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Abstract

te through the testa into the endosperm.

Umisténi pavodctl osivem prenosnych chorob v obilce jeémene
/Location of barley seed borne pathogens in cariopsis/

MatuSinsky, P., Tvaruzek, L.
Agrotest fyto, s.r.o. Havlickova 2787, 767 01 Kromé&fiz

Cilem prace bylo prokazat umisténi vybranych osivem prfenosnych patogent v obilkach je€mene. Ke stanoveni druht bylo
vyuzito standardni PCR. Obilky byly preparovany na obalové vrstvy (lemma, perikarp, testa), endosperm a embryo. DNA osivem
prenosnych houbovych patogenu byla zjiSténa zejména v obalovych vrstvach (lemma, perikarp) a DNA nékterych druhl byla
detekovana i v embryu. Prfes testu do endospermu analyzovaného osiva zadny z testovanych patogent neproniknul.
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The aim of this study was to identify the location of some seed borne barley pathogens in the grain using molecular methods
based on standard PCR. After washing, kernels were dissected into lemma, pericarp, testa, endosperm and embryo which
were individually tested by PCR. DNA of pathogens was detected in the highest amount in lemma, and occurred in lower
amounts in the pericarp and embryo. The results showed that most of pathogens present in analysed seed does not penetra-
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Uvod

Kvalita osiva spociva nejen v jeho dobré kli¢ivosti nebo
geneticko-biologickych charakteristikach, ale i v jeho zdravotnim
stavu. Celd fada chorob je€mene, at jiz klasovych nebo listovych,
je bud zcela nebo ¢aste¢né prenosnych osivem. Infekce osiva je
zpusob, jakym se choroba roz$ifuje z jedné sezény do dalsi
a potencialné také do novych oblasti. Nékteré osivem pfenosné
patogeny je€mene mohou prezit pouze v rostoucich rostlinach
nebo sklizeném zrnu (napt. Ustilago nuda nebo Pyrenophora
graminea) a jsou vyhradné pfenosné osivem. Jiné jsou schopny
pfezit dlouhé obdobi na odumfelych poskliziiovych zbytcich,
v pudé nebo jinych hostitelskych rostlinach (napf. Fusarium spp.
nebo Cochliobolus sativus). Dale mizeme charakterizovat osivem
pfenosné patogeny podle umisténi na samotné obilce. Vétsina snéti

jako napf. patogen pSenice Tilletia tritici je pfenaSena prostfednicvim
spor na povrchu obilky (obvykle na pluse) a je tedy relativné snadno
potladovana mofridly. U patogent pronikajicich hloubéji do obilky
jako P. graminea a Pyrenophora teres (lokace v perikarpu) nebo
V lofiském roce bylo na pracovisti ZVU Kromé#iz prokazano, ze
patogen R. collo-cygni se nachazi nejen v obalovych vrstvach
obilky, ale i v embryu (Matusinsky a kol., 2011). Cilem nasi prace
bylo vyuzit potencidlu molekularni diagnostiky ke stanoveni
vybranych osivem pfenosnych chorob v obilkach je€mene.

Material a metody
Odbér biologického materidlu (zrno jarniho je€mene) byl proveden

v roce 2009 v Kromérizi. Celkem bylo analyzovano 100 semen z péti

Obr. 1: Rez obilkou jeémene a obilky preparované na jednotlivé ¢asti. L — lemma; P — perikarp; T — testa; E — endosperm; Eb — embryo
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odrtd jarniho jeémene (Diplom, Jersey, Malz, Prestige, Scarlet).
Semena byla namo¢ena na 24 hodin do sterilni destilované vody pfi
teploté 20 °C. Takto pfipravené obilky byly za sterilnich podminek
preparovany na obalové vrstvy (lemma, perikarp, testa), endosperm
a embryo (Obr. 1). Po vysu$eni byly jednotlivé ¢asti zvazeny
a umistény od samostatnych plastovych mikrozkumavek (Obr. 2).
Do doby izolace DNA byly vzorky ulozeny pfi -30 °C. Extrakce DNA
probihala drcenim a homogenizaci v tekutém dusiku a nasledné
pomoci DNeasy Plant Mini Kitu (Qiagen). Standardni PCR
diagnostika osivem prenosnych patogenll byla provedena pomoci
dfive publikovanych druhové specifickych primerd a metod:
Pyrenophora teres (LeiSova a kol., 2005), Pyrenophora graminea
(Taylor a kol., 2001), Rhynchosporium secalis (Lee a kol., 2001),
Cochliobolus sativus (MatuSinsky a kol., 2010), Ramularia collo-
cygni (Frei a kol., 2007), Fusarium graminearum (Nicholson a kol.,
1998), F. culmorum (Schilling a kol., 1996), F. avenaceum (Turner
a kol., 1998), F. poae (Parry and Nicholson, 1996), Microdochium
nivale var. nivale and M. nivale var. majus (Nicholson a kol., 1996).
V8echny reakce byly opakovany tfikrat.

Vysledky a diskuse

V nasi studii bylo analyzovano osivo s pfirozenou kontaminaci
nékterymi osivem prenosnymi houbovymi patogeny. Po provedené
molekularni analyze byla v osivu prokazana pfitomnost P. teres,
C. sativus, R. collo-cygni a obou variet M. nivale. DalSi z testovanych
patogend se v analyzovaném osivu vyskytovaly pouze v za-
nedbatelném mnozstvi (P. graminea a F. poae), nebo se nevyskytovaly
vubec (F. graminearum, F. culmorum, F. avenaceum a R. secalis).
Proto se nize popsana zjisténi o lokaci tykaji pouze patogen(, jez
byly v analyzovaném osivu stanoveny v dostate€ném mnozZstvi.
U druhd, které se v naSem osivu nevyskytovaly, nebylo pochopitelné
mozno tyto informace ziskat. Pro ovéfeni lokace druh(, které v nasi
studii nebylo mozno vhledem k jejich nepfitomnosti vyhodnotit, by
bylo nutno vybrat takové osivo, které je prokazatelné kontaminovano
napf. jiz zminénymi druhy fuzarii nebo P. graminea a R. secalis.
Vratime-li se k patogendm, které se v nasi studii v osivu vyskytly,
muzeme konstatovat, Ze jejich DNA byla prokazana ponejvice
v obalovych vrstvach (lemma, perikarp) a u nékterych jako C. sativus,
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Obr. 2: Preparované obilky jarniho je€mene pfipravené k izolaci DNA

Testa

R. collo-cygni a M. majus byla jejich pfitomnost detekovana
i v.embryu (Tab. 1). Zde je nutno zddraznit, ze do experimentu byly
vybrany obilky bez viditelného poSkozeni chorobami €i zahnédnuti.
Da se predpokladat, Ze vybérem obilek s viditelnym poskozenim
chorobami by byla naSe zjiSténi zcela jisté ovlivnéna. Kdybychom
napfiklad do analyz zafadlili obilky silné poSkozené fuzariézami, da
se predpokladat, ze DNA patogena bychom pak mohli nalézt
v celém profilu obilky. To v8ak nebylo cilem studie. Nas zajimala
lokace potencialné prenosnych chorob v bezpfiznakovych obilkéach,
kdy pfi bézné kontrole neni kontaminace patrna.

Na to zda a jakym zpUsobem bude osivo kontaminovano ma vliv
cela rada faktor. Napf. patogen P. graminea je strikiné osivem
prenosna choroba a pretrvava jako mycelium v obalovych vrstvach
obilky, jako je plucha a perikarp. Podobné byl napf. u R. collo-cygni
v nasi studii zjistén nejvétsi podil DNA v obalovych vrstvach obilky
(lemma, pericarp), ale ¢aste¢né byla prokazana pfitomnost
i v.embryu. V roce 2009, kdy byla zaznamenana silna pfirozena
infekce ramulariové skvrnitosti je patrné vysoka hladina DNA
R. collo-cygni v pluse zplUsobena kontaminaci vzduchem Sifenych
spor. Ovéem pres testu obilky do endospermu R. collo-cygni
nepronikla ani pfi téchto pro kontaminaci vhodnych podminkach.

Osivem prenosné choroby obvykle infikuji vyvijejici se obilky
pfed sklizni. Kolonizace semen, jak jiZ bylo naznaceno, zavisi
na pfitomnosti zdrojl inokula, ale také na klimatickych podminkach
a citlivosti hostitelské odridy. Mira kontaminace muze mit
za ur€itych podminek vliv na intenzitu nasledného poskozeni
porostu chorobou, a také mGze byt kontaminované osivo nastrojem
prenosu choroby na velké vzdalenosti (pfi obchodovani s osivy
apod.). Napt. u P. teres nebo R. collo-cygni nemusi mit Uroven
kontaminace osiva rozhodujici vliv na intenzitu choroby, ale muze
mit vyznam jako zdroj primarni infekce na nové lokality (jako tomu
bylo v pfipadé P. teres na novém Zélandé a podobné). Naopak
napf. u P. graminea byla ve sklenikovych testech zjisténa pozitivni
korelace mezi Urovni kontaminace osiva a naslednou intenzitou
choroby. Na pfikladu ramulariové skvrnitosti bylo prokazano, ze
kontaminované osivo je zdrojem primarni infekce. V némecké studii
publikované autory Zamani-Noor a kol. (2009) bylo pomoci
molekularnich metod analyzovano zrno sklizené ze silné
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napadeného porostu ramulériovou skvrnitosti. Toto zrno bylo
zaseto ve sklenikovych podminkach a rostliny, které z néj vyrostly,
byly v priibéhu vegetace nékolikrat testovany. Molekularni metody
prokazaly pfenos patogena z osiva na vyvijejici se rostliny.
Kontaminované osivo hraje i dal$i vyznamnou roli pfi rozvoji
choroby. Nyman a kol. (2009) zjistili, Ze kombinace infikovaného
osiva spole¢né s infekci listd sporami vyznamné zvySuje intenzitu
nasledného projevu choroby, ve srovnani infekce pouze z jednoho
zdroje. Tudiz kontaminované osivo neni pouze prostfedkem pro
Sifeni choroby na nové lokality, ale nasledné i zvySuje intenzitu
posSkozeni hostitele po propuknuti choroby.

pfenosnych osivem je pouziti zdravého osiva bez kontaminace.
Dobrych vysledk( je dosahovano pfi dodrzeni této zasady
v kombinaci s vhodnym oS$etfenim osiva mofidly. Zatimco pro
nékteré osivem prenosné choroby (napf. P. graminea, Microdochium
spp., Fusarium spp., U. nuda) jsou na trhu k dispozici dostupna
ucinna mofidla (viz. Registr pfipravki na ochranu rostlin) u jinych
(napf. R. collo-cygni) takové moznosti zatim nejsou. Podle
zahrani¢nich studii jsou mofidla na ramulariovou skvrnitost u¢inna
pouze malo nebo vibec. Napfiklad podle studie (Nyman et al.
2009) oSetreni osiva ozimého je¢mene moridlem s obsahem
ucinnych latek tebuconazole+triazoxide nezabranilo postupu
ramulérie z osiva do hadzemnich ¢asti rostlin.

Zaveér
osiva lze jen ztézi dosahnout dobré sklizné. V prabéhu mnozeni
osiva je nutno zachovat jeho geneticko-biologické vlastnosti,

kli¢ivost a dobry zdravotni stav. Napadeni obilek patogeny snizuje
jednak vlastni vitalitu osiva a jednak zplsobuje nasledné poskozeni
porostu vlivem rozvoje chorob osivem prenosnych. Z toho dtvodu
je doporucovano pouzivat pro zalozeni porostu uznané osivo
oSetfené vhodnym mofidlem.
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