékterych ptipadech tézko odliSitelné od pfic¢in neparazitick¢ého ptvodu
(CACA et al.., 1981). Ztraty na vynosech se pohybuji v zavislosti na lokalité a roéniku mezi
11 az 47% (ZAHARIEVA et al., 2001).

Casteéné kontroly nad napadenim rostlin lze dosahnout aplikaci insekticidd, zptisobem
obhospodatovani (zména terminu seti, alternativni zplisoby péstovani, odstranéni rezervoara
viru) a pouzivanim tolerantnich nebo rezistentnich odrid (HENRY et al, 2001). Tolerantni
odridy obvykle vykazuji mensi ptiznaky napadeni a ztraty na vynosech jsou niz§i, nebrani
vSak mnozeni viru. Rezistentni odridy pak potlacuji replikaci a Sifeni viru na dalsi rostliny.
Stupeni tolerance odriid potravinaiské pSenice vici BYDV popisuje napi. BURNETT et al.
(1995).

Snaha Slechtiteli o nalezeni donora rezistence vici BYDV u rodu Triticum byla
neuspésnd, pouze u odrad Maringa a Anza byly detekovany pouzitelné formy rezistence.
Geny rezistence byly nalezeny u piibuznych druhii z Celedi Triticacae a to u roda
Thinopyrum, Agropyron, Elymus, Leymus, Pascopyrum a  Elytrigia (COMEAU &
PLOURDE, 1987, LARKIN et al., 1990, XU et al., 1994).

Jako nejvhodngjsi donor rezistence se ukdzal druh Thinopyrum intermedium
(Barkworth et Dewey). Pti analyzach bylo prokazano, ze gen rezistence se nachazi na
dlouhém rameni chromozomu 7 (7AilL) a tento gen byl nazvan Bdv2 ( McINTOSH et al.,
2001). BANKS et al. (1995) dokazal prenést segment obsahujici Bdv2 na dlouhé rameno



chromozomu 7D u psenice a tyto translokované TC linie vykazovaly vysoky stupen rezistence
vici sérotypum PAV, MAV a RPV.

I ptes snahy Slechtitelti se dosud nepodatilo ptenést gen Bdv2 do intenzivnich odrad
pSenice. Prestoze byla objevena fada markerd translokace genu Bdv2, zadny znich neni
vhodny pro testovani v Sir§Sim métitku. Proto je nutné detekovat vice diagnostickych markera
pro segment 7AilL obsahujici gen Bdv2. Problematikou markert rezistence vic¢i BYDV se
zabyval napt. XIN et al. (2001), HENRY et al. (2001), AYALA et al. (2000), ZHANG et al.
(2004).

MATERIAL A METODIKA
Biologicky material

Pro PCR analyzy byly pouzity tyto odridy pSenice obecné: Alana , Apache , Banquet ,
Bill , Karolinum , Ilias , Complet , Corsair , Drifter , Ebi , Meritto , Mironovska 808 , Mladka
, Nela , Rheia , Rialto , Samanta , Sandra , SG-S 5-02 , Sparta , Sulamit , Svitava , Sarka ,
Trend , Zdar , SG-S 1875-01, dale pak kolekce linii- teoretickych donorti genu Bdv2

poskytnutych Vyzkumnym tstavem rostlinné vyroby v Praze (tabulka 1) , odrtidy Anza, Jara,
Maringa a kolekce odrid poskytnuté Slechtitelskou stanici Stupice Selgen s.r.o. (tabulka 1).

Tab.1 Seznam genotypt pouZitych pro analyzy

Oznaceni vzorku Pavod Zdroj materialu
Vyzkumny Ustav

126 CIMMYT, Mexiko rostlinné vyroby
Vyzkumny ustav

287 CIMMYT, Mexiko rostlinné vyroby
Vyzkumny ustav

289 CIMMYT, Mexiko rostlinné vyroby
Vyzkumny ustav

290 CIMMYT, Mexiko rostlinné vyroby
Vyzkumny ustav

291 CIMMYT, Mexiko rostlinné vyroby
Vyzkumny Ustav

292 CIMMYT, Mexiko rostlinné vyroby
Vyzkumny ustav

293 CIMMYT, Mexiko rostlinné vyroby
Vyzkumny ustav

294 CIMMYT, Mexiko rostlinné vyroby
Vyzkumny Ustav

295 CIMMYT, Mexiko rostlinné vyroby
Vyzkumny ustav

296 CIMMYT, Mexiko rostlinné vyroby
Vyzkumny ustav

297 CIMMYT, Mexiko rostlinné vyroby
Vyzkumny ustav

299 CIMMYT, Mexiko rostlinné vyroby
Vyzkumny ustav

344 CIMMYT, Mexiko rostlinné vyroby
345 CIMMYT, Mexiko Vyzkumny Ustav




rostlinné vyroby

349

CIMMYT, Mexiko

Vyzkumny Ustav
rostlinné vyroby

350

CIMMYT, Mexiko

Vyzkumny ustav
rostlinné vyroby

351

CIMMYT, Mexiko

Vyzkumny ustav
rostlinné vyroby

352

CIMMYT, Mexiko

Vyzkumny ustav
rostlinné vyroby

\'Al

linie 1 (SG-S1267-92 x
TC14 290E)

Slechtitelska
stanice Selgen -
Stupice

\'/

linie 2 (SG-S1267-92 x
TC14 290E)

Slechtitelska
stanice Selgen -
Stupice

V3

CIMMYT, Mexiko

Slechtitelska
stanice Selgen -
Stupice

v4

CIMMYT, Mexiko

Slechtitelska
stanice Selgen -
Stupice

V5

CIMMYT, Mexiko

Slechtitelska
stanice Selgen -
Stupice

V6

CIMMYT, Mexiko

Slechtitelska
stanice Selgen -
Stupice

v7

CIMMYT, Mexiko

Slechtitelska
stanice Selgen -
Stupice

v8

CIMMYT, Mexiko

Slechtitelska
stanice Selgen -
Stupice

V9

CIMMYT, Mexiko

Slechtitelska
stanice Selgen -
Stupice

V10

CIMMYT, Mexiko

Slechtitelska
stanice Selgen -
Stupice

V11

CIMMYT, Mexiko

Slechtitelska
stanice Selgen -
Stupice

V12

CIMMYT, Mexiko

Slechtitelska
stanice Selgen -
Stupice

V13

CIMMYT, Mexiko

Slechtitelska
stanice Selgen -
Stupice

P29

Fred Kolb, Universita lllinois,
USA

Slechtitelska
stanice Selgen -
Stupice




Slechtitelska
Fred Kolb, Universita lllinois,| stanice Selgen -
P961341 USA Stupice
Slechtitelska
stanice Selgen -
TC14290E CIMMYT, Mexiko Stupice
Slechtitelska
stanice Selgen -
TC14290J CIMMYT, Mexiko Stupice

Izolace DNA

Rostlinnd DNA byla izolovana pomoci komercné dodavaného kitu GenElute Plant
Genomic DNA Miniprep Kit od firmy Sigma. K izolaci byly pouzity listy kli¢nich rostlin.
Kvalita izolované DNA byla ovéiena elektroforetickou separaci v 1% agar6zovém gelu.
Koncentrace izolované DNA byla stanovena pomoci UV spektrofotometru.

Amplifikace DNA

Polymerazova fetézova reakce (PCR) probihala v termocykleru Techne Cyclogene. Byly
vybrany 2 dvojice primeri: BYAGI-F 5" -CATGGATAATTCAGGGAGCATTCTG- 3°, BYAGI-R
5'-CTGAACACGAATTTGCTGAGGTTG -3° (MASwheat, 2005) a SCGPlI U 5'-
CAGGACAAGTGAAAGCACCTAAGC-3, SCGP1 L 5'-GTCCACAAGTCATATGGGGACAC- 3’
(ZHANG et al., 2004), které detekuji pritomnost genu bdv2 v genomu pSenice.

Chemické slozeni PCR reakce je uvedeno v tabulce 2 a 3. Reakéni smés byla
prevrstvena 17ul mineralniho oleje. Teplotni a ¢asovy profil PCR je uveden v tabulce 4 a 5.

Tab. 2 Chemické sloZzeni PCR — primery BYAGI

Chemické slozeni PCR reakce

Templatova DNA 60 ng
Primer BYAGI-F
0,4 uM
Primer BYAGI-R
0,4 uM
dNTP 280 uM
1x PCR pufr 1x
MgCl, 2,5mM
Taq polymeraza 1U
H.0 15,1 ul




Tab. 3 Chemické sloZzeni PCR — primery SCG

Chemické slozeni PCR reakce

Templatova DNA 60 ng
Primer SCGP1 U
0,4 uM
Primer SCGP1 L
0,4 uM
dNTP 280 uM
1x PCR pufr 1x
MgCl, 2,5mM
Taq polymeraza 1U
H,0 15,1 ul

Tab. 4 Teplotni a ¢asovy profil PCR — primery BYAGI

Kroky PCR Teplota ( °c ) Cas (s) Pocet cykla
Pocatec¢ni denaturace 94 30 1
Denaturace 94 30
"Annealing" 60 30 35
Prodluzovani 72 45
Zavérecné plodluzovani 72 45 1
Uchovani produktt 4 max. 1
Tab. 5 Teplotni a ¢asovy profil PCR - primery SCG
Kroky PCR Teplota ( °c ) Cas (s) Pocet cykla
1
Pocatecni denaturace I. 72 60
Pocateéni denaturace Il 96 60 1
Denaturace 94 60
"Annealing" 65 60 35
Prodluzovani 72 120
Zavérecné plodluzovani 72 600 1
Uchovani produktt 4 max. 1

Elektroforeticka separace PCR produktii a pocitacova analyza elektroforeogramii

Pro separaci PCR produktl byla pouzita horizontalni 1,5% agardzova elektroforéza
(Bio Rad, USA). Vizualizace bylo dosazeno pomoci ethidium bromidu, ktery v ultrafialovém
svétle o vinové délce 260nm emituje Cervenooranzové fluorescenéni svétlo s vinovou délkou
560nm. Dokumentace agarézového gelu byla provedena Polaroid kamerou. Pfitomnost
markerti byla posouzena na zaklad¢ porovnani délky fragmentl s hmotnostnim standardem

ADNA/Eco471 (Avall).




VYSLEDKY A DISKUZE

Vysledkem izolace DNA byla vysokomolekularni DNA. Testovand DNA byla pouzita
pro PCR reakci. Pouzity byly 2 dvojice primerti , oznacenych jako BYRGI-L, BYRGI-R,
SCGP1 U, SCGP1 L, které detekuji ptfitomnost genu Bdv 2 v genomu pSenice. Byl
optimalizovan teplotni a Casovy profil PCR vcetné¢ chemického sloZzeni reakéni smési.
Z elektroforeogramu byla vyhodnocena piitomnost marker genu Bdv 2 (obrazek 1). Primery
BYAGI umoziuji amplifikaci fragmentli o délce 566bp, primery SCG umozinuji amplifikaci
fragmenti o délce 330bp. Velikost amplifikovanych fragmentii se shoduje s vysledky
uvedenymi v praci ZHANG et al (2004) a MASwheat (2005).

Obr. 1 Elektroforeogram PCR markeru pfi pouZziti primert BYAGI podle ZHANG et al (2004)
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Obr. 2 Elektroforeogram PCR markeru pfi pouziti markerti SCG podle MASwheat (2005)
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Poznamka: Cisla vzork jsou uvedena v tabulce 1.



ZAVER

Pfitomnost majorgenu rezistence Bdv 2 byla prokézana u genotypu kolekce odrad-
teoretickych donorti rezistence poskytnutych Vyzkumnym utstavem rostlinné vyroby v Praze.
U odrad Anza a Maringa, které vykazuji vyssi odolnost vici BYDV, je rezistence viici
BYDYV pravdépodobné fizena polygenné a proto nemiize byt detekovana pomoci specifického
markeru. Genotypy P29 a P961341 jsou zatim jedinymi genovymi zdroji ozimé pSenice, u
kterych se podafilo prokéazat ptitomnost markeru rezistence. U linii TC14290E a TC14290J
byla PCR testem prokazana piitomnost Bdv 2 genu. Linie TCI14290E je otcovskou
komponentou linii V1 a V2 (tabulka 1). Pfesto u téchto linii nebyla pfitomnost Bdv 2 genu
prokédzana. Pti¢inou zfejmé byla selek¢ni kritéria, kterd vedla ke vzniku té€chto linii. Pii1 jejich
vzniku nebyla zdmérné selekce na rezistenci viici BYDV provadéna.V zavéru lze konstatovat,
ze Bdv 2 gen nebyl detekovan u zadné z registrovanycgh odrtd. Tato skute¢nost nasvédcuje
tomu, ze rezistentni Slechténi zaméiené na ziskani Ceské odrudy viici BYDV je vysoce
aktualni a ze DNA markery pfedstavuji nadéjny nastroj pti Slechténi novych odrad.
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