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(Effect of Fusarium culmorum inoculation on deoxynivalenol content and yield traits in spring
barley doubled haploids)

Nesvadba Zdenék, Horackova Simona, Tvartzek Ludvik, PoliSenska lvana,

Agrotest fyto, s.r.0., Havlickova 2787, 767 01 Kroméfiz

Souhrn

Infekce je€mene nékterymi druhy rodu Fusarium zpUsobuje zhoubnou chorobu oznacovanou jako fuzariové vadnuti klasu,
jejimz vysledkem je pokles vynosu a snizeni kvality zrna jeémene. Cilem prace bylo analyzovat reakci dihaploidnich linii (DH)
jarniho je€mene k fuzariovému vadnuti klast. DH linie byly ziskany metodou androgeneze in vitro po hybridizaci linie Zao Zhou
3 (dvourada, stfedné odolna) a linie PI 383933 (Sestifad4, nachylnd). DH linie a vychozi rodi€ovské komponenty byly uméle
inokulovany v polnich podminkach suspenzi konidii Fusarium culmorum — izolat FC-417/02. Bylo provedeno vizualni hodnoceni
choroby po inokulaci a nasledné byl analyzovan obsah deoxynivalenolu (DON) a stanoveno procento kli€ivych a infikovanych
zrn na papirovych roladach. Byly studovany vlivy zpasobené infekci Fusarium culmorum na vynosotvorné znaky. Obsah
deoxynivalenolu se u inokulovanych dihaploidi pohyboval v rozmezi od 5,33 do 46,44 mg.kg™'. U inokulovanych rostlin byla
zjiténa redukce vynosu, hmotnost tisice zrn a podilu zrna na sité 2,5 mm.
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Summary

Infection of barley by several species of Fusarium causes a destructive disease known as Fusarium head blight (FHB), results
in reduced of yield and decrease of barley grain quality. Objectives of this study were analysed spring barley doubled haploid
lines (DH) for their responses to Fusarium head blight. DH lines were derived by androgenesis in vitro after hybridisation of line
Zao Zhou 3 (2row, middle resistant) and Pl 383933 (6row, susceptible). DH lines and parental cultivars were artificially inoculated
with conidial suspension of Fusarium culmorum, FC-417/02 isolate under field conditions. Visual observations of disease after
inoculation followed by analysis of deoxynivalenol (DON) and the percentages of germinating and infected grains on paper rolls
were checked. Effects of Fusarium culmorum infection on yield traits were studied. The deoxynivalenol content of inoculated
doubled haploids ranged from 5.33 to 46,44 mg.kg™. In the inoculated plants was observed a reduction of yield, 1000 kernel

weight and decrease in the kernel fraction 2.5 mm.
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Uvod

Houby rodu Fusarium jsou vyznamnymi patogeny vétSiny
zemédeélskych plodin. Po dlouhé obdobi bylo fuzariové
vadnuti klast (Fusarium head blight, FHB) minoritnim,
sporadicky se vyskytujicim onemocnénim. V poslednich
letech se v8ak rychle stalo vyznamnym faktorem eliminujicim
vynosy a kvalitu obilovin v mnoha péstitelskych oblastech
svéta a nesouci s sebou velké ekonomické ztraty. Nejvice
nebezpefnym aspektem této choroby je kontaminace zrna
mykotoxiny (Ma a kol., 2009). Nejvyznamnéj$imi producenty
mykotoxinU jsou druhy Fusarium graminearum, F. culmorum
a F. verticillioides. Jejich toxické produkty tvofi riznorodou
skupinu mnoha desitek latek, z nichz nejznamé&;jSimi a nej-
sledovanéjSimi jsou deoxynivalenol, nivalenol, T-2 a HT-2
toxin, zearalenon a fumonisiny (PoliSenska, 2008).

Vhodné podminky pro vyskyt a Sifeni fuzariéz predstavuje
kombinace vysS§i teploty a vysoké vzdusné vihkosti. DalSimi
faktory, které prispivaji k rozvoji fuzariéz, jsou nevhodné
predplodiny (zejména kukufice ¢&i jiné obilniny), péstovani
pozdéji kvetoucich odrid, husty a poléhavy porost, stres
pUsobici na rostlinu (pfedchozi poSkozeni pfispiva k rozvoji
infekce) ¢i absence pouziti moreného osiva a vhodnych
fungicidt (Ort, 2004).

Z literatury je znamo, ze poclet praci zabyvajici se
fuzariézami u pSenice prevysuje pocet vyzkumnych studii
u jeCmene Je to z toho duvodu, Ze pSenice ma mnohem vétsi
hospodarsky vyznam jako obilovina, ale i proto, zZe fuzariézy
zpUsobuji vétsi hospodarské $kody na pSenici nez na jeCmeni.
Obé plodiny jsou napadany té&mi stejnymi fuzariovymi
patogeny, ale existuji rozdily v jejich reakci na napadeni.
Obecné Ize fici, ze je€men je méné nachylny k FHB nez
pSenice. Pokud se tyka vynosu, tak fuzariézy ovliviuji vice
vynos pSenice nez je€mene, na druhou stranu je vysS§i
akumulace mykotoxint u jeémene a to z davodu existence
obalovych ¢asti — pluch a plusek, které jsou soucasti jeéného
zrna az do doby kone¢ného vyuziti (Steffenson, 2003).

V minulém obdobi se ve Slechténi je€mene v hojné mire
vyuzivaly dihaploidi, ktefi umoznuji urychleni procesu
homozygotizace linii. Princip spoc&iva v prevedeni rostlin
ziskanych z haploidnich gamet na diploidni Uroven
polyploidizaci, takZze kazda dihaploidni rostlina je zcela
homozygotni na v8ech lokusech (Chloupek, 2008). Populace
dihaploidnich linii ziskanych z F: generace reprezentuje
nahodny vybér gamet z F+ hybridd. Z tohoto divodu jsou DH
linie také dobrym materidlem pro genetické studie na
kvantitativni a kvalitativni znaky (Adamski et al., 1999).
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Tab. 1: Hodnoceni napadeni klast fuzarii v poli, laboratorni hodnoceni vyskytu fuzarii v zrnu na papirovych roladach, stanoveni obsahu

deoxynivalenolu a vybrané vynosové znaky. Inokulovana varianta

Odrtda / DH linie | Rad | Pol. hodn. (%) |Lab. test (%) DON (mg.kg™) Vynos zrna (kg.2,5 m?) HTZ (g) PPZ (%)
Zao Zhou 3 2 10 20 5,33 0,86 47,2 87,7
DH 47 2 8 0 26,73 0,95 40,1 82,3
DH 48 2 9 5 6,35 0,97 38,5 83,2
DH 8/03 2 13 4 6,83 0,90 38,4 74,1
DH 13/03 2 32 3 38,54 0,92 30,0 78,6
DH 18/03 2 7 6 22,25 0,86 37,1 86,9
Pl 383933 6 40 5 19,38 0,98 31,6 78,9
DH 41 6 9 8 14,02 0,86 32,6 78,9
DH 55 6 38 14 44,79 0,96 27,6 78,9
DH 9/03 6 20 7 22,27 0,90 31,6 72,6
DH 11/03 6 12 22 22,75 0,73 26,6 74,6
DH 14.1/03 6 25 0 43,42 1,11 40,2 84,2
DH 14.2/03 6 7 46,44 0,82 33,7 82,9
DH 17/03 6 9 4 45,61 1,09 27,0 77,7

Cilem predlozené prace bylo analyzovat DH linie jarniho
je€mene s ohledem na napadeni klast, obsahu deoxy-
nivalenolu, redukci vynosu zrna, hmotnosti tisice zrn (HTZ)
a podilu pfedniho zrna (PPZ) po o¢kovani houbou Fusarium
culmorum v polnich podminkach.

Material a metody

Pro experimentalni praci byly pouzity dva parentalni
genotypy jeCmene jarniho: dvourada odruda Zao Zhou 3
s deklarovanou stfedni rezistenci a Sestifada linie Pl 383933
s deklarovanou nachylnosti vuéi klasovym fuzariézam, které
byly ziskany z kolekce genetickych zdroju jarniho je€mene
Zemeédélského vyzkumného Ustavu Kroméfiz, s.r.o. Dale byl
testovan soubor 12 dihaploidnich linii (5 dvouradych a 7
Sestifadych) vzniklych androgenezi in vitro z F1 generace
kFizeni Zao Zhou 3 x Pl 383933 na pracovisti UEB AV CR
Olomouc (Vagera a Ohnoutkova, 1993).

1) Polni pokusy

Pokusy byly zaloZzeny a vedeny metodou znahodnénych
dilct na pozemcich firmy Agrotest fyto, s.r.o. Kazdy genotyp
byl vyset ve dvou opakovanich (inokulovana a neinokulovana
varianta) o rozmérech parcely 1 m’. Predplodinou byla
cukrovka. Pokus byl vyset dne 8. 4. 2008. Parcely byly v dobé
plného kveteni (DC 65) uméle inokulovany suspenzi konidii
Fusarium culmorum (izolat FC-417/02). V zavislosti na
odliSnych rustovych fazich byly klasy je€mene infikovany vzdy
ve dvou terminech 5. 6. a 11. 6. 2008. Koncentrace inokula
byla jednotné mikroskopicky adjustovana na hodnotu 6
milionU konidii na 1 ml suspenze. K inokulaci parcel byla
pouzita aplikaéni technika, ktera zajistila aplikaci stalého a pro
cely pokus shodného mnozstvi inokula. Vizualni hodnoceni
bylo provedeno 21 dni po inokulaci - 27. 6. a 1. 7. 2008 dle
stupnice Horsfall-Barretta, jako procenticky podil zaschlych
klaskl po napadeni chorobou. V dobé plné zralosti bylo 15
klasll z kazdé parcely ostfihano a zrno bylo ru¢né vydroleno.
Parcely byly dne 26. 7. 2008 sklizeny maloparcelovym
kombajnem Osevan.

2) Poskliziiové analyzy

a) Laboratorni testovani na papirovych roladach

Pro zjisténi kontaminace je€mene jarniho fuzarii byly
provedeny analyzy sklizeného zrna na stupen infekce
prorostlé do zrna. Od kazdého vzorku bylo odebrano 2 x 100
zrn. Hodnoceni bylo provadéno metodou podle Tvarltzek
a kol. (2003).

b) Stanoveni obsahu deoxynivalenolu

Stanoveni obsahu deoxynivalenolu bylo provadéno
kvantitativni imunoenzymatickou metodou ELISA. Byly
pouzivany kity RIDASCREEN FAST DON (R-Biopharm GmbH,
Darmstadt, SRN), které jsou schvaleny AOAC (Association of
Official Analytical Chemists). Pro pripravu vzorku, extrakci
i vlastni stanoveni byla dodrzovana metodika pfedepsana
vyrobcem. Mérfeni bylo provadéno na spektrofotometru MRX
Il (Dynex, USA), pro zpracovani dat byl pouzivan program
Revelation (Dynex, USA).

Vysledky a diskuze

V polnich pokusech s umélou inokulaci F. culmorum na diha-
ploidnich liniich a vychozich rodi¢ovskych genotypech jarniho
je€mene byla dosazena vysoka kontaminace DON, ktera se
pohybovala v rozmezi od 5,33 mg.kg™ do 46,44 mg.kg™ (Tab. 1).
U neinfikovaného kontrolniho souboru stejnych genotypt byl
obsah DON vyrazné niz8i a pohyboval se v rozpéti 0,04 az
0,78 mg.kg™ (Tab. 2). DH linie ziskané z Fi generace Zao Zhou
3 x P1 383933 v pokusu vykazovaly riizny stuper nachylnosti
k F. culmorum. Tato variabilita se projevila napfiklad v konta-
minaci zrna mykotoxinem v inokulované varianté, kde
u dvouradych linii DH 48 a DH 8/03 byla zaznamenana relativné
nizka akumulace DON (6,35, respektive 6,83 mg.kg™), ktera
se blizila hodnoté rodiCovského genotypu Zao Zhou 3
(5,33 mg.kg™"). Na druhé strang vykazovaly $estifadé linie DH
17/03 a DH14.2/03 vysokou koncentraci DON (45,61, respektive
46,44 mg.kg™). Linie DH 14.2/03 byla sou¢asné& genotypem
s nejvyssi redukcei vynosotvornych znaku.

Testovanim prikaznosti rozdild mezi prdméry u sledovanych
znakl mezi infikovanou a neinfikovanou variantou bylo
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Tab. 2: Hodnoceni napadeni klasd fuzarii v poli, laboratorni hodnoceni vyskytu fuzarii v zrnu na papirovych roladach, stanoveni
obsahu deoxynivalenolu a vybrané vynosové znaky. Neinokulovana varianta

Odrtda / DH linie | Rad | Pol. hodn. (%) |Lab. test (%) DON (mg.kg™) Vynos zrna (kg.2,5 m?) HTZ (g) PPZ (%)
Zao Zhou 3 2 0 4 0,04 0,91 48,7 89,0
DH 47 2 2 0 0,06 1,00 44,4 85,2
DH 48 2 10 0 0,06 1,03 41,9 84,0
DH 8/03 2 16 2 0,14 0,95 43,3 81,1
DH 13/03 2 4 4 0,45 0,97 41,6 80,5
DH 18/03 2 0 0 0,16 0,91 42,4 88,4
Pl 383933 6 16 6 0,78 1,09 42,6 81,5
DH 41 6 0 0 0,20 0,94 40,7 82,6
DH 55 6 2 0 0,30 1,03 38,1 80,4
DH 9/03 6 6 0 0,14 0,99 39,7 77,7
DH 11/03 6 10 4 0,39 0,82 38,2 79,8
DH 14.1/03 6 12 6 0,13 1,23 41,9 85,6
DH 14.2/03 6 0 2 0,41 0,88 37,7 84,9
DH 17/03 6 0 2 0,57 1,18 37,5 80,0

zjisténo, Ze vysoce prukazné rozdily byly zaznamenany
u polniho hodnoceni napadeni fuzarii, obsahem DON
a hmotnosti tisice zrn (Tab. 3). Prlkazné rozdily mezi
variantami byly vypoc&teny u laboratorniho testovani na
papirovych roladach. Statisticky neprukazné rozdily byly
nalezeny u vynosu zrna a podilu pfedniho zrna na sité 2,5 mm.

Dihaploidni linie se li8ily v redukci vynosovych znakl po
inokulaci F. culmorum (Tab. 4). Byly vypoc&teny vysoce
prukazné rozdily v redukci vynosu a hmotnosti tisice zrn mezi

Tab. 3: Testovani prikaznosti rozdili mezi praméry u sledovanych
znak( mezi inokulovanou a neinokulovanou variantou

dvouradymi a Sestifadymi liniemi. Vy8si propad byl v obou
znacich zaznamenan u Sestifadych linii. U vynosu to bylo 91,2
% k neinfikované kontrolni varianté, zatimco u dvouradych DH
linii jen 94,8 %. U hmotnosti tisice zrn ¢inil propad
u Sestifadych linii 79,0 % k neinfikované varianté, zatimco
u dvouradych DH linii to bylo 88,3 %. Statisticky neprikazné
rozdily pak byly nalezeny u znaku podil pfedniho zrna na sité
2,5 mm (96,3 %, respektive 96,9 %).

Korelaéni koeficienty mezi vybranymi znaky u testovanych
parentalnich genotypt a DH linii jsou uvedeny v tabulce 5.
Byly vypocteny vysoce prikazné korelace mezi obsahem
DON a vysledky napadeni zrna fuzarii v polnich podminkach
a mezi obsahem DON a vysledky laboratorniho testovani zrna

- : —— na papirovych roladach. Vysoce prikazné korelace byly
Inokulovana | Neinokulovana |Prikaznost|  royngz zjistény mezi napadenim zrna v polnich podminkach
Polni hodnoceni (%) 17 6 hid a hodnocenim kontaminace zrna na papirovych roladach.
, Prikazna a negativni korelace pak byla zaznamenana mezi
0, *
Laboratornitest (%) ! 2 obsahem DON a hmotnosti tisice zrn. K obdobnym vysledkdm
Obsah DON (mg.kg™) 23,17 0,27 b dospéli ve svych experimentech také Sykorova a kol. (2002),
Vynos zrma (kg.2,5m?) 0,92 1,00 n Ad’ams!d .a kol. (1 999) ’nebo Chelkows.ki”a. k?l. (2000)’, kteh” ve
své praci hodnotili nachylnost DH linii je€mene ziskanych
HTZ (9) 31,6 38,3 metodou ,,H. bulbosum*® z F+ generace po kfizeni dvoufadé
PPZ (%) 74,1 76,8 n
*P=0,01;*P=0,05n= Ukazné - - . -y
N = neprikazne Tab. 5: Korelacni koeficienty mezi vybranymi znaky

Obsah DON | Labor. test Polni
Tab. 4: Testovani prikaznosti redukce vynosu, HTZ a PPZ hodnoceni
/nolv(ulo,vanfa ”var/anty k neinokulované kontrole u 2radych Laboratorni test 0.774
a 6radych linif
— Polni hodnoceni 0,644* 0,776**
Dvouradé Sestifadé Prikaznost -
- Vynos zrna -0,161 -0,044 -0,070
Viynos 94,8 91,2 >

HTZ 883 79.0 . Hmotnost 1000 zrn (-0,427) -0,291 -0,182

PPZ 96,9 96,3 n Podil zrnanasit¢ 25 mm | -0,104 -0,101 -0,071
P =0,01; * P = 0,05; n = neprikazné *P=0,01;"P=0,05
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odrudy Maresi a Sestifadé odrady Pomo, a které byly
nasledné inokulovany F. culmorum. Podobny vztah mezi
napadenim klast a obsahem DON zjistili i Chrpova a kol.
(2009) v pokusech s umélou inokulaci F. culmorum u odrud
ozimé psenice registrovanych v CR.

Na zakladé dosaZzenych vysledkl Ize konstatovat, Ze
dvouradé DH linie vykazovaly v naSich experimentech lepSsi
odolnost vu¢i napadeni fuzarii nez DH linie Sestifadé.
Podobné vysledky zaznamenal i Takeda (1990), ktery studoval
odolnost hybridl je¢mene ke Gibberella zeae. To muze mit
souvislost s morfologickou strukturou Sestifadého klasu
a vy$8i hustotou fertilnich klaskl. Tato stavba klasu muze
poskytnout pfiznivé podminky pro infekci a Sifeni choroby nez
klas dvouradého jeEmene. Zavéry, ze dvouradé je€meny jsou
obecné vice rezistentni nez Sestifadé publikovali také
Steffenson (2003), Zhou a kol (1991), Chen a kol (1991).

Zaveér

Tvorba rezistentnich odrid jeCmene predstavuje
nejefektivnéjsi vyuziti nakladd v ochrané pred FHB, zvl4sté
jsou-li s tim vyuZivana péstebni opatfeni, stfidani plodin
a aplikace fungicidu, ktera vedou ke snizeni vyskytu patogena.
Prfestoze nékteré soucasné trendy v biotechnologii
a molekularni biologii slibuji urychleni tvorby odriid s odolnosti
k FHB, tak je tfeba pocitat s ¢asovou naro¢nosti a obtiznosti
z divodu inkorporace rezistence k FHB, ktera je kontrolovana
mnoha geny s relativné malym ucinkem. S pfihlédnutim
k obtiznostem zahrnujicim komplex genetickych znakl
rezistence k FHB ve S$lechtitelskych programech se da
predpokladat, Ze i tvorba rezistentni sladovnické odrudy
jarniho jeémene bude je$té hodné dlouha a naro¢na. Uz
vzhledem k tomu, Zze mnoho vyznamnych hospodafskych
a kvalitativnich parametri pozadovanych pro sladovnicky
je€men je kontrolovano polygenné a proto selekce a prenos
téchto mnoha genl do ,baliku“ oznacovaného jako odruda
sladovnického je€mene bude Casové i pracovné narocna
(Steffenson, 2003).
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