/EDECKY
CASOPIS

NARODNI KNIHOVNA

i

13,
NKF

OGHRANA ROSTLIN

I§77269

{5 kvelna 1994

’pz" "?”C

v J)
ey
- L
/ ww /
~ [}
\“ A e
O vy \,/
N y

CESKOSLOVENSKA AKADEMIE ZEMEDELSKA

P USTAV VEDECKOTECHNICKYCH INFORMACI
'CS ISSN 036-5394 PRO ZEMEDELSTVI

ROCNIK 27 (Lx1v)
PRAHA



Ridi redakéni rada: Ing. Viclav Kadela, DrSc. (pfedseda), ing. Josef Husz4k, DrSc., ing. Petr
Ackermann, CSc., ing. Pavel Bartos, DrSc., doc. ing. Jan Danko, CSc., RNDr. Bruno Gébel,
CSc., prof. ing. Véclav Kohout, DrSc., ing. Jin Lanik, ing. Ale§ Lebeda, CSc., ing. Cypridn
Paulech CSc., ing. Jaroslav Polék, CSc., ing. Vlastimil Rasocha, CSc., ing. leor Rohécik,
CSc., ing. Vladimir Rehék, ing. Prokop Slmrous CSc., doc. ing. Vladimir Taborsky, CSc. ing.

Manc Vanova, CSc.
Vedouci redaktorka: RNDr. Marcela Braunova

OBSAH

Poldk Z, Branifova H. Viry nékterych opadavych druhu lesnich dfevin ....
Benada J Podstata odolnosti rostlin k obligdtnim parazitiim ............cccceeeeeresrnnee
Filigarovd M,Cefovska N, Z4k P.: VyuZiti zkriceného postupu
metody ELISA pfi detekci 4 viru bramboru a viru mozaiky tabdku ..........cccceeeeuecunee.
Polédk Z, Prochédzkova Z.: Starfek hajni a starek celolisty pfirodnimi
hostiteli viru éerné krouZkovitosti rajéete
Kiistek J, Poldk J.: Pfiprava antiséra proti viru latentni

krouZkovitosti jahodniku a izolace protiladtek vhodnych pro ELISA ..........ccoveveennene
Smréka K: Dynamika reprodukce viru mozaiky huseniku v rostlindch

Petunia hybrida cv. Lavina
Zakopal J.: Analyza spektra patotypu padli travniho na je¢meni jarnim ..............
Herman M, Dovrté&l J.: Vztahy mezi vinosem pdenice ozimé

a napadeni houbou Gaeumannomyces graminis
Kovéalikovéd E, Fojtik A, Vlasdkova A, JakeSovéa H.:
Rrezistence jetele luéniho vudi pivodcam kofenovych hnilob
Rotrek! J.: Mofeni vojtésky seté (Medicago sativa L.) proti listopasum
(Sitona spp.)

KRATKA SDELEN{
Chod J, Joke§ M. Etiologic nekrotické krouZkovitosti hliz brambor.................
Kodarova L. Citlivost Erysiphe graminis spp. k pfipravkum triazolového typu ..

Z VEDECKEHO ZIVOTA
Cata Z.: VIIL celostétni védeckd mykologicka konference

P ol4k J.: VIII. mezindrodni virologicky kongres a 3. setkdni mezindrodni pracovni

skupiny pro viroidy v Berliné

ZIVOTNI JUBILEA
P olédk J.: K3edesatindm ing. Jifiho Choda, DrSc.

CONTENT

Poldk Z, Branidov4 H. Viruses in some deciduous forest trees ..................
B e nada J.: The nature of resistance of plants to obligate parasites
Filigarovéd M, Cefovsk4 N, Z 4 k P.: Utilization of shortened ELISA
technique at the process of detecting potato and tobacco mosaic Virus .........ceceeeeeeeeeese
Poldk Z, Prochézkové-Z: Groundsels (Senecio nemorensis ssp.

fuchsii and S. integrifolius) as natural hosts of tomato black ring vVirus ............c.cceeueee.

-

21

35
43

53

63

3

82

92

52

15

21



Ochr. Rostl., 27,1991 (1): 1-8
VIRUSES IN SOME DECIDUQOUS FOREST TREES

Zdenko POLAK, Hana BRANISOVA

Institute of Experimental Botany of the Czechoslovak
Academy of Sciences, Na Karlovce 1, 160 00 Praha 6, Czechoslovakia

Investigating virotic phenomena in deciduous forest treest on the territory of
the CSFR, the following viruses were recovered:

Acer pseudoplatanus L. - cacumber mosaic virus

Alnus glutinosa (L.) Gaertn. - cuacumber mosaic virus

Betula verrucosa Ehrh. - cherry leaf roll and arabis mosaic viruses

Fagus sylvatica L. - unidentified viruses resembling potex - and poty-virus
groups

Liriodendron tulipifera L. - cacumber mosaic virus

Populus tremula L. - unidentified virus of potyvirus group

Quercus cerris L. - tobacco mosaic virus

Q. robur L. - virus resembling tobamovirus group

Sambucus nigra L. - elderberry carlavirus, arabis mosaic, cherry leaf roll,
tomato black ring, cucumber mosaic and tomato bushy stunt viruses

S. racemosa L. - elderberry carlavirus and/or nepoviruses

Sorbus aucuparia L. - apple chlorotic leafspot and /or tomato black ring viruses

forest trees; virus diseases

Viruses are widespread pathogens in agricultural crops, in weeds and
wild plants; the latter are considered important reservoirs of viruses (Bos ,
1981; Polak, 1985). Consequently, it can be expected that they are also
present in forest ecological systems.

Forests, especiallyin Europe have been changed from complex mixtures
of woody and herbaceous species to intensively managed plantations consisting
of only one or a few species and are no longer wild places. As they become
monocultures and as they suffer from mismanagement they become more
vulnerable to the impacts of biotic and abiotic stress. Therefore the spread
of forest decline in the last decade is associated with the complex interaction
of abiotic and biotic factors that lead to stress and to gradual or sudden
degeneration of trees (Nienhaus, Castello, 1989).

Accordingto Manion (1981)and Nienhaus (1985) a decline
syndrome may be caused by three or more sets of interchangeable factors
of predisposing, inciting and contributing categories interacting in a decline
disease spiral. According to Nienhaus’ concept viruses and primitive procaryotic
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organisms such as mycoplasma-like organisms and Rickettsia-like bacteria
are considered as predisposing stress factors along with genetic potential,
old age, environmental conditions (climate change, wrong soil type or site
conditions, poor fertility, air pollutants leading to soil acidification and
direct action on the leaves, low soil moisture or poor soil drainage, soil
compaction etc.). The experimental proof of this fact was given for instance
by Kontzog etal. (1990) who demonstrated the predisposing influence
of virus infections on plant injury from immissions as synergistical interaction
with crucial effect on plant growth and survival of virus infected plants.

Virus diseases of forest trees have been intesively studied in the last few
years. The reason is that until recently the interest of research in forest
pathology was traditionally focused on insect damage and fungal diseases.
The economic importance of the loss of forest trees due to virus infection
has heen considered as negligible compared with agricultural crops, fruit
trees etc.

Technical difficulties to isolate the viruses from, or to detect them in,
woody hosts are another reason.

Now, we are confronted with a widespread decline in dur forests. This
fact and recent findings of viruses and virus-like phenomena in forest trees
stimulated us to try to discover the epiphytological situation and the role of
viruses also in forest ecosystems in the territory of the CSFR.

This paper summarizes our results presented at international conferences
held in Prague (P ol4k et al., 1989) and in Eberswalde, FRG (P ol 4k et
al., 1990) and the new findings obtained in 1990.

MATERIAL AND METHODS

The origin of virotic plant material used in our identification trials was as
follows:
Fagus sylvatica L. - State nature reserve "Vod&radské budiny" close to
Jevany, Central Bohemia, landscape preserve "Javorniky" close to Lys4 pod
Makytou, West Slovakia; Acer pseudoplatanus L. - Vysoka Pec u Pfibramé,
Central Bohemia; Alnus glutinosa L. - valley of Hamersky brook, Jindfi-
chiiv Hradec, South Bohemia; Liriodendron tulipifera L. - garden of the
castle Sychrov, North Bohemia; Betula verrucosa Ehrh. - locality Pecny
in the vicinity of the observatory Ondfejov, Central Bohemia; Populus .
tremula L. - the same locality; Quercus cerris L. - Vrapice at Kladno, Central
Bohemia; Quercus robur L. - Trnova at Jiloviité, Central Bohemia; Sambucus
nigra L. and Sambucus racemosa L. - NebusSice, Prague 6; Sorbus aucuparia
L. - Pfednf Kopanina, Prague 6.
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The presented results are based mostly on the positive transmissions and
response of herbaceous differential species - Chenopodium quinoa Willd.,
C. amaranticolor Coste et Ryn., Gomphrena globosa L., Nicotiana tabacum
cvs. Samsun, Xanthi-nc., White Burley, Petunia hybrida L., Tetragonia
expansa Murr. and Crotolaria juncea L.

For investigations of morphology of virions by electron microscopy both
negatively stained preparations of crude infectious sap or purified virus
and ultrathin sections of buds or leaves of infected woody or herbaceous
plants were used. Serodiagnosis in agar gel double diffusion tests was
performed with standard homologous antigens and healthy host plant
extracts as controls. For ELISA the isolated IgG were conjugated with
alkaline phosphatase. Antisera against arabis mosaic and cherry leaf roll
viruses were prepared by Ing. M. Filigarov4, CSc., of the Institute of
Experimental Botany CAS, antisera against cucumber mosaic, tobacco
mosaic and tomato black ring viruses by RNDr. Z. Proch4zkov4 of the same
Institute. Tomato bushy stunt and apple chlorotic leaf spot virus antisera
were obtained from Ing. L. Albrechtovi of the Institute of Plant Production,
Praha-Ruzyn&. Antiserum against elderberry carlavirus was sent by courtesy
of Dr. J. Dijkstra, University of Wageningen, The Netherlands, and
against tobacco necrosis virus by courtesy of Prof. Dr. J. Richter, Institute
for Phytopathology, Aschersleben, FRG.

RESULTS AND DISCUSSION

During the last two years our attention has been focused on identification
of virotic phenomena in beech, Fagus sylvatica L., maple, Acer pseudoplatanus
L., alder, Alnus glutinosa (L.) Gaertn., aspen, Populus tremula L. and tulip-
-tree, Liriodendron tulipifera L.

B e e c h - Decline of beech trees seems to be a serious problem in many
localities of the Czech and Slovak Republics. Virotic phenonena consist
mostly of decolorations (both marginal and yellow flecking) and deformations
of leaf blades followed the next year by dieback of branches or whole trees.
Using electron microscopy we succeeded to visualize rod shaped and
thread-like particles in homogenates of young leaves and ultrathin sections
of buds of virotic material from Jevany. Similar findings were reported
recently from the Federal Republic of Germanyby Nienhaus etal.
(1985) and Winter, Nienhaus (1989).Up to now we have failed to
transmit the virus-like entity to differential host plants except C. quinoa
which exhibited only a few chlorotic local lesions as a result of inoculation
with leaf homogenate.
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. From the locality in the Javorniky mountains we investigated soil samples
dug out form the rhizosphere of symptomatic trees by transplanting Samsun
tobaccos in them as bait plants. Type of the necrotic reaction of these
tobaccos and positive results in a serological double diffusion gel test with
root homegenate verified the infection of soil with tobacco necrosis virus
(TNV). However, all our attempts at transmission of TNV from beech
rootlets have failed and so have the trials to detect the virus in the rootlets.
The only hopeful result with this material comes from ultrathin sections of
buds of closely watched symptomatic trees, showing sporadic occurrence of
spherical virus-like particles regularly arranged into crystalline cytoplasmatic
inclusion bodies. Occurrence of virus entities with spherical particles in
beech trees as tobacco necrosis, brome mosaic and cherry leaf roll viruses
was the topic of reportby Winter, Nienhaus (1989). Identification
of our findings is not yet finished.

Maple - Very common syndrome in Acer pseudoplatanus is severe
yellow mosaic or flecking and deformation of leaves. After many unsuccessful
attempts to transmit the causal agent from trees from various localities or
to visualize the possible virus by electron microscopic techniques the
positive transmissions were obtained from three symptomatic trees. From
each of these plants cucumber mosaic virus (CMV) was isolated in accordance
withresultsof Derevyankin and Keldysh (1987) who searched
for viruses in arid zones of the USSR and in West Kazakhstan.

Alder -During the complex search for causal agent of serious decline
of Alnus glutinosa trees, which occurred recently in South Bohemia mostly
along creeks and ditches, the same virus (CMV) was repeatedly isolated
from young plants. These plants exhibited very mild, sometimes hardly
perceptible, decolorations appearing as light green spots of various sizes in
leaves. The virus was not isolated from older declining trees. Therefore we
do not take the virus as a causal agent of decline of alders, as the problem
of decline in alder is more complex, associated mainly with mycoses in
connection with abiotic stress.

Aspen -Inhomogenates of Populus tremula leaves carrying chlorotic
necrotizing spots 2-3 mm in diameter we revealed thread-like particles with
normal length of 77 nm which seem to belong to potyvirus group. Our
attempts to transmit the virus to a number of differential host plants failed.
In the literature there is only one report from the US.A. by Martin et
al. (1982), describing also non-identified potyvirus from clones of the genus
Populus suffering from very similar foliar symptoms.
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From our former results there should be mentioned viruses isolated from
other deciduous trees or shrubs such as elderberry, Sambucus nigra L. and
S. racemosa L., mountain-ash, Sorbus aucuparia L., oak, Quercus cerris L.
and birch, Betula verrucosa Ehrh.

Elderbery - As far as etiology of very frequent leaf decolorations in
Sambucus nigra is concerned most common seem to be infections caused
by nepoviruses such as the arabis mosaic (AMYV), cherry leaf roll (CLRV)
and tomato black ring (TBRYV) viruses and by tomato bushy stunt virus
(Novédk and Lanzova, 1980). These viruses are responsible for
relatively severe symptoms in the form of ring spotting and vein clearing in
elderberry trees. As a virus new to the territory of the CSFR elderberry
carlavirus (ECV), formerly describedby van Lent and Dijkstra (1983)
in the Netherlands, was isolated and determined byus (Polédk, Pro-
chizkova, 1988) both from S. nigra and S. racemosa. ECV occurs in
elderberry usually in mixed infections with AMV. Polédk and Pro -
chazkova (1988) succeeded also in isolating cucumber mosaic. virus
(CMYV) from S. nigra plants found in surroundings of Prague. This virus was
first described from elderberryhy Uyemoto and Gilmer (1971) in
the United States. Single infections with both ECV and CMV cause very
mild symptoms in elderberry leaves.

Mountainash - Ringand fleck disease of Sorbus aucuparia which
is widespread in the territory of Bohemia and evidently also in other parts
of our country (Kr 411k o v4, 1961) was found by us to be caused by apple
chlorotic leaf spot virus in accordance with the data by S paar and
Kleinhempel (1985). Besides this virus we isolated TBRV and one more
spherical virus which has remained unidentified until now.

O a k - Growth and leaf changes in oak are one of the most serious
problems. From many papers previously published it follows that various
species of oak suffer from infection by strains of tobacco mosaic virus
(TMV). They can be transmitted mechanically (Nienhaus, 1975)
or by oak powdery mildew (Nienhaus, 1971). Yarwood and
Hecht-Poinar (1970) speak about possible direct transmission of TMV
in a very low percentage from oak to herbaceous indicators. From dried
leaves of Quercus cerris L. we succeeded to transmit TMV to Samsun
tobaccos. The appearance of the tree from which TMV was isolated was
bushy and stunted, the leaves were small with chlorotic mottling and serious
deformations. Similar symptoms were describedby Horvéth etal. (1975).
We attempted many times to isolate TMV from leaves of oak, Q. robur L.
with typical symptoms indicating possible infection with TMV. In experiments
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using the method of gel filtration and fraciionation as recomended by
Nienhaus and Yarwood (1972) we revealed single virus particles
but failed to transmit the virus.

Bir ch - Decline and little leaf accompanied with decoloration in birch,
Betula verrucosa Ehrh. seem to be very frequent in our country. CLRV used
to be isolated from such trees (Schmelzer, 1972; Cooper, 1976).
We also succeeded in isolating this virus from trees with yellow mottling or
yellowing along the edge of the leaf blade from more than ten localities.
In one case we determined infection with AMV. Up to now we have not
found in our territory any virus with threadlike particles responsible for the
little leaf disease of birch in the Rhineland area (Nienhaus etal., 1985).

The viruses so far detected in forests are a heterogenous group with
regard to their mode of spread, host range and stability. Todate little is
known about the frequency of distribution of these viruses in forests. In
addition there is also a serious lack of information regarding interactions
among viruses and between viruses and other biotic factors as well as a lack
of understanding of direct impacts of virus infection. It secms likely that all
stress factors, including viruses, become more important in disturbed
ecosystems and are likely to be especially disruptive under such conditions
in managed forests. Therefore further intensive virus research in forest
ecosystems is inevitable.
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Z. Polak, H. Brani$ov4 (Ustav experimentélni botaniky CSAV, Praha)

Viry nékterych opadavych druhu lesnich dfevin

Pfi vyjzkumu pfi¢in virotickych jevit u n&kterych druhii lesnich dievin
na Gzemi CSFR byla prokizina ptitomnost t&chto kauzilnich agens:
U javoru, Acer pseudoplatanus, a ol3e, Alnus glutinosa, byla opakované
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dok4zana infekce virem mozaiky okurky. Bfiza, Betula verrucosa, je &asto
infikovdna virem svinutky tfe¥n&. V jednom pfipadé byla prokazana téZ
infekce virem mozaiky huseniku. V listech a pupenech buku, Fagus sylvatica,
byla prokizdna pfitomnost dosud blize neuréenyh &astic morfologif
pfipominajicich viriony skupiny potex- nebo potyvirii. U liliovnikil, Liniodendron
tulipifera, byl identifikovan virus mozaiky okurky. Dosud neidentifikovany
virus skupiny poty byl zjisté€n v listech osiky, Populus tremula. Z. dubu,
Quercus cermis, byl izolovan virus mozaiky tabdku, jehoZ &astice byly vizualizovéany
téZ v homogeniatech Q. robur. U bezu ¢erného, Sambucus nigra, kromé
nepovirll mozaiky huseniku, svinutky tie3$né, ¢erné krouZkovitosti rajéete
byly izolovany virus mozaiky okurky a virus zakrslosti rajéete. Jako novy
virus pro izemi na$eho statu byl izolovan carlavirus bezu &éerného. Posledng
jmenovany virus byl zji§tén téZ v bezu hroznatém, S. racemosa, spolu
s nepoviry infikujicimi bez &erny. Z jefdbu, Sorbus aucuparia, byly izovany
virus chlorotické skvrnitosti listi jablong, virus éerné krouZkovitosti rajéete
a dosud neidentifikovany virus se sférickymi viriony.

lesni dfeviny; virové choroby
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THE NATURE OF RESISTANCE OF PLANTS TO OBLIGATE
PARASITES

Jaroslav BENADA

Cereal Research Institute, 767 41 Kromé¥iZ, Czechoslovakia

The nature of disease resistance is a basic problem of plant pathology and
knowledge about it relates to breeding resistance, to epidemiology and the
economic use of fungicides. In spite of the attention paid to this problem by
plant pathologists over many years it is surprising that there still are missing
general explanations or hypotheses about the nature of resistance although
there are many data that could contribute to elucidation of the problem as
summarized in compendia such as those by Heitefuss and Wil-
liams (1976), Vanderplank (1982) and Horsfall and Cow-
ling (1980). =

First it is nécessary to mention the different types of resistance, race
specific, race don-specific resistance, non-host resistance. They all may have
similar physiologic base. Diseases of cereals caused by obligate parasites
such as powdery mildew and rusts provide very suitable models. But most
of the models used up to now have been based on race specific resistance,
in which a cultivar was or was not severely infected by a physiologicrace. The
use of different cultivars in these studies has made the understanding of the
mechanism and nature of resistance difficult.

Therefore it may be better to use the race non-specific resistance,
especially if we suppose that its nature is similar. Changes in race non-
-specific resistance depend on both the host and environment (Benada,
1966a); they also are dynamic and may alter rapidly (S ha w, 1967), and
different organs of the plant may have different resistance (Benada,
1970b, c).

Studies of the biophysical states of the host plants in relation to the
development of the diseases (Benada, 1965, 1966a, b, 1967, 1969) suggest
that resistance may depend on enzymes involved in energy production via
respiration. Increased respiration occurs in most diseases except virus
diseases (D aly, 1976).

In seeking to explain resistance and other related phenomena, we need
first to decide which enzyme operates as the terminal oxidase in plants in
general. Present opinion is that only the cytochrome oxidase acts in this way.
Most experiments with this enzyme were done with cell-free homogenates
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(Douce and D ay, 1985). The enzyme is bound to mitochondria to which
oxygen is translocated through the protoplasm. However, oxygen'is known
to poison some cell systems by inhibiting anaerobic reactions. Unfortunately,
insufficient data are available on translocation of oxygen in the protoplasm.
In our experiments, the electrical potential measured in leaves of cereals
decreased after intensive illumination which stimulated photosynthesis and
oxygen production. In contrast, in the presence of free oxygen, electrical
potential increased, mainly in disintegrated tissues. Thus, it seems that
oxygen does not diffuse in intact cells from chloroplasts in the free molecular
form, but it is bound to certain chemical substances. Oxygen is released
apparently only from the cell surface being loosened from the bound form.
The possible existence of free molecular oxygen in intact living cells is
decisive in the following consideration of the nature of resistance.
Further considerations are based on the assumption that the functional
terminal oxidase in living intact cells is not cytochrome oxidase, even when
it is present as a non-functional enzyme which becomes active only after
damage. The terminal oxidase function in living cells depends on another
enzyme which must be soluble (Bonner, 1957), so that it penetrates to
the surface of the cell membrane. The most promising candidate seems to
be a polyphenoloxidase (F r i & 1976) such as o-diphenoloxidase,
monophenoloxidase or laccase, but in relation to resistance the specificity
of such enzymes is too low. Thus specificity would require a highly specific
phenol oxidase such as the terminal oxidase. ‘

The nature of resistance

The mechanism of resistance may be based on the ability of the parasite
to gain energy by respiration in host cells. Parasites with haustoria or similar
intracellular structures may use the terminal oxidase with a flavone-type
phenolic substance as substrate, in soluble form probablyas a glycoside and
the carrier of electrons. The quinone produced by oxidation may be reduced
at sites of energy consumption by a reductase to restore the original
substrate. The oxidase is "soluble" and penetrates to the cell membrane
where it reacts with oxygen as a terminal oxidase. The specific reductase
may be bound to inner cell structures (probably mitochondria).

The redox status of the cell and pH influences these redox reactions.
Also, changes in the physical state of cells can disturb the coupling of the
enzyme systems of host and parasite in which the parasite uses the terminal
oxidase of the host but it has its own substrate and reductase (Benad a,
1971). '

10



Ochr. Rostl,, 27,1991 (1): 9-14

An obligate parasite may not have a terminal oxidase active enough to
secure its energy requirements. For example, conidia of powdery mildews
germinate on leaf surfaces and the infection hypha grows mainly above the
septa of cells where the highest accumulation of host oxidase may be
expected (Benada, 1970a). Appressoria form where oxidation of the
respiratory substrate and energy gain are high enough to sustain further
growth and development of the parasite.

Rust in cereals penetrates through stomata and haustoria form in
mesophyll cells. The hypothesis requires that a mesophyll cell has its own
specific terminal oxidase different from that of an epidermal cell, although
both are phenoloxidases.

The hypothesis will now be applied to some examples.

1. After non-specific oxidation of substrate by the host, the product
cannot be used for energy gain by a reductase of the parasite. Also, phenolic
substance from the parasite enters the host cell and causes damage by
competition with the indigenous phenolic substance and by inhibition of
oxidation. This results in increased respiration.

2. The substrate is oxidised non-specifically; it cannot be recovered by the
reductase; the non-specific compounds accumulate and consumption of the
oxygen increases, but without gain of energy.

3. Hosts for mono- and dikaryotic states are different. Therefore, the
respiratory substrate must be different in the two stages, and the parasite
must be able to grow on different hosts with different oxidases.

4. Compatility in pistil-polen relationship and between host and parasite
is probably similar in origin.

5. Accumulation of starch in green islands caused by powdery mildews.
The respiratory substrate of the parasite is a phenolic substance, €. g. a
glycoside. This is hydrolysed by host enzymes after infection, and the sugar
accumulates as starch.

6. An obligate parasite has its own terminal oxidase probably of low
efficacy, so that its growth must be coupled with terminal oxidase of the host.
A facultative parasite has its own terminal oxidase probably with higher
efficacy, but the terminal oxidase of the host is still more effective. The
relation between the host and the parasite through the terminal oxidase of
the host is, therefore, as in an obligate parasite.

The specific substrate for terminal oxidation is assumed to be present in
very low concentrations with continual change between the oxidised and
reduced state. When this decreases or stops, the substance begins to
accumulate. Phenolic substaces present in higher concentrations are not the

11
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respiratory substrates. The specific phenolic substrates for respiration will
be related closely to the substances for chemotaxonomy (Harborne,
1964, 1968). '

The system of specific oxidation - specific phenol - specific oxidase -
specific reductase confirms the relationship postulated by the "gene for
gene" theory (Flor, 1942). The substances involved may be flavonoids and
related compounds based on benzene structure with OH and O groups on
the side chains fitted for oxidation and reduction, and should be present in
soluble forms.

The diversity of phenolic compounds could explain the many relationships
between parasites and their hosts.

In summary the following is proposed:

1. Resistance is based on the energy relations between the parasites and
their host cells.

2. Parasite uses the terminal oxidase of the host which is a specific
phenolic flavone-type oxidase.

3. The function of this enzyme is influenced by the redox potential and pH
of the cell.

4. Oxidation and reduction of this substance is specific and reversible.

Experimental work to support this hypothesis would be as follows.

1. To verify the presence of free oxygen in the protoplasm of living intact
plant cells and the penetration of oxygen to mitochondria.

2. To identify the substrate for the terminal oxidase among the phenolic
compounds such as flavones, if data on the penetration of free oxygen
through protoplasm are obtained showing that cytochromoxidase is not the
functional terminal oxidase. The substance will be present in low concentration
and be reversibly oxidizable and reducible. In cereals the substances in
mesophyll and epidermal cells will probably be different.

3. To isolate the enzymes and to study their location in cells, the effects
of redox potential and pH and their influence on the change of substrates.

4. To apply the hypothesis to resistance in different types of diseases.
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J. Benada (Vyzkumny Gstav obilna¥sky, Kromé&tiZ)

Podstata odolnosti rostlin k obligitnfm parazitiim

Podstata odolnosti rostlin proti chorobdm je zdkladnim problémem

rostlinné patologie, protoZe fizce souvisi se Slechténim na odolnost,
s epidemiologii chorob a ekonomikou chemickych zésahi proti nim.
V posledni dob& nabyla tato ot4zka zvl4st zadvaZzného v§znamu v souvislosti
s genovymi manipulacemi a snahou vyuZit pro $lechténi na odolnost tzv.
odolnosti nehostitelskych rostlin. I kdyZ se jedna o problematiku, ktera byla
v centru pozornosti fytopatologl jiZz velmi dlouhou dobu, je udivujici,
Ze dosud nebylo poddno obecné vysvétleni podstaty odolnosti.

Uvaha o podstaté odolnosti rostlin proti chorob4m je zaloZena na n4-

sledujicich vztazich:

12

2.

14

Zékladem parazitntho vztahu je moZnost ziskavani energie parazita
v hostitelské buiice.

Parazit vyuZivad termindlni oxiddzu hostitele, coZ je vysoce specifickd
oxidaza sloZitych fenolickych latek flavonového typu, pro oxidaci vlastnich
substratii stejného druhu.

Funkce tohoto enzymu je ovliviiovdna redoxnim potencidlem buiiky
a jejim pH.

Oxidace a redukce t&chto substratii musi probfhat pfisn& specificky
a reversibilng.

Podstata odolnosti k chorobdm m4 stejny zdklad jako kompatibilita
rostin.

V neporusengch rostlinngch buiikdch cytochromoxidiza nefunguje jako
terminéln{ oxiddza, protoZe uvnitf bunék nenf volny kyslik.
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VYUZIT{ ZKRACENEHO POSTUPU ELISA TESTU
PRI DETEKCI A VIRU BRAMBORU A VIRU MOZAIKY TABAKU

Marie FILIGAROVA, Noemi CEROVSKA, Petr ZAK

Ustav experimentdin{ botaniky CSAV, Na Karlovce 1, 160 00 Praha 6

Pii zkrdceni doby inkubace jednotlivych sloZek ELISA testu na 60 minut
(pfipadné aZ na 30 minut) jsme pfi detekci viru mozaiky tabiku ziskali 70 %
(pfip. 34 %) vy3e hodnot absorbance oproti standardnimu postupu. Pfitomnost
PVA v surové $t'4vé€ je u obou zkricenych postupl prokazateln4, ale pfi
zkré4ceni doby jednotlivych krokd na 30 minut je vhodné&jsi prodlouZit dobu
inkubace substratu z 30 na 60 minut.

A virus bramboru (PVA); virus tabikové mozaiky (TMV); ELISA

Pro bé&Znou diagnostiku virli se pouZivd rutinné dvojité sendvitové
metody ELISA ve standardnim uspofddédni (Clark, Adams, 1977).
MoZnostmi riizného zkréceni postupu ELISA se podrobné&ji zabgvali napf.
Korpraditskul etal. (1979),McLaughlin etal. (1981) a dal3i.
Autofi mimo jiné zjistili, Ze vysledky zkriceni doby jednotlivych krokii
ELISA testu mohou byt ovlivnény i typem testovaného viru. Zkraceny
postup ELISA testu pouZili napf. Hill etal. (1981), Torrance (1987)
a Maat, DeBokx (1978), ale bez srovnani se standardnim po-
stupem.

Cilem na3f prace bylo porovnat vliv zkraceni doby celého testu na moz-
nost spolehlivé detekce A viru bramboru a viru mozaiky tabaku a stanovit
procentuélni sniZeni v§§e hodnot absorbance oproti béZné& pouZivaného
postupu.

MATERIAL A METODY

K pokusiim jsme pouZili jednak listy rostlin tabdku (Nicotiana tabacum
cv. Samsun) a roslin brambor infikované A virem bramboru (PVA) a déle
listy N. tabacum cv. Samsum infikované virem mozaiky tabdku (TMV).

St4vu jsme ziskali rozetfenim rostlinngch pletiv s extranénim roztokem
(0,02M fosfitovym pufrem pH 7,4 obsahujicim 0,8 % NaCl, 0,05 %
Tweenu 20,2 % polyvinylpyrrolidonu a 0,2 % hovéziho sérového albuminu).
V testech jsme $t’avu pouZili v fedéni 1:5, 1:20, 1:100
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Z polyklonalniho krali¢iho antiséra proti 4 viru bramboru jsme izolovali
IgG protilatky sr4Zenim kyselinou kaprylovou a z antiséra proti viru mozaiky
tabdku precipitaci siranem amonnym. Znafené protilatky s alkalickou
fosfatasou (Boehringer) jsme pfipravili jednostupiiovou glutaraldehydovou
metodou (Avrameas, 1969).

Koncentrace obou sérologickych reaktantii vhodnych pro standardni
ELISA test byla stanovena experimentilng. Optimélni koncentrace IgG
protilatek pro vazbu na pevnou fazi byla 1 #g/ml a pro enzymem znaéené
protilatky v fedéni 1:1000 (pfi vychozi koncentraci IgG 1 mg/ml).

Dwojitou sendviovou metodu ELISA jsme délali ve standardnim uspofadani
v postaté tak, jak navrhli Clark a Adams (1977):

Adsorpce IgG protilitek na pevnou fazi probihala po dobu dvou hodin
p¥i37 °C, vazba antigenu 18 hodin pfi 4 °C a vazba IgG protilatek zna&enych
alkalickou fosfatasou tfi hodiny pfi 37 °C. Vyslednou reakci s enzymovym
substritem (p-nitrophenylfosfat) jsme zméfili po 30, 60 a 120 minutach
inkubace. Hodnoty absorbance jsme od¢itali na fotometru Dynatech pfi
vinové délce 405 nm.

S timto standardnim postupem jsme porovnali vliv zkraceni doby inkubace
viech jednotlivych sloZek testu (tj. vazby IgG protilatek, antigenu a znacenych
IgG) na 30 a 60 minut na dikaz pfitomnosti obou vyie uvedenych viri.

Uvedené vysledky jsou prumérné hodnoty absorbanci ze tii opakovanych
paralelnich pokusi.

VYSLEDKY A DIKUSE

Ve srovnavacich pokusech jsme zjistili, Ze pfi zkraceni doby inkubace
jednotlivych krokii ELISA testu na 60 minut je moZné spolehlivé proka-
zat v surové §Cave z testovanych rostlin pfitomnost jak TMV, tak PVA.
Po 30minutové inkubaci substratu jsou hodnoty absorbance u vzorku
znemocnych rostlin tabaku infikovanych TMV pfi viech pouZitych fedénich
vzorkil vysoce pritkazné (okolo 1,4) a dosahuji 70% vyse hodnot absorbance
oproti standardnimu uspofddéni testu (obr. 1A). TéZ pfitomnost PVA
v infikovangch rostlinach tabéku a brambor je prokazateln, a to zejména
pfi fedéni §t’4vy 1:5 a 1:20 (obr. 1B, C).

Pri zkraceni doby inkubace na 30 minut (bez pouZiti tfepalky v jednotlivych
krocich ELISA testu) jsme u antigenu TMYV ziskali oproti standardnimu
uspofadéani postupu v primé&ru 34% vyse hodnot absorbance. Vzhledem
k tomu, Ze hodnoty absorbance negativnich kontrol se ve viech testech
a u obou viri pohybovaly v rozmezi 0,00-0,02, je tato 34% vy3e hodnot
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1. Vliv doby inkubace IgG protilatek, antigenu (Ag) a IgG znadenych alkalickou fosfatasou
(AP) na vysledky ELISA testu: A -3t'4va z rostlin tabdku infikovangch virem mozaiky tabdku;
B - 8t’ava z rostlin tabaku infikovanych A virem bramboru; C - §t’4va z rostlin bramboru
infikovanych 4 virem bramboru - The effect of incubation period of IgG antibodies, antigen
(Ag) and IgG marked by alkaline phosphatase (AP) on the ELISA test results: A - sap from

A
406

oven

.
1,8
1,6 -
1,4 -
1,2

-
0,8
0,6
0,4
0,2 -

0

2-
1,8 -
1,8 -
1,4
1,2 1

0,8
0,6
0,4

0,2

0-

1.5

1:20

Vavg
1100 Fed¥nf ifivy’

tobacco plants infected

~ by potato virus 4; C -

sap from tobacco plants
infected by tobacco
mosaic virus; B - sap
from potato plants
infected by potato virus
A

Bl adsorpce IgG pev-
nou fézi 30 min/37 °C,
vazba Ag 30 min/37 °C
a IgG znalenych AP
30 min/37 °C - adsorp-
tion of IgG to solid base
for 0 min/37 °C, linkage
Agfor30min/37°Cand
marked by AP for
30 min/37 °C

adsorpce IgG na
pevnou fézi 60 min/
/37 °C, vazba Ag.
60 min/37 °C a IgG
znafenych AP 60 min/
/37 °C - adsorption of
IgG to solid base for
60 min/37 °C, linkage of
Agfor60 min/37°Cand
IgG marked by AP for
60 min/370 °C

adsorpce IgG na
pevnou fazi 2 h/37 °C,
vazba Ag 18 h/4 °C
a IgG znalenych AP
3 h/37 °C - adsorption
of IgG to solid base for
2h/37 °C, linkage of Ag
for 18 h/4 °C and IgG
marked by AP for
3h/37 °C

lsap dilution

17



Ochr. Rostl., 27,1991 (1): 15-20

absorbance (kolem 0,60) vice neZ postacujici k prokazani viru, a to jak pfi
fedéni $t'4vy 1:5, 1:20, tak i 1:100. A4 virus bramboru ve ¥'4v& z rostlin tabaku
byl sice prokazatelny, zejména p¥iniZ8ich zted&nich §t'avy (1:5), ale hodnoty
absorbance byly pom&rné nizké (kolem 0,30). Aviak s prodlouZenim doby
inkubace substritu z 30 minut na 60 je moZné i PVA zjistit spolehlivé.
V tomto pfipadé se pfi zfedéni $t'avy 1:5 hodnoty absorbance zvysily z 0,30
na 0,90 a pfi zfedéni 1:20 z 0,18 na 0,60. TéZ pfi detekci PVA ve $t'avé
z rostlin bramboru prodlouZenim doby inkubace substratu na 60, pfipadné
120 minut se pozitivni hodnoty zvysily dvou aZ t¥inasobné.

Z literatury je znamé, Ze spolehliva detekce jednotlivych virli zkrdcenym
postupem ELISA testu miiZe byt ovlivnéna napf. koncentraciIgG protilatek
pouZitych k vazb& na pevnou fazi, fedénim znalenych IgG, typem virovych
¢astic, koncentraci viru ve zkoumané §t'4vé (Korpraditskul etal., 1979;
McLaughlin etal, 1981) atd. Z naSich vysledki vyplyva,
Ze experimentalné stanovené optimalnikoncentrace IgG a fedéni znaéenych
IgG pro standardni postup lze pouZit i pro zkraceny postup.

Pfitomnost jak TMV, tak PVA je moZné prokazat obéma zkrécenymi
pokusy ELISA testu. Pfi detekci A viru bramboru je viak vyhodn&jsi
prodlouZit dobu inkubace substratu z 30 na 60 minut.

Podékovani

Autofi dékuji Rendté Haddmkové aEvé Hanusové za technickou spolupréci
aing. Petru Dédiovi, CSc.,za poskytnuti pokusnych rostlin brambor.
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M: Filigarova, N. Cefovsk4, P. Zak (Institute of Experimental Botany
of the Czechoslovak Academy of Sciences, Praha, Czechoslovakia)

Utilization of shortened ELISA technique at the process of detecting
potato virus 4 and tobacco mosaic virus

The aim of the work was to compare the effect a reduction of the time of
ELISA steps might exert on the possibility of the reliable detection of potato
virus 4 and tobacco mosaic virus and to determine percentual reduction of
absorbance values in comparison with the standard process. In our experi-
mental investigation, we used tobacco plants (Nicotiana tabacum cv. Samsun)
infected by potato virus A (PVA) and tobacco mosaic virus (TMV) and
potato plants (Solanum tuberosum L.) infected by the PVA. The sap was
obtained by the homogenization of plant tissues with an extractive solution
(0.02 M of phosphate buffer, pH 7.4, contained 0.8% of NaCl, 0.05% of
Tween 20, 2% of PVP and 0.2% of BSA). In assays, the sap was used in the
following dilution: 1:5, 1:20, 1:100. The concentration of both the serologic
reactants, suitable for standard ELISA (Clark, Adams, 1977), was
determined experimentally. An optimal IgG concentration for the coating
was 1 ug/ml and dilution 1:1000 for enzyme-labeled antibodies (initial
concentration of IgG for conjugation was 1 mg/ml). The adsorption of IgG
antibodies to a solid phase was proceeding for 2 hours at 37° C, the linkage
of antigen - for 18 hours at 4° C and the linkage of IgG antibodies labeled
by alkaline phosphatase - for 3 hours at 37° C. The result reaction was
measured after the 30, 60 and 120 minutes of incubation. When the
incubation time of ELISA steps is reduced to 60 minutes, the presence of
both TMV and PVA is reliably proved in the crude sap of examined plants.
After the 30 minutes of substrate incubation, the absorbance values are
highly significant in the injured tobacco plant samples infected by the TMV
at all used sample dilutions (about 1.4) and get 70% of absorbance values
in comparison with the standard assay arrangement (Fig. 1). The presence
of PVA in infected tobacco and potato plants is also significant especially
when sap dilution is 1:5 and 1:20 (Fig. 2 and 3). When the incubation time
of ELISA was reduced to 30 minutes (without using a shaker in single
ELISA steps) we obtained, in TMV antigen, absorbance values 34% higher
in average than in the standard assay arrangement. With regard to the fact
that the absorbance values of negative controls in all tests and both viruses
kept within 0.00 and 0.02, this 34% height of absorbance values (about 0.60)
is still sufficient for virus detection and at all sap dilutions (1:5, 1:20 and also
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1:100). Though potato virus A was significant in the tobacco plant sap, es-
pecially at lower sap dilutions (1:5), absorbance values were relatively low
(about 0.30). However, when the time of substrate incubation is extended
from 30 to 60 minutes, also the PVA is possible to detect reliably. In this case
the absorbance values increased, at sap dilution 1:5, from 0.30 to 0.90 and
the dilution 1:20 from 0:18 to 0.60. Also when the PVA is detected in potato
plant sap the positive values increase two or three times by extension of
substrate incubation to 60 conceivably to 120 minutes. On the basis of
literature we know that the reliable detection of single viruses by reduce
ELISA is affected e.g. by the concentration of IgG used for coating to a solid
phase, by the dilution of labeled IgG, by the type of virus elements, virus
concentration in examined sap (Korpraditskuletal, 1979; M c -
Laughlin etal,, 1981) etc. It is clear from our results that experimentally
determined optimal IgG concentrations and dilution of labeled IgG used for
standard arrangement could be used for the reduced one, too.

potato virus 4 (PVA); tobacco mosaic virus (TMV); ELISA
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STARCEK HAJNI A STARCEK CELOLISTY PRIRODNIMI
HOSTITELI VIRU CERNE KROUZKOVITOSTI RAJCETE

Zdenko POLAK, Zdenka PROCHAZKOVA

Ustav experimentdini botaniky CSAV, Na Karlovce 1, 160 00 Praha 6

Spontanni ochuravéni starfku hajniho Fuchsova, Senecio nemorensis ssp.
fuchsii, a starCku celolistého, S. integrifolius, vyskytujici se v lesnich
ekosystémech, je zpusobeno infekci virem Eerné krouZkovitosti rajéete. Zjistili
jsme, Ze u startku hajniho jde o masovy vyskyt infekce timto virem prakticky na
vSech lokalitach, kde starfek hajni roste, tj. od 200 aZ po 1500 m n. m. Pfenos viru
semenem této rostliny jsme prokazali u 6, resp. 8 % semené&u vypéstovanych ze
semen rostlin projevujicich silné jasné Zluté mozaikové zmény na listech.
Infekce startku celolistého jsme prokazali pouze ve sbérech ze tfi lokalit
v kladenské oblasti. Oba druhy star€ku jsou novymi hostiteli tohoto viru.

Senecio nemorensis ssp. fuchsii; S. integrifolius; virus ¢erné krouZkovitosti
rajéete

Pfi vyjzkumu fytovirii provazejicich syndrom odumirani lesnich dfevin
jsme v lesnich ekosystémech pozorovali v letech 1984-1988 zna&ny vyskyt
mozaikového ochuravéni starku hajniho Fuchsova, Senecio nemorensis L.
ssp. fuchsii (Gmel.) Dur. Exprese pfiznaku byla nejsiln&jsf v mé&sici kvétnu
a &ervnu, kdy napadené rostliny projevovaly na listech silnou jasn& Zlutou
mozaiku, &asto provazenou krouZky a nepravidelnymi kresbami nebo celkovou
chlor6zu. V pozdéjsich mé&sicich, v obdobi chronické fize infekce, se
pfiznaky zmirfiuji, nov& pfirustajici listy byvaji pak zcela bez pfiznakii, 1 kdyz
jsou stale infekéni.

V té souvislosti jsme zjistili téZ ojedinéle se vyskytujici mozaikové
ochuravéni startku celolistéhg Senecio integrifolius (L.) Clairv. ssp. campester
(Retz.) Brig. et Cavill., projevujici se nevyraznou svétlezelenou mozaikou
spojenou s deformacf listi.

Podle dostupnych literarnich tidaju mozaikové ochuravéni obou druhi
starku dosud nebyla identifikovana. Pouze N o v 4 k (1969) pfi vyzkumu
ochuravéni bezu &erného a bezu hroznatého, u kterych jako pfi¢inné agens
zjistil virus &erné krouZkovitosti rajéete (tomato black ring virus - TBRV),
upozornil na moZnost infekce rostlin S. nemorensis timto virem.
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MATERIAL A METODY

Virus &erné krouZkovitosti rajéete jsme jako kausilni agens obou
mozaikovych ochuravéni ur¢ili na zdklad& reakci diferenénich hostitelskych
rostlin, specifickych precipitanich linii v testech dvojité diftize v agaru
a elektronomikroskopickym zjidténim izometrickych virioni o pruméru
30 nm.

Jako diagnostické jsme pouZili nasledujici druhy hostitelskych rostlin
s t&émito reakcemi:

Chenopodium amaranticolor Coste et Reyn. - chlorotické nekrotizujici
lokalni 1éze, provazené systémovou vrcholovou nekr6zou a chlorotickou
skvrnitosti, nékdy odumiréni vrcholu;

Chenopodium quinoa Willd. - podobné piiznaky jako u C. amaranticolor;

Cucumis sativus L. - systémova chloroticka skvrnitost;

Nicotianatabacum L. cv. Samsun - chlorotické a nekrotické skvrny a kresby
na inokulovanych listech a systémové nekrotické skvrny, linie a kresby,
pozdé&ji sldbnouci a symptomatické uzdravent;

Petunia hybrida hort. ex Vilm. - chlorotické lokalni 1éze s tmavymi nekrotickymi
okraji a systémové prosvétleni nervatury s nekrézami.

Kontrolni izolat viru jsme ziskali ze sbirky Fytopatologického tstavu
v Aschersleben, ktery na diagnostickych druzich vyvolaval pfiznaky shodné
s vy$e uvedenymi a byl téZ pouZit pro pfipravu antiséra. Purifikace viru jsme
provedli metodou, kterou navrhliHarrison,Nixon (1960)aKen -
t e n (1972). Podle posledné jmenovaného autora jsme pfipravili antisérum
a upravili test dvojité diftize v agaru.

VYSLEDKY A DISKUSE

Rozsifeni TBRV v populacich star¢ku hajniho Fuchsova jsme pivodné
prokézali v kladenské oblasti. V lesnich porostech ve Vrapici, v okoli Dolu
Ludmila, v Rozd¢€lové, Lubusiné a Vinaficich bylo v letech 1984 a 1985
napadeni starku prakticky stoprocentni. Tato zji§té€ni stimulovala vyzkum
roziifeni ochuravéni na dalsich lokalitach v pAsmu doubrav (200 - 500 m
n.m.), vsubmontannim pasmu (500 - 1000 m n.m.), montannim pasmu (650
- 1200 m n.m.) a subalpinském pasmu. Experimentalné byly, vySetfeny
vzorky odebrané celkem ze 16 lokalit na izemi Ceskoslovenska z oblasti
stfednich Cech, Krkonog, Sumavy, Orlickych hor a na Slovensku z oblasti
Vysokych Tater. Na viech lokalitach jsme zjistili symptomatické rostliny
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star¢ku a v nich prokézali TBRV. Ve Vysokych Tatrich se infikované
rostliny vyskytovaly ve velkém mnoZstvi jedincii na Strbském plese (1355 m
n.m.) a na svazich nad Popradskym plesem (1494 m n.m.). Lze tedy
konstatovat, Ze TBRYV je rozsifen ve star¢ku hajnim prakticky viude, kde se
nachézi, tj. od 200 m n.m. aZ po 1500 m n.m.

Vpravdé masovy vyskyt TBRV v populacich staréku hajniho Fuchsova lze
vysvétlit pfenosem viru semenem. Pozitivai pfenos TBRV jsme prokazali
semeny odebranymi z rostlin, které projevovaly v akutni fazi infekce silné
mozaikové pfiznaky. TBRV se podafilo detekovat v opakovaném pokuse
v $esti, resp. osmi procentech semenééii. S ohledem na vytrvalost a jeho
zna&né rozifeni v lesnich ekosystémech se 1ze domnivat, Ze je vyznamnym
rezervodrem TBRYV a hostitelem pfispivajicim k perzstenci tohoto ekonomicky
zavaZného viru v pfirodnich podminkach. Vyskyt mozaikového ochuravéni
S. nemorensis zpisobeného TBRYV se ve spontdnnich podminkach ndpadné
kryje s vyskytem tohoto viru na malinicich, Rubus idaeus, rostoucich
v bezprostiedni blizkosti rostlin star¢ku (S m r ¢k a , 1990).

V souvislosti s vyzkumem rozsifeni TBRV v porostech S. nemorensis byly
Zjistény na tfech lokalitdch v kladenské oblasti (Rozdélov, Kamenné Zehrovice,
okoli Dolu Nosek) ojedin&lé rostliny S. integrifolius s nevyraznou svétle
zelenou mozaikou. Ditkaz infekce téchto rostlin TBRV byl podén stejnymi
metodickymi pfistupy jako u S. nemorensis. Ptitomnost TBRV nebyla
prokéazana v habituéln& zdravych rostlinich.

Vyznam S. integrifolius z hlediska perzistence TBRV ve srovnéani
s S. nemorensis nebude patrn& zna&ny. Infek&ni rostliny se dosud nepodaftilo
zjistit na jinych lokalitach.

S. nemorensis a S. integrifolius jsou novymi spontdnnimi hostiteli TBRV.
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Z. Polék, Z. Prochizkova (Institute of Experimental Botany of
Czechoslovak Academy of Sciences, Praha, Czechoslovakia)

Groundsels (Senecio nemorensis ssp. fuchsii and S. integrifolius)
as natural hosts of tomato black ring virus

Spontaneous infection of the two groundsels, Senecio nemorensis ssp.
fuchsii and S. integrifolius, occurring in forest ecosystems, is caused by the
tomato black ring virus (TBRV). In the former species, the infection with
this virus occurs in almost all localities where the groundsel grows, i.e. from
200 to 1500 m above sea level. The dissemination of the disease in forests
should be caused by seed transmission of the virus. In our repeated
experiments with seedlings grown from seeds from severely infested plants
6 and 8 % of young plants were demonstrated to be infectious. TBRV
infection of S. integrifolius was demonstrated only in plants found in three
localities close to the city of Kladno. Both groundsel species are new hosts
of the virus.

Senecio nemorensis ssp. fuchsii; S. integrifolius; tomato black ring virus
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PRIPRAVA ANTISERA PROTI VIRU LATENTNI
KROUZKOVITOSTI JAHODNIKU A 1ZOLACE PROTILATEK
VHODNYCH PRO ELISA

Jan KRISTEK, Jaroslav POLAK

Vyzkumny istav rostlinné viroby, 161 06 Praha 6-Ruzyn&

Metoda purifikace viru latentni krouZkovitosti - strawberry latent ringspot virus
(SLRYV) vhodn4 pro pfipravu specifického antiséra je zaloZena na &efeni $t’avy
n-oktanolem a diferenciélni centrifugaci. Pi purifikaci viru touto metodou bylo
ziskdno 5 aZ 10 mg viru ze 100 g infikovanych lista rostlin Chenopodium quinoa
Willd. Antisérum proti SLRV bylo ziskdno imunizaci kréliki kombinaci
intravendznich injekci antigenu a intramuskuldrnich injekci s Freundovym
adjuvans. Slab4 nespecifickd reakce byla odstranéna vysycenim antiséra afinitni
chromatografii se Sepharosou 4B, aktivovanou bromkyanem. Titr protilatek
pfipravenych antisér stanoveny metodou dvojité radilni difiize v agaru byl
1:512, resp. 1:1024. Z antisér byly izoloviny imunoglobuliny proti SLRV
a konjugovény se kienovou peroxidasou a alkalickou fosfatasou. Oba enzymy
byly ke konjugaci protilatek stejné vhodné. Minimélni koncentrace
spolehlivého stanoveni viru byla 7,8 ng/ml. Pro elektronomikroskopické
stanoveni SLRV byla vhodnéjsi purifikaéni metoda s pouZitim n-butanolu
a chloroformu k &efeni $t’avy. VytéZnost viru byla podstatné niZsi (0,5 mg/100
g). Elektronomikroskopické preparéty obsahovaly izometrické &astice 30 nm,

typické pro SLRV.

’

virus latentni krouZkovitosti jahodniku; purifikace; imunizace; antisérum;
afinitni chromatografie; izolace protilitek; DAS-ELISA; elektronova
mikroskopie

Virus latentni krouZkovitosti jahodniku - strawberry latent ringspot virus-
(SLRYV), patfi do skupiny nepovirt a infikuje fadu druhii kulturnich rostlin,
pfedeviim drobné ovoce a révu vinnou (napf. M urant, 1981).
V Ceskoslovensku byl SLRV proké4zan v kulturich tfe¥n& (Nov 4 k ,
Lanzova, 1975),jahodniku (Novak, Lanzova, 1979) a merunék
(Cech etal., 1979). Pat proto mezi hospodafsky viznamné viry, k jejichZ
diagn6ze je ti¢elné uplatnit sérologické a imunoenzymatické metody. Utinny
zpusob purifikace nepovirii vypracovali Harrison a Nixon (1960).

Virus latentni krouZkovitosti jahodniku purifikovali napf. Lister
(1964), Richter, Proll (1970) a Mayo etal. (1974). Virus byl po
vylefeni §tavy koncentrovan diferencidlni centrifugaci, vysrdZen
polyetylenglykolem, nebo separovin gelovou giltraci na Sepharose 2B.
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K daliimu &idt&nibyla pouZita ultracentrifugace na sachar6zovém gradientu.
Uvedenymi metodami purifikace lze ziskat 1-2 mg SLRV ze 100 g rostlinného
materidlu. Preparaty viru byly pouZity k imunizaci a pfipravé antiséra, pfip.
k jinym G&elim. V sérodiagnéze SLRYV se dosud pouZivaly testy radnélnf
diftize v agaru.

Cilem nasi préace bylo pfipravit preparat SLRV vhodny pro imunizaci
pokusnych zvifat a ziskat specifické antisérum a protiladtky vhodné pro
uplatnéni v imunoenzymatickych testech.

MATERIAL A METODY
UdrZovéni a mnoZenf viru

Pracovali jsme s izoldtem viru latentni krouZkovitosti jahodniku ROT-2
zFytopatologického tistavu vAscherslebenu. Virus byl ziskan zinfikovanych
listi okurky seté, které byly dlouhodobé uchovavany nad chloridem vipenatym
vsuseném stavu. Virus byl nejprve pasdZovan na okurce seté odriida Palava,
k purifikaénim G¢elim byl mnoZen na merliku &ilském Chenopodium
quinoa Willd. Virus jsme pfenéseli mechanickou inokulaci. Listy infikovangch
rostlin jsme homogenizovali v 0,066M fosfatovém pufru podle Sérensena
pH 7,0. Na jeden gram listii jsme pouZili 2 ml pufru. Rostliny merliku
lilského jsme inokulovali ve stadiu 8-10 pravych listi. Listy byly pted
inokulaci popraseny karborundem 600 mesh. Pfiznaky systémové mozaiky
se objevi béhem sedmi dni. Infikované listy jsme za 10 aZ 14 dnf po inokulaci
rostlin pouZili k purifikaci SLRV.

Virovy antigen a testovani protilatek

K testovani pfipravenych protilitek jsme jako antigen pouZili $t4vu
z rostlin merliku &ilského infikovangch virem a jako kontrolu $t4vu ze
zdravych rostlin C. quinoa. Listy rostlin jsme homogenizovali v extrakénim
pufru, na 1 g listd jsme pouZili 10 ml pufru.

Pti zjitovani citlivosti imunoenzymatického testu jsme jako antigen
pouZili purifikovany SLRYV a virus fedili extrakénim pufrem geometrickou
fadou. Citlivost testu jsme stanovili protilditkami znatkovanymi kienovou
peroxidazou &. produkce. Vysledky testu jsme hodnotili fotometrem
(microelisa reader, fy Dynatech). Pfi pouZiti IgG znatkovanych kienovou
peroxiddzou jsme hodnoty odeditali pfi 488 nm, pfi pouZiti IgG znatkovanych
alkalickou fosfatdzou pfi 405 nm.
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Elektronova mikroskopie

Césteéné purifikovany SLRV jsme fedili 4% roztokem fosfowolframanu
sodného pH 7,5 1:2 aZ 1:5 a inkubovali 30 aZ 60 vtefin. Potom jsme vzorky
nakapli na elektronomikroskopické sitky fy Tesla Brno potaZené formwarovou
membréanou. Piebytek suspenze jsme odsali filtraénim papirem a po vysudeni
prohliZeli elektronovym mikroskopem Tesla BS 500.

VYSLEDKY A DISKUSE
Purifikace viru

Pfi purifikaci SLRV za Gi¢elem imunizace pokusnych zvifat jsme pouZili
modifikaci metody, kterou popsal P 014k (1972). Sto gramil listii rostlin
merliku ¢ilského infikovanych SLRYV s pfiznaky systémové mozaiky jsme
homogenizovali v 0,02M fosfatovém pufru pH 8,0 s pfisadou 10 mM
dvojsodné soli kyseliny etylendiaminotetraoctové (EDTA) v poméru 1 g
listd a 2 ml pufru. Homogenét jsme zfiltrovali pfes nylonovou tkaninu
a odstfedili pfi 4 °C na odstfedivce MLW (Janetzki) K 24 10 minut p¥i 10 000
g. K supernatantu jsme pfidali 10 hmotnostnich procent sacharézy a tfi
objemové procenta n-oktanolu. Po protfepani (tfi minuty) v délici nilevce
jsme virus ze suspenze koncentrovali ultracentrifugaci 1,5 hodiny pfi
105 000 g v rotoru 30 ultracentrifugy L-8-55 Beckman pfi 4 °C. Flotovany
chlorofyl a suspernatant jsme odstranili. Sediment jsme resuspendovali
ve 12 m1 0,02 M fosfatového pufru pH 8,0 obsahuﬁciho 10 % sachar6zy a pak
odstfedili 10 minut pfi 10 000 g. Supernatant jsme odstfedili 90 minut p¥i
105000 g a 4 °C. Sediment jsme resuspendovali v 1 aZz 2'ml 0,02M
fosfatového pufru pH 8,0. Po kratkém odstfedéni pti 10 000 g jsme preparét
uchovévalijako é4ste¢né purifikovany virus pfi4 °C proimunizaci pokusnych
zvifat.

Stanoveni mnoZstvi viru jsme provedli na zdklad& extinkéniho koeficientu
pro SLRV. Pomér extinkce E ,) 54, byl roven 1,6 aZ 1,7, coZ sv€d¢f o pii-
tomnosti velmi &istého nukleoproteinu. Virus pfipraveny touto metodou -
purifikace neztracel biologickou aktivitu. Preparat byl dlouhodobé infek&ni
jesté po Sesti mésicich skladovani pfi4 °C. Proto byla tato metoda purifikace
viru pouZita pro pfipravu antiséra. Zaroveii se viak nedafilo pfipravit
kvalitni preparaty viru pro elektronovou mikroskopii.

Pro pfipravu elektronogramu jsme pouZili metodu purifikace viru
(H arrison, Nixon, 1960). Listy C. quinoa (40 g) infikované SLRV
jsme homogemzovah ve 200 ml smé&si pufru a organickych rozpoustédel
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ve sloZeni: 20 ml 0,2M hydrogen fosfore¢nanu sodného, 20 m10,1M kyseliny
askorbové a 160 ml n-butanolu a chloroformu v poméru 1:1. Homogenat
jsme odstfedili 20 minut pfi 1000 g a 4 °C. Supernatant jsme inokubovali 20
hodin pHi pokojové teploté a vysraZené nedistoty odstranili kratkym odstfedénim
pfi 1000 g. Virus jsme koncentrovali ultracentrifugaci pfi 105 000 g po dobu
90 minut. Kone&ny preparat v 0,03M fosfatovém pufru pH 7,0 o objemu 1
aZ 2 ml jsme uchovavali pfi 4 °C a pouZili pro elektronovou mikroskopii.

Ze 100 g listu infikovanych rostlin merliku ¢ilského bylo ziskano 0,5 mg
viru latentni krouZkovitosti jahodniku. Pomér extinkce E .., byl roven 1,7.
Preparaty byly vhodné pro kontrastovani ¢astic fosfowolframanem sodnym.
Na elektronogramu (obr. 1) je moZné pozorovat mnoZstvi &astic SLRV
hexagonélniho tvaru, velikosti cca 30 nm, z nichZ né€které neobsahuji
nukleovou kyselinu. Tvar a velikost &astic odpovida literdrnim tGdajim
(Lister, 1964;Murant, 1974, 1981).

1. Elektronogram ¢&4steéné purifikovaného viru latentni krouZkovitosti jahodniku (Celkové
zvétSeni 136 000x) - Electrogram of partly purified virus of strawberry latent ringspot (Total
magnitication 136 000x)
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Imunizace pokusnych zvirat a piiprava antiséra

1.den - 1 mgantigenu intraven6zn&

58.den - 9 mg antigenu (v 1 ml) + 1 ml kompletniho Freundova
adjuvans intramuskularné

78.den - 2 mgantigenu (v1ml) + 1 ml nekompletniho Freundova
adjuvans intramuskul4rné

96. den - 2,5 mgantigenu (v1ml) + 1 mlnekompletniho Freundova
adjuvans intramuskularné

103. den - krvéacen{

Byla imunizovana celkem dv& pokusna zvifata (krélici).Antisérum jsme
pfipravili oddélenim séra od krevniho kold&e po inkubaci 2 hodiny p¥i 37 °C
a 16 hodin pfi 4 °C a odstfedénim 30 minut pfi 3000 ot./min.

Imunodifiizni testy jsme stanovili metodou dvojité radidlni difaze do
agaru podle Ouchterlonyho. Imunodiftizn{ testy jsme provadéli v Petriho
miskédch v 1% agarovém gelu. Agar byl pfipraven v 0,5M K,HPO,, 0,01M
EDTA a 0,02 % azidu sodného. Antisérum jsme fedili geometrickou fadou
fyziologickym roztokem a pipetovali po 5 ml do jamek kolem centralni
jamky s antigenem. Titr protilatek pfipravengch antisér byl 1:512 u prvntho
pokusného zvifete a 1:1024 u druhého pokusného zvifete. Antisérum
pfipravené z druhého pokusného zvifete reagovalo do zfedéni 1:4 se §t’4vou
ze zdravé rostliny merliku ¢ilského.

Afinitnf chromatografie p¥ipraveného antiséra

Nespecifickou reakci jsme eliminovali vysycenim antiséra afinitn{
chromatografif se Sepharosou 4B, aktivovanou bromkyanem. Deset grami
Sepharosy jsme michali v 80 ml HCI (c = 0,001 mol/l) do vzniku gelu. Po
promyti pfebytkem 0,1M boratového pufru pH 8,3 s NaCl (¢ = 0,5 mol/I)
a odséti do sucha jsme Sepharosu michali tfi hodiny s 6,5 ml odstfedéné
§tavy ze zdravych rostlin C. quinoa, kterou jsme zfedili fyziologickym
roztokem pufrovanym fosfitem (PBS) v pomé&ru 1:1. Nenavazané proteiny
spolu se zbytky rostlinné §t'4vy jsme vyplavili pfebytkem borétového pufru
a PBS. Takto upravenou Sepharosou 4B jsme naplnili kolonu. Antisérum
(6,5 ml) jsme vysytili prichodem pies kolonu se Sepharosou. Vysycené
antisérum jsme pouZili k izolaci specifickych imunoglobulinii SLRV.
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Izolace protildtek

Z antiséra zbaveného afinitni chromatografii nespecifickych protilatek
jsme izolovali imunoglobuliny sraZenfm nasycenym roztokem siranu amonného.
Antisérum bylo nejprve fedéno ekvivalentnim objemem fyziologickym
roztokem pufrovanym fosfitem (PBS) a pak jsme pfiddvali za stdlého
michédn{ po kapkich nasyceny roztok sfranu amonného v pomé&ru 1 ml
antiséra : 0,8 ml siranu amonného. Precipitat jsme odstfedili 10 minut pfi
1000 g a sediment rozpustili v piivodnim nefedéném objemu antiséra
v PBS. Precipitaci jsme dvakrat opakovali. Zbytky siranu amonného jsme
odstranili dialyzou proti 110,03M acetatového pufru pH 7,0 s p&ti vymé&énami
pufru. Imunoglobuliny jsme pak ¢istili michdnim s 0,6 g DEAE celul6zy
(Whatman) po dobu 45 minut. Celul6zu jsme z roztoku imunoglobulinii
odstranili filtraci pfes fritu S-3 a roztok dialyzovali proti 0,005M Na,HPO,.
Imunoglobuliny jsme lyofilizovali a uchovavali pfi 4 °C.

Konjugace protilitek enzymy

Konjugaci protilatek alkalickou fosfatdzou jsme provadéli metodou,
kterou popsali Clark a Adams (1977). PouZili jsme alkalickou fosfatazu
fy Boehringer-Manheim s enzymatickou aktivitou 2500 U/mg. K 1 mg IgG
rozpusténych v PBS jsme pfidali 2 mg alkalické fosfatasy. Po promichéni
jsme p¥idali 20 12,5 % glutaraldehydu fedéného PBS. Po protfepéni jsme
smé&s inokulovali étyfi hodiny pfi pokojové teploté. Glutaraldehyd jsme pak
odstranili dial§zou proti 500 ml PBS s trojnisobnou v§mé&nou pufru.
Znalkované IgG jsme stabilizovali 1% hov€zim sérovym albuminem
a konzervovali 0,02% azidem sodnym.

Konjugaci protilitek peroxidizou z kfenu jsme provadéli oxida&ni
jodistanovou metodou (Wilson,Nakane, 1978). PouZili jsme
peroxidasu z kfenu &. vyroby (Ustav sér a ofkovacich litek, o.p.)
s enzymatickou aktivitou RZ = 2,85 a 210 U/ml. Ke konjugaci jsme pouZili
5 mg IgG a 7,5 mg peroxidasy. Postup konjugace je uveden v praci P o -
l1dk a Kfistek (1988). Znatkované IgG jsme stabilizovali 1% hovézim
sérovym albuminem a konzervovali 0,001% merthioldtem sodnym.

Testovin{ protilitek SLRV pomoci ELISA

Optimélni koncentrace IgG SLRV pro potaZen{ desek byla 1,25 ug/ml
a optimélni fedéni IgG konjugovanych kienovou peroxiddsou 1 : 800 aZ
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1: 1600 (obr. 2). Pti vy3si koncentraci IgG neZ 2,5 ug/ml stoupla extinkce
vzorkil ze zdravych kontrolnich rostlin, stejné tak i pfi nizkém fedéni
konjugovanych protilatek (1 : 100 aZ 1 : 400).

E.ss Koncentrace vazeb-
1 nych IgG (Concentra-
241 tion of linkage IgG) =
— 1.25 ug/ml
1 \ + + pozitiv-
2.0- * ni standart (positive
standard)
1 +——— + negativ-
1,6 + ni kontrola (negative
control)
1 ldilution of conjugated
1,21 IgG!

081 \
| +

e T \
4 b \\6\ +

=

TR e

&
100 200 400 800 1600 3200 164'00
@fedéni znatkovanych 1gG

2. Stanoveni optimalniho rozsahu fedéni IgG znakovanych kfenovou peroxidasou pro
detekci viru latentni krouZkovitosti jahodniku imunoenzymatickym testem - Determination
of the optimum extent of IgG dilution by horse-radish peroxidase for detection of strawberry
latent ringspot by the immunoenzyme assay ;

Optimélni koncentrace IgG SLRYV pro potaZeni desek byla 2,5 ug/ml
a optimélni fedéniIgG konjugovanych alkalickou fosfatasou 1:400aZ 1: 800
(obr. 3). Vyssi koncentrace IgG pro potaZeni desek a niZs fed&ni konjugovanych
protildtek mélo za néasledek vy3si hodnoty extinkce vzorki ze zdravych
kontrolnich rostlin.

Ziskané vysledky dokazujf, Ze pouZiti kienové peroxidasy nebo alkalické
fosfatasy ke konjugaci protilitek je rovnocenné a poskytuje dobie
reprodukované vysledky. Pfi zajist’ovani citlivosti testu jsme pouZili purifikovany
virus latentni krouZkovitosti jahodniku. Virus jsme fedili v extrakénim pufru
geometrickou fadou. Vychozi koncentrace byla 128 ng/ml, kone&na
koncentrace 0,24 ng/ml. Do koncentrace viru 62,5 ng/ml byla extinkce vys$si
neZ 1,0. NejniZsi koncentrace viru, kterou bylo moZné spolehlivé stanovit,
byla 7,8 ng/ml, kdy byla extinkce 0,42 (obr. 4). '
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3. Stanoveni optimalniho rozsahu fedéni IgG znackovanych alkalickou fosfatazou pro detekci
viru latentni krouZkovitosti jahodniku imunoenzymatickym testem - Determination of the
optimum dilution of IgG conjugated by alkaline phosphatase for detection of strawberry
latent ringspot virus by the immunoenzyme assay

DosaZenymi vysledky jsme prokézali, Ze pfipravené antisérum proti
SLRV a izolované protilatky jsou vhodné ke stanoveni viru latentni
krouZkovitosti jahodniku imunoenzymatickym testem.

g + = aritmeticky prumér hod-
488 -
noty extinkce ze &tyf paralel-
164 nich stanoveni - arithmetical
i ‘\\ mean of extincition value out
1 N of four parallel tests
1,2- N Ing of virus antigen x m1'!
N
N
] N
+N %
0.8 -
1 B
N
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| N
N
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3 . -1
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4. Citlivost detekce viru latentni krouZkovitosti jahodniku immunoenzymatickym testem -
Sensitivity of detection of strawberry latent ringspot by the immunoenzyme assay
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Dodlo dne 15. 3. 1990

J. Kfistek, J. Poldk (Research Institute for Crop Production,
Praha-Ruzyné&, Czechoslovakia)

The preparation of antiserum against strawberry latent ringspot virus
and isolation of antibodies suitable for ELISA

Virusisolate ROT-2 (from the Institute for Phytopathology Aschersleben,
Germany) was used in the investigation of the purification of the strawberry
latent ringspot virus (SLRV). The virus was maintained on cucumber and
was propagated on Chilean goosefoot. Leaves of C. quinoa with symptoms
of systemic infection were used for purification of the virus. For electron
microscopy the preparations of partially purified SLRV were negatively
stained with a 4% solution of sodium phosphowolframate, pH 7.5. The
prepared antibodies were tested in sap from the virus-infected and healthy
plants of C. quinoa. Purified SLRV was used as antigen in the determination
of ELISA sensitivity. Procedure of SLRV purification: 100 grammes of
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leaves of SLRYV -infected C. quinoa plants showing symptoms of systemic
mosaic were homogenized in 0.02M phosphate buffer at a pH of 8.0 with an
addition of 10 mM ethylendiamino tetraacetic acid (EDTA) disodium salt
at a ratio of 1 g of leaves per 2 ml of buffer. The homogenate was filtered
through a nylon cloth and separated by means of a MLW Janetzki K 24
centrifuge for 10 minutes at 10 000 g at 4°C. Ten percent (by volume) of
sucrose and 3 % (by vol.) of n-octanol were added to the supernatant. After
shaking in a separating funnel, the virus was concentrated from the emulsion
by ultracentrifugation (1.5 h at 105 000 g in rotor 30 of the L 8-55 Beckman
cengrifuge at 4°C). The flotated chlorophyll was removed together with the
supernatant. The sediment was resuspended in 12 ml of 0.02M phosphate
buffer at pH 8.0, containing 10 % sucrose; then it was centrifuged at 10 000
g for 10 min. The supernantant was centrifuged for 90 min at 105 000 g and
at 4°C. The sediment was resuspended in 1 to 2 ml of 0.02M phosphate
buffer at pH 8.0. After a short centrifugation at 10000 g, the preparation was
kept as a partially purified virus at 4°C for immunization of animals. Virus
determination was performed on the basis of extinction coefficients for
SLRV. The E,) ., extinction ratio was 1.6 to 1.7, which idicates to the
presencg of a very pure nucleoprotein. The virus preparation remained
infectious for a long time, still after six months of storage at 4°C. This is the
reason why the method was used to prepare the antiserum. However, the
electron microscopy of these preparations failed to be performed at a good
quality. Therefore the virus purification method after Harrison and
Nixon (1960) was used for the preparation of the electronogrammes. The
virus yield was smaller (0.5 mg of SLRV per 100 g of infected C. quinoa
plants). Nevertheless, high qualitySLRV electronogrammes were obtained.
The experimental animals were immunized by means of a combination of
intravenous injections and intramuscular injections of antigen with Freund’s
adjuvant. The titre of the antibodies of the prepared antisera, determined by
the double radial diffusion method, was 1: 512 and 1: 1024, respectively. The
slight non-specific reaction was removed by saturation of the antiserum by
means of affinity chromatography with Sepharose 4 B, activated by means
of bromium cyanide. From the antisera, immunoglobulins against SLRV
were isolated and were conjugated with horse radish peroxidase and
alkaline phosphatase. Both enzymes showed the same suitability for conjugation
of antibodies. The minimum concentration for a reliable virus determination
was 7.8 ng/ml.

strawbery latent ringspot virus; immunization; antiserum; affinity
chromatography; isolation of antibodies; DAS-ELISA; electron microscopy
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DYNAMIKA REPRODUKCE VIRU MOZAIKY HUSENIKU
V ROSTLINACH PETUNIA HYBRIDA CV. LAVINA

Lubof SMRCKA

Ustav experimentdini botaniky CSAV, Na Karlovce 1, 16000 Praha

Zmény reprodukce pouZitfch izoldtd viru mozaiky huseniku (AMV)
v nadzemnich pletivech rostlin Petunia hybrida cv. Lavina od 3. do 12. dne po
inokulaci rostlin jsem sledoval metodou DAS ELISA s IgG znafenymi
peroxidasou z kfenu. Zjistil jsem, Ze izolat z ptatiho zobu obecného a oba
poufZité izolaty z maliniku dosahuji maximélni reprodukci viru ve vzorku 8. den,
kdeZto izolat z révy vinné 9. den po inokulaci rostlin. Nejvysi koncentraci viru
vrostlindch jsem zjistil po inokulaci AMV pochézejicim pta¢iho zobu obecného.

virus mozaiky huseniku; koncentrace; ELISA

Virus mozaiky huseniku - arabis mosaic virus (AMV) néleZ do skupiny
nepovirii a je v pfirod¢ znaéné roziifenym virem, ktery napada jak hospodaisky
v§znamné, tak i plan& rostouci rostliny (Murant, 1970; Schmel-
zer, 1963).

Podle literarnich Gdajii se nepoviry vyskytuji v hostitelich v nizké kon-
centraci. Napf. Hanson a Campbell (1979) dos4hli pfi purifikaci
viru latentni krouZkovitosti jahodniku primérny vytéZek viru 0,1 mg na
100 g listh. Waterworth (1975), kter§ mnoZil AMV v rostlinich
Chenopodium quinoa a porovnaval riizné purifikatni postupy, dos4hl vytézka
viru v rozmezi 0,22 - 1,05 mg na 100 g listdi v z4vislosti na pouZité metodé.
Filigarov4 a Polak (1983) dos4hli pfi pouZiti jedné purifikaéni metody
arliznych odriid rostlin P. hybrida vit&€Zzki, které se pohybovaly vrozmezi od
0,08 do 1,78 mg viru na 100 g infek&niho materidlu v z4vislosti na pouZité
odridé. Tito autofi rovnéZ zjistili, Ze s prodluZujici se dobou infekce doch4zi
k poklésu obsahu viru vrostlinich. Je tedy zfejmé, Ze maximélni vyt&Zek viru
je ovlivnén nejen zvolenou purifikaéni metodou a pouZitou hostitelskou
rostlinou, ale téZ vhodn& zvolenou dobou sklizn& infekéniho rostlinného
materialu.

Cilem préce bylo porovnat dynamiku reprodukce izolatii AMV zriizngch
hostiteli v nadzemnich &astech rostlin P. hybridum cv. Lavina a stanovit,
ktery den po inokulaci kulminuje reprodukéni kfivka viru za tGéelem
optimalizace podminek pfi purifikaci viru, a rovnéZ zjistit, zda se koncentrace
viru v rostlinich vyrazn€ nelisi v zavislosti na pouZitém izolétu viru.
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MATERIAL A METODY

Poudité izoléty AMV

K pfenosim jsem pouZil izolaty riizné geografické provenience. Dva
vlastn{ izoldty AMV jsem ziskal pfenosem z listli spontdnné ochuravélych
malinikl, Rubus ideaus L. (izolity jsou oznateny 1AMV a 2AMYV). Pro
srovnan{ jsem pouZil izoldt z révy vinné, Vitis vinifera L. (izolat, PV45)
a z ptatiho zobu, Ligustrum vulgare L. (izolat PV46). Oba tyto izolaty mi
poskytl dr. G. A d am zBiologische Bundesanstalt v Braunschweigu v SRN.

Stanoven{ obsal\m AMYV

Stanoveni{ obsahu AMV jcem provadél sérologicky metodou DAS-
-ELISA. Pro sestrojeni kalibra¢nich kfivek koncentrace AMV jsem pouZil
izol4t viru, ktery byl uZit k pfipravé antiséra. Jedn4 se o izolat mad’arského
puvodu z Forsythia suspenza Vahl. Virus jsem purifikoval podle nivodu,
kter§ uvefejnila Filigarov4a (1982). Koncentraci viru jsem uréil
z namé&fené hodnoty absorbance pfi 260 nm a zndmého absorb¢niho
koeficientu pro AMV (Waterworth, 1975). Z virového purifikatu
o zndmé koncentraci jsem pfipravil fedici fadu, kterou jsem nané3el
na stejnou desti¢ku pro ELISA spole¢né s vySetfovanymi vzorky. PouZival
jsem vyhradng destitky firmy Dynatech. '

Kalibra&ni k¥ivky z4vislosti obsahu viru na absorbanci jsem vyhodnocoval
na kaZdé destiéce tak, Ze jsem ziskanymi hodnotami proloZil pomoci metody
nejmensich &tverci polynom 3. ¥adu (ten nejlépe vystihoval sigmoidni
zévislost koncentrace AMV na absorbanci) a z této kfivky jsem pak ke
zji§téné hodnoté absorbance odeletl odpovidajici obsah AMV vtestovaném
vzorku. PouZity polynom mél tvary = @ + bx + cx® + dx3, kde hodnota
y udévala zji$ténou absorbanci pfi vinové délce 490 nm a hodnota x byla
vyjadfena jako pfirozeny logaritmus koncentrace AMV (Sima etal., 1985).
K vypottim jsem pouZival potita¥ IBM PC a program firmy USOL
"Kvantitativn{ imunochemické analytické metody”.

V pokusech jsem pracoval s rostlinami P. hybrida cv. Lavina, ktery jsem
péstoval v klimatiza¢nim boxu Heraeus-Votsch pfi teploté 18-22 °C, osvétlen{
10000 luxi, délce dne 10 hodin a vlhkosti 80 %. Tyto rostliny jsem inokuloval
homogenétem pfipravenym z listt rostlin P. hybrida cv. Lavina infikovanych
jednotlivymi sledovanymi izolaty AMV v 0,02M fosfatovém pufru o pH 7,2.
Odbéry jsem provadél od 3. do 12. dne po inokulaci. KaZdy den jsem
odebiral nadzemni &4sti ze tfi infikovanych rostlin. Tyto vzorky jsem
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jednotlivé uloZil do hlinikové félie a uchovaval v mrazicim boxu pfi -20 °C
aZ do zpracovani. Takto konzervovany material jsem zpracovaval tyden po
ukoné&eni odbéru.

Vzorky proimunoenzymaticka stanoveni jsem pfipravoval homogenizaci
zmraZenych rostlinnych pletiv v extrakénim pufru. PouZival jsem fedéni
vzorku 32, 128, 512 a 1024. Jednotliva fedéni jsem nanasel ve dvou opakovanich.

Hranice pozitivni reakce jsem uréil z naméfenych hodnot absorbance
negativni kontroly pfi 490 nm podle vzorce x + 3s, kde x je aritmeticky
prumér a s je smérodatna odchylka (Sutula et al., 1986).

VYSLEDKY A DISKUSE

Pii sledovani dynamiky reprodukce AMV v nadzemnich pletivech
P. hybrida cv. Lavina jsem doséhl prvnich pozitivnich vysledkii, tzn. hodnot
absorbance vy$§ich neZ byla vypoltend hranice negativni kontroly,
ve vzorcich odebranych tfeti den po inokulaci rostlin. Tyto hodnoty se viak
pfi fedéni §tavy z infekénich rostlin 1 : 32 pohybovaly ve spodni &asti
kalibra¢nich kfivek, tedy mimo oblast doporuéenou pro vypolet koncentrace
viru ve vzorku (Hill,1984; M an ¢al, 1987). Proto jsou uvedené
koncentrace AMYV ve vzorku tfeti den po inokulaci rostlin pouze orientaéni.
Pro dosaZeni pfesnéjSich vysledki by bylo nutné pouZit v té€chto fazich
infekce mensiho fedéni vzorku. Jinak pouZité fedéni $t'avy z infek&nich
pletiv P. hybrida cv. Lavina (32, 128, 512 a 1024) bylo vyhovujici.

Nalezené hodnoty koncentrace pouZitych izolati AMV ve vzorcich
pfipravenych z nadzemnich &asti rostlin P. hybrida cv. Lavina od 3. do 12.
dne po inokulaci pfehledné uvadi tab. I a prub&h kfivek reprodukce
pouZitych izolatu viru je zachycen na obr. 1.

Pokusy se sledovanim dynamiky reprodukce viru v rostlindch provadéli
ELISA testem napf.Daniel, Munzert (1982), Wie de ma n (1984),
Tamada, Harrison(1980) a Wetten etal. (1983). Ve viech
piipadech autofi pouZili konjugatu IgG s alkalickou fosfatasou a zménu
reprodukce odvozovali ze zjisténych hodnot absorbance.Sela a Reich -
m a n (1984) porovnavali dynamiku reprodukce viru mozaiky tabaku
v discich z listovych pletiv N. tabacum stanovenou metodou ELISA
s hodnotamizji§ténymi technikou "dot" hybridizace. Autofi dosahlimetodou
ELISA prvnich pozitivnich vysledku jiz 24 hodin po inokulaci listovych
disku.

Zjidténd maxima reprodukce AMV ve vzorku osmy den (u izolatu
1AMV, 2AMYV a PV46) a devity den po inokulaci (u izolatu PV45) jsou
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I. Dynamika reprodukce AMYV ve §t'avé z Petunia hybrida cv. Lavina od 3. do 12. dne po
inokulaci rostlin v g na 200 ul vzorku (vysledky jsou vyjidfeny jako x * s,) - AMV
reproduction pattern in the juice of Petunia hybrida cv. Lavina from the 3rd to 12th day after
inoculation of the plants in ug per 200 ul of sample (results expressed as x *+ s,)

Den Izolat2
po inokulaci! PV45 PV46 1AMV - 2AMV

3. 4,0+0,15 2,9+0,09 2,6+0,13 3,7+0,15
4. 7,2+0,26 9,2+0,58 5,6+1,86 7,8+0,33
S. 17,6+0,73 48,0+1,24 21,3+0,55 14,4+1,00
6. 20,0+0,77 59,2+2,96 23,2+0,44 32,0+1,20
7. 64,0+2,23 92,8+4,27 63,0+3,32 67,2+2,63
8. 70,4+2,35 140,8+6,40 96,8+1,84 104,8+4,87
9, 108,8+254 121,6+6,00 86,4+1,30 96,0+5,15

10. 87,6+2,05 89,6+3,10 82,0+2,52 90,8+0,48

11. 80,0+3,70 56,0+2,33 64,6+1,72 66,2+2,28

12. 70,4+427 52,8+1,92 44 8+1,95 58,0+1,69

ldays after inoculation; 2isolate 5

obsah viru [mg AMV/200u! vzorku | lvirus content (mg
AMV/200 ul of the
sample); 2days after
inoculation

140 -

120 1

100 -
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60 1
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=¥ 1AMV
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0 v Ll LJ v T L T L] L v A
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[dny po inokulaci )

201

1. Porovnani kfivek reprodukce pouZitych izolati AMV v nadzemnich pletivech P. hybrida cv.
Lavina od 3. do 12 dne po inokulaci - Comparison of the curves of reproduction of the used
AMYV isolates in the above-ground tissues of P. hybrida cv. Lavina from the 3rd to 12th day
after inoculation
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v souladu se z4véry, které publikovali Filigarova a Pol4k (1983).
Uvedeni autofi ve srovnivacich pokusech providénych s rostlinami
P. hybrida cv. Lavina inokulovanych AMYV zjistili, Ze obsah viru se méni
podle doby odb&ru materialu k purifikaci. NejvysSsi vjtéZek ziskali z infekénich
listi odebranych devaty den po inokulaci rostlin. S prodluZujici se dobou
infekce dochézelo k-poklesu obsahu viru v rostlinach, a tedy i k poklesu
vytéZku viru v preparacich provadéngch z materiilu odebraného 12. a 15.
den po inokulaci rostlin. Vzhledem k tomu, Ze v uvedenych pokusech byly
pouZity izoldty AMV rizné provenience (izoldt PV45 byl ziskan z Vitis
vinifera, PV46 z Ligustrum vulgare, 1AMV a 2AMV z Rubus idaeus
a Filigarova s Polakem pracovali s izoldtem z Humulus lupulus) je moZné
se domnivat, Z¢ AMV dosahuje maxima reprodukce v rostlinach P. hybrida
cv. Lavina osmy, popf. devaty den po inokulaci rostlin a je tedy vhodné
odebirat infek&ni material k purifikaénim Géelim nebo k sérologickym
testiim vyZadujicim vy$8i koncentraci viru v tomto obdobi.

Vyrazné vy$si koncentraci AMV jsem zjistil u rostlin inokulovanych
izoldtem z ptatiho zobu obecného, a to 0 32 ug v porovnéni s izolatem z révy
vinné, 44 a 36 ug v porovnéni s izolity z maliniku. Z t&€chto ddaju lze
usuzovat, Ze vytéZek viru je ovlivnén nejen zvolenou purifikaéni metodou
(Waterworth, 1975), pouZitou hostitelskou rostlinou a vhodné zvolenou
dobou sklizné infekéniho materidlu (Filigarova, Polak, 1983), ale
i pouZitym izolatem viru.
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Doilo dne 16. 3. 1990

L. Smréka (Institute of Experimental Botany of the Czechoslovak
Academy of Sciences, Praha, Czechoslovakia)

Reproduction pattern of the Arabis mosaic virus in the plants
of Petunia hybrida cv. Lavina

For the experiments I used isolates of arabis mosac virus - AMV, which
were diference geografic origin. Two own isolates of AMV I gained
from spontaneously infected raspberries. Rubus idaeus L. (isolates are
marked 1AMV and 2AMYV). For comparison I used isolates originated
from Vitis vinifera L. (PV45) and Ligustrum vulgare L. (PV46), which
providedme Dr.G. A dam from Biologische Bundesanstalt, Braunschweig,
Germany. The changes of reproduction of the isolates of AMV mentioned
above I observed in a overhead tissues of Petunia hybrida hort. cv. Lavina
from 3th to 12th day after inolucation by means of DAS-ELISA with IgG
conjugated with horseredish peroxidase. I cultivated P. hybrida in air -
condition box Heraeus-Votsh under temperature 18-22° C, lighting 10 000 L,
long of day 10 hours and humidity 80%. Every day I took away the overhead
parts from three infected plants. For testing I used solution of samples 32,
128, 512 and 1 024 in two recapitulation. For construction of callibrating
curves I used isolate originated from Forsythia suspenza Vahl, which was
used for production of antisera too. Virus concentracion I found commonly
maner by means absorption coeficient 8,45 (Waterworth, 1975) and
from virus purificate with known concentracion I prepared a dilution row,
which was piled up to the desk with testing samples. The finding values of
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concentration of using AMV’s isolates in samples preparating from the
overhead parts of P. hybrida cv. Lavina from 3th to 12th day after inoculation
are in Table I and the course of curves of concentration of using virus
isolates of AMV is caught on Fig. 1. The maximum of concentration of
AMYV in samples were found 8th day after inoculation (isolates 1 AMV,
2 AMYV and PV46) and 9th day after inoculation (PV45). These results are
in the corespondence with findings of Filigarové and Pol4k (1983).
These authors found in comparison experiments with P. hybrida cv. Lavina
inoculated of AMYV, that the contents of virus is changed according time of
the harvest of the material for purication. The highest yield they gained
from the infected leaves taking away 9th after inoculation. Considering that
in described experiments the isolates of diference geogrefical origin were
used (1 AMV, PV45, PV46 are above and Filigarovd and Poldk worked
with isolates from Humulus lupulus), it’s possible to suppose, that AMV is
reaching o fthe maxima of the reproduction in P. hybrida cv. Lavina 8th or
9th after inoculation. I found expressively higher concentration of AMV in
plants inoculated with isolates from Ligustrum vuigare - by 32 ug in
comparison with isolate from Vitis vinifera, 44 ug and 36 ug in comparison
with isolates from raspberry. From these dates it’s possible to suppose,
that yield of virus is affected not only methods of purification (Water -
worth, 1975), the using host plants and the suitable time for a harvest of
a infected material (Filigarovéd and Pol4k, 1983), but using
virus isolates too.

Arabis mosaic virus; concentration; ELISA
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MEDZINARODNA VIROLOGICKA KONFERENCIA NA POCEST
D. L. IVFANOVSKEHO

V roku 1992 bude sto rokov &o vysla préca, v ktorej rusky biol6g D. I. Ivanovskij zverejnil,
¥e existuju niZSie infek&né jednotky neZ baktérie. Tym sa stal zakladatel'om viroldgie.
Pri vyskume mozaiky tabaku objavil aj existenciu inklizii. Posledné roky svojho Zivota
pracoval na Univerzite v Rostove na Donu.

Z vcty k jeho pricam Univerzita v Rostove na Donu v spolupricii s inymi institdciami,
pripravuje na prvii polovicu septembra 1992 medzinirodné vedecki konferenciu.
Hlavnymi tématami konferencie budi:

- Virus mozailky tabaku a nim spdsobovavné choroby rastlin
- Inklizie - cytologické a patofyziologické zmeny po virusovych a viroidnych infekcidch

ZAujemci o konferenciu z celého sveta (s referdtmi & bez referdtov alebo panelov) nech
sa prihldsia na adresu:

Dr. Vitold PARSHIN
Pushkinskaja 107-24
344 007 ROSTOV NA DONU, ZSSR

Z4ujemci z Ceskej republikya Slovenske;j republiky sa m6Zu prihl4sit’ na adresu: Doc. ing.

Vit Bojiiansky, DrSc., Zukovova 30, 851 01 BRATISLAVA.

sssesd

INTERNATIONAL CONFERENCE ON VIROLOGY IN HONOUR OF D. 1. IVANOVSKI

By the year 1992 it will be 100 years since the work of the Russian biologist D. I. Ivanovski
was published. Thiswork revealed that there exist infectious units lower than bacteria. Thus
he became founder of virology. He also found the presence of inclusions in the Tobacco
mosaic. He spent the last years of his life at the Rostov University.

The State University of Rostov-on-Don prepares in co-operation with other institutions
an International Conference on Virology in the first half of September 1992.

The main topics of the Conference will be:
- the tobacco mosaic virus and the associated plant discases
- inclusions - cytological and pathophysiological changes after virus and viroid infections.

All who are interested in the Conference (with or without papers or posters) are invited
to direct their applications to:

Dr. Vitold PARSHIN
Pushkinskaya 107-24
344 007 Rostov-on-Don, Soviet Union
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ANALYZA PATOTYPU PADLI TRAVNIHO NA JECMENI JARNIM
Jii ZAKOPAL

Vyzkumny istav obilndFsky, 697 41 Kromé&FiZ

\'% &rséci je podén rozbor populace padli travniho v letech 1987 a 1988
v koslovensku. Z populaci padli travniho odebrangch na jednotlivych
lokalitach jsme ziskali metodou jednokupkovych izolaci Cisté patotypy padli
travniho. Identifikaci jednotlivjch patotypui jsme provedli pomoci nimi
upraveného testovaciho sortimentu, ktery se sklddd z 23 odrud a soulasné
pomoci testovaciho sortimentu podle Frauensteinové. V prvnim roce jsme
ziskali z populaci odebranych na jednotlivych lokalitdch 11 patotypu a vdruhém
roce 25 patotypii padli travniho. VSechny patotypy pfekonavaji odolnost
fizenou geny Mi-g, MI-h, MI-41/145 a Mi-c a za pfekonané muZeme povaZovat
odolnosti fizené geny Ml-a4, Ml-a,, Ml-a;3 a odvozené odolnosti od Nepal 81,
Hordeum leavigatum, Spiti, C.I. 7672. Za perspektivni miZeme povaZovat
odolnosti fizené genem ml-0, Ml-a; a Ml-a;.V soucasnosti je viak tfeba stdvajici
odrudy dostateéné prostfidat tak, aby bylo na mensi ploSe zastoupeno vice
odrud s ruznymi specifickymi odolnostmi, a tim 1épe vyuZit odolnosti, které
v naich odradéch méme.

Erysiphe graminis DC. f. sp. hordei Marchal; odolnost; geny rezistence

Vyznamnou vlastnosti modernich odriid jeémene jarniho je vedle vynosu
a kvality jejich odolnost proti hospodédisky vyznamnym chorobam.
Ve $lechténi na odolnost byla nejvétsi pozornost doposud v&novéna padli
travnimu (Erysiphe graminis DC. f. sp. hordei Marchal). KaZzd4 povolena
odriida je¢mene jarniho ma specifickou odolnost fizenou n€kterym genem
odolnosti. V nasich povolenych odriidich jsou pouZity odolnosti fizené geny
Ml-a,, Mi-a,, Mi-a,, Ml-a,; a odolnosti odvozené od Hordeum leavigatum,
KM-1192aCI.7672(Dreiseitl, 1989). V soutasné dobé jsou i pfes tuto
rozmanitost odolnosti viechny nase odriidy padlim travnim napadény.
Pti¢inou tohoto stavu je pfizpisobivost patogena. Na zavedeni nové edrady
s novou rezistenci reaguje patogen tvorbou novych patotypu, které jsou
schopny po urdité dob€ tuto rezistenci pfekonat. Doba, za kterou je padli
travni schopno novou odolnost piekonat, je uréena vedle vhodngch podminek
pro v§voj patogena plo$nym zastoupenim odriidy s touto novou odolnosti.
Napf. vroce 1977 povolené odriida Spartan s vysokou rezistenci odvozenou
od odrudy Monte Cristo se stala v roce 1980 nejroziifenéj$i odridou. JiZ
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v témZe roce byla odriida Spartan napadéna padlim (Brfickner, 1982)
avnasledujicich letech byla odolnost této odriidy zcela ptekon4na. Podobng
tomu bylo s pfekoninim rezistence fizené genem Mi-a,;, kterou vyuZiva
sedm odriid z $estnécti naseho sortimentu. Tyto odridy se staly vedoucimi
odriidami &. sortimentu a v poslednich letech se pohybuje plocha osévana
t€mito odriidami kolem 60 % viech ploch jeémene jarniho. Patotyp padli
travniho, ktery pfekonava tuto rezistenci, byl vyizolovin ve skleniku jiZ
vroce 1980 (Br fick ner, 1982). Pozdéji byly nalezeny patotypy schopné
piekondévat tuto rezistenci vterénu (Brfickner, 1986). V soudasné dobé
jsou odriidy s touto rezistenci napadidny padlim travnim b&Zn&. Proto
musime ve $lechténi na rezistenci hledat nové zdroje genetickych odolnosti
a rychle je uplatnit v novych odriidach.

Zatim nejspolehlivéjsi a zdroveii dostatedn& rychld metoda k zajisténi
rezistence a jeji podstaty ve Slechtitelském materilu je testovani souborem
patotypt padli travniho se zndmou virulenci. K identifikaci patotypt padli
travniho jsme dosud pouZivali testovaci sortiment upraveny Frauensteinovou
(Frauenstein et. al, 1983), ktery se skldd4 z 18 rozliSovacich odrid.
S uplatnénim novych donorii odolnosti ve $lechtitelskych programech napf.
C.I1.7672, C.I.8503, Nepal 81, Esperance aj. (Brickner, 1986) bylo tfeba
testovaci sortiment upravit tak, aby bylo moZné nové virulentni patotypy
k t¢mto odolnostem spravné identifikovat a ziskané patotypy vyuZit pro
testovani. Soub&Zné se Slecht€nim na odolnost providdime priizkum populace
padli travniho. V tomto pfisp&vku se zabyvame rozborem populace patogena
v Ceskoslovensku v uplynulych dvou letech.

MATERIAL A METODY

Odbéry padli travniho jsme provadéli na naSem pracovisti v Kromé&fizi
(A) a na Slechtitelské stanici Sladkovi¢ovo (H) a odriidovych zkusebnach
UKZUZ v Rymatové (B), Céslavi (C), Kujavich (D), Sedlci (E), Pustych
Jakarticich (J). (Pismeny v zdvorkéch jsou oznaeny lokality v tabulkach.)
Na $lechtitelskych stanicich a odriidovych zkusebnéch je soustiedén veskery
u nis dostupny materiél je¢mene jarnitho. Odebrané padli z terénu jsme
namno?ili oddélené z kaZzdé jednotlivé lokality na mladych rostlinich
je¢mene jarniho v izolitorech. Z populaci padli travniho odebranych na
jednotlivych lokalitich byly metodou jednokupkovych izolaci ziskdvany
Cisté patotypy padli travniho. Padlf bylo odebrano, kdyZ na &epelich listu
mladych rostlin narostly dobfe vyvinuté jednotlivé kupky. Odebrali jsme
vZdy jednu kupku a naoCkovali na izolovanou mladou rostlinu. V z4jmu
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docileni co nejvétsi &istoty patotypu jsme kaZdou izolaci stejnym zpiisobem
dvakrat pfeotkovali. Ziskané patotypy padli jsme namnoZili vizolatorech na
mladych rostlinich t&ch odriid, ze kterych byla dand populace odebrina
v terénu. Identifikaci jednotlivych patotypil jsme provedli pomoci ndmi
upraveného testovactho sortimentu a soutasné podle testovaciho sortimentu

podle Frauensteinové.

1. Patotypy padli travniho izolované v roce 1987: A. identifikace podle Frauenstein et
al. (1983); B. identifikace podle VSUO Kromé#f - Powdery mildew pathotypes isolated in
1987: A. identification after Frauenstein et al (1983); identification after Cereal
Research Institute, Krom&fiz

Poi.! Odruda? Gen rezistence’ Lakaltia®
A | B ] D
A. Podle Frauenstein et al. 1983
1. | Weihenstephan
CP 127/422 MigMI-CP |+ + + + + +|+ +|+ + +
2. [ Weihenstephan
37/136 Mi-h + + + 4+ + 4+ + 4+ + + o+
3. | Weihenstephan
41/145 Mi-41/145 + o+ o+ o+ o+ |+ ]+ o+ o+
4. | Voldagsen 8141/44 |Mi-a, + + - + + +|x +| - + +
5. | Gat. Mut. 511 Mi-n - - 4+ + - -|x -|- + -
6. | Gat. Mut. 501 Mi-h 2 dom + + + + + +|+ +|+ + +
7. |HOR 1063 Mi-a, - + + + x x|+ x| - + x
8. |HOR 1657 Mic + + + + + +|+ +|+ + +
9. |HOR 1036 Ml-a; + x + - + +|x -|x + +
10. | Atlas Mi-at + + + + + +|+ +|+ x x
11. | Rabat Mi-a, X X X X X X|X X[x x X
12. | HOR 1402 1dom - - =+ 4+ |- -] - + -
13. | Amsel Mi-g,
Mlasldom. | + + + + + +|+ +[+ + +
14. | Emir Mi-a;, x x + x x x|x x|x + +
15. | Monte Cristo Ma,Mlay, | + + + + + +|+ +|+ + +
16. | Rupal Mi-a;; + + x + + +|+ +|+ x x
17. | Karat Mil-a;; + + x + + +|+ +|+ x x
18. | Haisa M 66 mi-0 X X X X X X|X x[x x x
'B. Podle VSUO Krom&Fiz
1. | Favorit Mi-g + + + + + +|+ +|+ + 4+
2. | Rabat Mi-a,; X X X X X x|[x x|x x x
3. |HOR 1036 Mi-a; + x + - + x|x -|x + +
4. [ Gopal Ml-as - 4+ x + x x|+ +| - x x
5. | Orbit Mi-a4 + + - + + +|x +| - + +
6. | Horal Mil-a, + + x + + +|+ +|+ x -
7. | Spartan MagMl-k) | + + + + + +|+ +|+ + +
8. | Zefir Mil-a;, x x + x x x|x x[x + +

&
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Pokr. tab. I.
Pof.1 Odruda? Gen. rezistence? Kajatiat
A B D

9. | Zenit Mil-a;; + + x + + +|+ +|+ x x
10. | Kwan M-k -+ + + x x|+ x| - + x
11. | Nepal 81 Mi-nepal 81 + + x + + x|+ +|+ + x
12. | Kredit MI-KM 1192 + + x + + +|+ +|[+ - x
13. | Malvaz MI-CI. 7672 + + + + + +|+ +[+ + x
14. | KM-UH-545 Ml-esperance | + + + + + +|+ +[+ + +
15. [ Vada Mi-La + + + + + +|+ 4|+ + o+
16. | Atlas Mi-at + + + + + 4|+ +[+ + +
17. | Gat. Mut. 511 Mi-n - - + 4+ - -l x |- + -
18. | HOR 1402 1.dom . T N B S
19. | Psaknon Mi-psaknon x + + x x -|+ x| - x
20. | Sara Mi-sara 'x x + + x x| x x|x - x
21. | Spiti Mi-spiti + + + + + +|+ +|+ + +
22. | KM-s.18 mil-0 X X X X X X|Xx x|x x
.23. | ClI. 8503 MiI-CI. 8503 x - x + x x|x x|- x x

Pro tab. I aZ III - For Tab. I to III

+napadené = na listech jsou dobfe vyvinuté jednotlivé aZ slité kupky - infested = well
developed individual to merging heaps occur on the leaves

- stfedné odolné = zfetelné Zluté aZ rezavé skvrny aZ slab& vyvinuté zasychajici kupky -
moderately resistant = marked yellow to rusty spots up to slightly developed drying heaps
x odolné = zelné listy aZ sv¥tl€ skvrny - resistant = green leaves to yellow spots

Irank, 2cultivar, 3resistance gene, 4locality

VYSLEDKY A DISKUSE

Z populacich ziskanych na jednotlivych lokalitich jsme ziskali v prvnim
roce 11 patotypi (tab. I) a v nasledujicim roce 25 patotypii padli travniho
(tab. IT a IIT).

Z ptehledu ziskanych patotypii padli travniho v obou letech je patrné, Ze
viechny patotypy pfekonavaji odolnost fizenou geny Ml-g, MI-H, Mi-41/145
a Mi-. Stejné miiZeme povaZovat za pfekonané odolnosti fizené geny Mi-
a, Mi-a, Mi-a;; a odvozené odolnosti od odriid Nepal 81, Hordeurn
leavigatum, Spiti, KM-1192, C.I. 7672, které byla schopna pfekonat v&tSina
patotypi vyizolovanych na riiznych lokalitich ve sledovaném obdobi.

Z celé fady specifick§ch odolnosti, se kterymi jsme pracovali, nebyla
pfekondna pouze odolnost fizend genem mi-0. Perspektivni jsou viak
i odolnosti Mil-a,, Ml-a,, Sara a CI. 8503. Z t&chto odolnost{ miZeme
povaZovat za nepfekonanou odolnost odvozenou od odriidy C.I. 8503.
V Kromé&tiZi, kde se timto materidlem pracuje, jsme nalezli pouze jeden
patotyp schopny tuto odolnost pfekonat. B€Zné se vyskytujici populace padli
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I1. Patotypy padli travniho izolované v roce 1988 (identifikace podie Frauenstein et al., 1983) - Powdery mildew pathotypes isolated
in 1988 (indentification after Frauenstein etal, 1983)

- Odrdda? Gen Lokalita4
recistence’ A Blc| D E H ]
1. | Weihenstephan
CP 127/422
MI-CP + + + + + + + + + + + + 4| [+ + +|+ +|+ + +|+ +
2. | Weihenstephan
37/136 Mi-h + + + + + + o+ o+ o+ o+ o+ o+ A+ + |+ |+ o+ |+t
3. | Weihenstephan
41/145 M41/145 [ + + + + + + + + + + + + 4/ +[+|+ + +[+ +|+ + +| + +
4. | Voldagsen
8141/44 Ml-a; + x + x + + + + + + + + 4+ + + x| x x[+ + +| ¥+
5. | Gat. Mut. 511 |Mi-n - X X X - = X = X - = x| -/ |- - x|x +|Xx -l x -
6. | Gat. Mut. 501 (MI-h,
2 dom. + + + x + + + + + + + + x[ +| +|+ + +[x +|+ + +| + +
7. |HOR 1063 Mi-a, -+ X + + + + + + + + 4+ [ [+ + +|+ F|+ + ]+
8. |[HOR 1657 Milc + + + + + + + + + + + o+ H A+ + + |+ H|+ + +|++
9. |HOR 1036 Mi-a, X X X X X X X X X x x x x|l x|[x[x x x|x x|x x x|[Xx X
10. | Atlas Mi-at + - x x - + + 4+ x x + + x/ x| x|x x x|[- +|- + -|x -
11. | Rabat Ml-a, + X + x x x + x + x x x + x| x|+ + x|[x x|+ + +|+ +
12. | HOR 1402 ! dom. + + 4+ + - X + - - « - 4+ < | 4| + |+ [+ + -|+ +
1 13. [ Amsel Mi-g Ml-a,
1 dom. + + + + + + + x + + + + ++ + +|+ +[x + +| + +
14. | Emir Ml-a;, + x x + X + + + + - x| + + + + X + +
15. | Monte Cristo | Ml-a, ’
Mi-a, + x &« ¢+ 4 # ¥ x¥x x + ¥ * x+|*|* x £| & F|x £ *| X 4
16. | Rupal Ml-a;, + + + + + + + + + + + 4+ x| +| +H[+ + +]|+ +]|+ + +[ x x
17. | Karat Ml-a, + + + ¥ # + + + + + +: ¢+ AgH|+|+ + +|+ |+ + +] x x
18. | Haisa M 66 ml-0 X X X X X X X X X X X X X x|x|x x Xx|x x[x x X|Xx X
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IIL. Patotypy padli travniho izolované v roce 1988 (identifikace podle VSUO KroméiiZ) - Powdery mildew pathotypes isolated in 1988

(identification after Cereal Research Institute Kromé&fiZ)
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neni schopna odolnost odvozenou od odridy C.I. 8503 zatim piekonat.
Pokud se jedna o odolnosti¥izené geny Mi-a, a Mi-a,, neni jejich stabilita jiZ
tak presvédciva. Z patotypi vyizolovanych z terénnich sbérui z prvniho roku
z obou sledovanych let nepfekonal ani jeden odolnost fizenou genem Mi-a,
a z patotypii znésledujiciho roku nepiekonal Zddny odolnost fizenou genem
Mi-a,. Tento vysledek je viak nahodny, nebot’ patotypy, které pfekonéavaji
zminéné odolnosti byly vyizoloviany z b&Zné populace patotypi. Pfesné
perzistence jednotlivych patotypll v populaci patogena na uréité lokalit&
v terénu je otdzka kvantitativni analyzy, coZ nebylo pfedmétem tohoto
vyzkumu. Uéelem bylo ziskat obraz o existenci patotypti vsou¢asné populaci
patogena, tedy o vztahu soucasné populace patogena k odolnostem pouZitym
jak ve stavajicich odrudach, tak ve Slechtitelském materidlu v riizném stupni
rozpracovani.

Presto, Ze polet izolovanych patotypu neni velky, viechny izolované
patotypy pfekonévaji velké mnoZstvi odolnosti. V§voj patogena tedy smé&fuje
k tvorbé vysoce virulentnich patotypi k vétsin& odolnosti. Co se tyka skladby
patotypu v populaci patogena, nebyly mezi jednotlivymi lokalitami shledény
podstatné rozdily.

Hleddni novych donori specifické odolnosti bude stile obtiZné&jsi.
Za perspektivni miZeme dosud povaZovat odolnosti fizené geny Mi-a,,
Mi-a,, mi-0 a odvozenou odolnost pd odrid Sara a C.I. 8503. V novych
odrudach je tfeba vyuZit vice odolnosti. Sortiment odrid rozsifit o nové
odolnosti, tak aby byla v sortimentu odrud zastoupena dostate¢na 3kaila
odolnosti. Toto je viak dlouholeté perspektiva. Pro sou¢asnou dobu je tfeba
stavajici odridy dostate¢n& prostiidat, tak aby bylo na mensi plose zastoupeno
vice odrid s ruznymi specifickymi odolnostmi, a tak 1épe vyuZit odolnosti,
které mame v soucasné dobé€ k dispozici.
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J. Zakopal (Cereal Research Institute, Kromé&fiZ, Czechoslovakia)
Analysis of pathotypes of powdery mildew on spring barley

Breeding for the resistance of barley to economically important diseases,
the greatest attention has been paid until now to powdery mildew (Erysiphe
graminis DC. {. sp. hordei Marchal.). All our varieties use some of genetic
resistances Ml-a,, Ml-a,,Ml-a,Ml-a,;and resistances derived from Hordeum
leavigatum, KM-1192 and C.I. 7672. By influence of the adaption of
pathogen all present resistances were overcome by creation of new pathotypes.
To find out resistance and its nature, the method of testing the set of
pathotypes of powdery mildew is used along with the known virulence. To
identify pathotypes of powdery mildew, until now used has been the testing
assortment adjusted by Frauenstein (1983), with 18 distinguishing
varieties. Applying the new donors of resistance in the breeding programmes,
e.g. C.1.7672, C.1.8503, Nepal 81, Esperanceand soon (Brfickner, 1986),
the testing assortment ought to be adjusted in such a way to identify
correctly new virulent (to these resistances) pathotypes and to use them in
testing. Simultaneously with the breeding for resistance, the investigation of
powdery mildew population is carried out, too. This paper deals with an
analysis of the pathogen population in Czechoslovakia in 1987-1988. At the
breeding stations and variety testing stations, powdery mildew has been
sampled during the period under study. Out of the powdery mildew
population at the individual sites, by single-coup isolations method were
obtained pure pathotypes of powdery mildew. Individual pathotypes were
identified by the testing assortment (adjusted by us) composed of 23
varieties, and at the same time by the testing assortment after Frauenstein
(Table I and II). In the first year 11 pathotypes were obtained from the
sampled populations at different sites and 25 pathotypes of powdery mildew
were sampled in the second year. The resistance controlled by the Mi-g, M-
h, Ml-41/145 and Mi-c genes is found out to be the best one. As overcome
resistances may be considered those ones which are controlled by the Mi-a,,
Mi-a,, Ml-a,, genes and the derived resistances from Nepal 81, Hordeum
leavigatum, Spiti, C.I1. 7672, which were controlled by all pathotypes obtained
in the studied period. Out of the specific resistances which were used in our
investigations, only the resistance controlled by the ml-0 gene was not
overcome. The resistance derived from C.I. 8503 was overcome only by one
pathotype. The commonly spread pathogen population is not yet able a to
overcome this resistance. Along with these resistances as a prospective
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_ resistance may be considered the resistance controlled by the Mil-a,
and Ml-a, genes. Their stability is not so convincing as far as pathotypes
capable of resistance controlled by these genes occur at a limited rate in the
common pathogen population. All pathotypes, isolated during the studied
period, overcome a large amount of resistances. The development of
pathogens tends to formation of pathotypes virulent to most resistances.
Finding the donors of specific resistance will be more and more difficult.
More resistances should be used in new varieties. The assortment of
varieties should be extended by mew resistances. However, nowadays
present varieties need to be rotated in order to use a higher number of more
varieties in the smaller area having the different specific resistances, and
thus to use better the resistances which we have in our varieties.

powdery mildew (Erysiphe graminis DC. f. sp. hordei Marchal); resistance;
resistance genes; pathotypes
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IIVOTNI JUBILEA

K SEDESATINAM ING. JIRTHO CHODA, DrSe.

V letofnim roce se doZivd na vrcholu tvardi aktivity Sedesati let na8 pfedni rostlinny
virolog, ing. Jifi Ch od, DrSc. Narodil se 20. bfezna 1931 v Plzni, kde vychodil obecnou $kolu.
V roce 1940 se prestéhoval do Prahy, kde absolvoval redlné gymnézium a vroce 1950 byl pfijat
ke studiu na Vysokou 3kolu zemédélskou v Praze. Po promoci v roce 1954 nastoupil
do Vyzkumného ustavu rostlinné vyroby v Praze-Ruzyni, kde pracuje dosud na problematice
vyzkumu virovych chorob hospodéfsky duleZitych plodin. V roce 1964 ukonil v Biologickém
ustavu CSAD externi aspiranturu u akademika C. Blatného.

Ve své vizkumné ¢innosti se zejména v€noval problematice v§zkumu odolnosti kulturnich
rostlin k virtim a vyjzkumem virovych chorob mrkve, cukrovky a bramboru. V letech 1965
aZ 1980 zastival funkci koordindtora stitniho vyzkumného ikolu Vjzkum novjch vira.
V roce 1970 obdrZel resortni vyznamenani "Vynikajici pracovnik MZVZ%" a v roce 1976 cenu
ministra pro technicky a inversti¢ni rozvoj. V tomto obdobi byl élenem redakéni rady ¢aso-
pisu Sbornik UVTI - Ochrana rostlin a zastéval pét let funkci tajemnika subkomise ochrany
rostlin CSAZV. V roce 1982 byl prefazen do funkce vedouci védecky pracovnik.

V roce 1987 ing. Jifi C h o d , DrSc., obhéjil doktorskou diserta¢ni praci na téma:
Laboratorni metody diagnézy viréz u kulturnich rostlin a moZnosti jejich vyuZiti ve Slechténi na
odolnost. Jubilant je finny v fadé v&deckych a odbornych orgdni a komisi. Je &lenem
koordina¢ni komise statniho ikolu rozvoje védy a techniky "Intzenzifikace vyroby cukrovky”
ve VSU v Seméicich, ¢lenem koordina&ni rady hlavniho dkolu "Vyzkum vlastnosti, funkci
a zdroju fytopatogennich vira" ¥eSeného v Ustavu experimentélni botaniky CSAV a &lenem
koordina¢ni komise statniho dkolu RVT "Ochrana zemé&délskych plodin proti Skodlivym
&initelim” ve VURYV Praha-Ruzyné. Je élenem védecké rady odboru ochrany rostlin VURV
Praha-Ruzyné a v&decké rady Vyzkumného istavu brambordfského Havlitkiv Brod, déle
¢lenem stélé pracovni skupiny pro koordinaci vyroby a vyuZiti antisér a protildtek komise
ochrany rostlin CSAZ. Spolupracuje se $lechtitelskymi stanicemi v Cech4ch a na Moravé.

Ing. Jif Chod, DrSc., publikoval ve vice ne¥ 200 ptispévcich vysledky vjzkumu virovych
chorob rostlin a rostlinnych vira. Nejvice sdéleni bylo s tematikou virovych chorob fepy
cukrové, bramboru, zeleniny a chmelu a problematikou vyzkumu odolnosti kulturnich rostlin
k virim. Je spoluautorem péti kniZnich publikaci, z nichZ jedna byla odménéna cenou
Statniho zemé&dé&lského nakladatelstvi. BEhem své védecké Einnosti oponoval 78 vizkumnych
zév€re&nych zprév, 36 metodik v&decko-vyzkumnych ikold, 21 kandidatskych disertanich
praci a recenzoval vice neZ sto vEdeckych sdéleni pro v€decké a odborné Easopisy.

Do dalich let tvofivé price na oddéleni virologie odboru ochrany rostlin VURV Praha-
-Ruzyné, pfi vychové novych védeckych pracovniki i pfi spoluprici s dal§imi pracovisti
piejeme jubilantovi, ktery je spolupracovniky a spolupracovnicemi i ve v€deckych kruzich
obliben pro svoji mirnou a veselou povahu, pevné zdravi, Zivotni eldn a optimismus.
Jménem celé odborné vefejnosti pfejeme ing. Jifimu Chod ovi, DrSc., do dalsich let mnoho
dspéchi ve védeckém i osobnim Zivoté a radosti ze svych déti.

_ Ing. Jaroslav Polék, CSc.
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VZTAHY MEZI VYNOSEM PSENICE OZIME A NAPADENIM
HOUBOU GAEUMANNOMYCES GRAMINIS

Miroslav HERMAN, Jan DOVRTEL

Vyzkumny istav ekoagrotechniky,
664 62 HruSovany u Brna

Na zékladé rozboru vysledku z riznych pokusu z let 1979 - 1988 byly zkoumény
vztahy mezi vynosem pSenice ozimé a napadenim &erndnim pat stébel
pusobenim houbou Gaeumannomyces graminis. Rostliny byly rozdéleny podle
symptomu choroby do péti skupin (stupeii napadeni0 - 4). Pro kaZdy stupeii byl
stanoven ubytek vynosu jednotlivé rostliny (hlavniho stébla) a vyjadieno
sniZeni vynosu porostu. Tato vySe ztrit se znaéné lii podle zastoupeni vysokych
stupiii napadeni a pfi indexu napadeni/% = 50 muZe kolisat od sniZeni vynost
0 11 % aZ po pfirustek vynosu o 3,1 %. Z vysledki vyplyva, Ze pfimy vztah mezi
vynosem a napadenim je ovliviiovdn u této choroby jinymi faktory vice neZ
v piipadé stéblolamu. Prubéh choroby u rostlin, které pfeZiji napadeni do plné
zralosti, ovliviiuje vynos nejvice v zadvéru vegetace a do faze mlé&né zralosti
neumotZiiuje predpovéd’ vise vynosu, ale ani jeho relativni sniZeni.

¢ernéni pat stébel; ubytek vynosu; predplodiny

- Cernani kofent a pat stébel zpiisobené houbou Gaeurnannomyces graminis
(Sacc.) v. Arx et Olivier var. tritici Walker je po pravém stéblolamu druhou
nejvyznamnéjsi chorobou komplexu chorob stébel obilnin. Kontrola této
choroby zistidva jednim z nejobtiZn&jsich problémi v ochrané obilnin,
protoZe se prozatim nepodafilo najit vhodné geny rezistence a také chemicka
ochrana neni dostaten& efektivni pro nedostatedné dlouhodoby tinek
fungicidu pouZitelnych pro mofeni osiva nebo vysokou cenu pfipravku
aplikovatelnych do pidy (Lucas et al., 1986).

Nezbytnym pfedpokladem k posouzeni efektivnosti ochranych zékroku
je kvantifikace $kod pusobenych chorobou. Poskozovany jsou vSechny
vinosotvorné komponenty, tj. pofet zrn v klasu, hmotnost tisice semen
i po&et plodnych stébel. Prvni dva jmenované souvisi s pofkozenim konkrétniho
stébla a Ize je pomé&rné snadno kvantifikovat (Zakopal et al, 1970;
Bockmann, Knoth, 1965). Hustota porostu viak miiZe byt ovlivnéna
ubytkem rostlin pfes zimu a na jafe, intenzitou odnoZovani i redukci odnoZi
b&hem vegetace (Wachter etal., 1978). Intenzita napaden{ porostu pak
nebyva pfimé&fen4 jeho hustoté (Zimmermann, 1984).

Vztah mezi vynosem a napadenim obilnin hubou je ovlivilovan fadou
dalgich faktori, jak jsme uvedli v nasi pfedchazejici praci (Herman,
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Dovrté&l, 1986), tykajici se stéblolamu. Proto jsme se pokusili stanovit
také miru $kodlivosti &ernéni kofenil a pat stébel a poukézat na n&které jevy
komplikujici vztah mezi vfnosem a napadenim.

MATERIAL A METODY

Pro hodnoceni $kodlivosti jsme pouZili material z pokusi, které jsme
délali v HruSovanech u Brna a Ivanovicich na Hané.

HruSovany u Brna fadime do klimatického regionu VT, ktery je
charakterizovan jako velmi teply a suchy. Primé&rné roéni sraZkové Ghrny
v letech 1955-1969 &inily 532,6 mm, primé&rna teplota 8,8 °C. V pokusnych
letech 1979-1988 byla vétSinou pozorovana sniZen4 sraZkova &innost, pfedeviim
pak v letech 1982, 1983 a 1988. Po teplotni strance se jednalo o ro¢niky bud’
normélni, nebo mirn¢ nadnormélni. V pokusech byly pouZité odrudy
Tljidovka (1979-1981) a Vala (1982-1988).

Ivanovice na Hané zafazujeme do klimatického regionu T,, ktery je
charakterizovan jako teply, mirn& vlhky, s prim&rnou hodnotou sraZek
533,3 m a primé&rnou teplotou 8,3 °C (1955-1969). Rok 1983 byl sraZkove
slabé podnormélni, teplotné nadnormélni, rok 1984 sraZkové slab&
podnormalni, teplotn€ normélni a rok 1985 byl srdZkov€ nadnormélni
a teplotn€ podnormalni. V letech 1983-1984 byla pouZita odriida Slavia
a vroce 1985 odriida Odra.

Pidni typ na obou stanovistich je ¢ernozem. Na vzorcich pSenice ozimé
odebranych ve fizi mlé¢né zralosti a v plné zralosti byl stanoven stupei
napadeni ¢erndnfm pat stébel a vyjddifen index napadeni (I%) (Nilsson,
1969).

Z 100 f.x;

% = 4n

kde: f; - &etnost rostlin napadengch v daném stupni
x; - stupeil napadeni kofenového systému rostliny (0 - zcela zdravé, 1 - do 1/3, 2 -
1/3-1/2,3 - 1/2-3/4, 4 - vice jak 3/4)
n - polet hodnocenych rostlin

Pro stanoveni poskozenf v§nosu byly v plné zralosti odebrané rostliny
rozdéleny do skupin podle jednotlivych stupiilt napadeni a zji§t€na celkova
délka rostliny, délka klasu, po¢et zrn v klasu; hmotnost zrna v klasu
a hmotnost tisice semen.
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VYSLEDKY A DISKUSE

Skodlivost &erpéni pat stébel jsme sledovali na materi4lu z Ivanovic na
Hané. V tab. I jsou uvedeny zmé&ny v délce rostliny, délce klasu, po¢tu zrn
v klasu, hmotnosti zrna v klasu a hmotnosti tisice semen pfi napadeni
pienice ozimé v rozmezi jednotlivych stupiili pouZité stupnice. Zjiit’ované
znaky rostlin zdravych a napadenych stupném 1 se nelidily (délka rostlin
0 3 mm, délka klasu o0 0,5 mm, po&et zrn v klasu o0 0,1, hmotnost zrna v klasu
0 0,01 g). Polet rostlin napadenych stupném 0 (zdravych) tvofil jen neceld
3 % z poltu viech analyzovanych rostlin a proto rostliny napadené stupném
1 a rostliny zdravé byly slou¢eny do jedné skupiny a vzaty za z4klad.

I. Poskozeni rostlin pSenice ozimé (%) napadengch houbou Gaeurnannomyces graminis -
Damage to winter wheat plants (%) infested by the fungus Gaeurnannomyces graminis

Stupeii Délka Polet zrn Délka Hmotnost zrn| Hmotnost
napadenil rosliny2 v klasu3 klasu* v 1. klasu$ tisice zrn6
0-1 Oa Oa Oa Oa Oa
2 -0,5a -2,0a 4,6a -3,1a 03

3 1,6a -0,3a 5,5a 39a 5,0b
4 6,2b 14,3b 12,4b 22,0b 11,5¢

1 rate of infection; 2 plant lenght; 3 grain number per spike; 4 spike length; 5 grain weight in
the first spike; 6 1000-grain weight

Statisticky v§znamné poskozeni sledovanych znaki bylo prokazéno pfi
napadeni chorobou ve stupni 4, s vf§jimkou hmotnosti tisice semen, ktera
byla priikazn& sniZena jiZ pfi napaden{ stupn€m 3.

V literatufe uvadéné ztréty jsou Casto vyssi neZ nami zjisténé. Zak o -
pal et al (1970) uvadgji u siln€ napadenych rostlin sniZeni délky klasu
0 28 %, pottu zrn v klasu 0 44 %, hmotnost zrna v klasu 0 57 % a hmotnost
tisfce semen 0 22 %. Podobné tidaje uvadéjii Cunningham etal. (1986).
Naproti tomu M ogling et al. (1978) zjistili sniZenf vynosu o 22 %.

T&snost vztahu mezi napadenim rostlin pSenice ozimé ¢erndnim pat
stébel a jejim vynosem byla testovdna na materidlu z HruSovan u Brna.
Vynosy jsou uvedeny v tab. II a napadeni chorobou v tab. III. Korelaéni
koeficienty mezi témito charakteristikami (tab. IV) jen v{jime¢n&€ dosahovaly
hranice statistické vfznamnosti. Jejich kladné i zdporné hodnoty ukazaly, Ze
pfi napadeni rostliny miiZe dojit nejen k oéekdvanému sniZenf vynosu, ale
i k jeho zvy¥eni.
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II. Vynos psenice ozimé [t.ha'l] - Winter wheat yield [t.ha"1]

Predplodinal | 1979 1980 1981 1982 1983 1984
V,-V, 1,744 6,698 4,400 5,463 3,068 4,793
V,-V,-P | 1583 6,065 4,105 5,835 3,805 4,964
K,-K, 2,650 6,832 5,870 7,118 7,469 X
K,-K,-P | 2987 7,042 4,988 5,521 7,417 4,945
Predplodinal 1985 1986 1987 1988 | 1979-1988
V,-V, 7,018 4,858 7,605 5,408 5,106
V,-V,-P 7,045 5,422 7,306 5,505 5,156
K,-K, 6,578 4,647 6,935 6,383 6,053
K,-K,-P 7,316 4,556 6,569 5,736 5,751

For Table II - V: 1 preceding crop
V, - vojtéska (lucerne); P - pSenice ozimé (winter wheat); K, - kukufice na zrno (grain maize)

III. Napadeni pSenice ozimé houbou Gaeumannomyces graminis (index napadeni I%) -
Infestation of winter wheat by the fungus Gaeumannomyces graminis (infestation idex 1%)

Predplodina 1| 1979 1980 1981 1982 1983 1984
Vo-Vo 145 35 38 38 83 37
Vo-Vo-P | 258 35 9,1 53 128 9,3
Kz-Kz 87 1,6 1,2 10,7 73 -
Kz-Kz-P 174 23 38 10,0 6,4 94
Predplodina 1 1985 1986 1987 1988 |%1979-1988
Vo - Vo 9,4 55 1,1 51 69
Vo-Vo-P 35 9,9 10,4 6,9 96
Kz-Kz 23 57 10,7 1,0 55
Kz-Kz-P 21 9,3 98 42 75

IV. Vztah mezi vinosem pSenice a napadenim houbou Gaeumannomyces graminis (korelaéni
koeficienty r) - Relationship between wheat yield and infestation by the fungus

Gaeumannomyces graminis (correlation coefficients r)

Predplodinal 1979 1980 1981 1982 1983
V,-V, 02828 | -06192x | 00676 | -03042 | 0,3487
V,-V,-P 03170 | 0,0874 0,1359 04927 | 0,6948x
K <K 0,2298 0,1553 | -02153 | -0,6311x | -0,3151
K,-K,-P 20,1865 | -0,5987x | 02337 | -0,7198xx | -0,7048x
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Pokr. tab. IV.
Piedplodina!l 1984 1985 1986 1987 1988
V,-V, 0,1266 0,4493 0,3538 0,2883 -0,4218
Vo-V,-P -0,0998 0,1926 -0,1231 -0,3242 0,695%9x
K,-K, - 0,0809 -0,5980x 0,3803 0,4614
K,-K,-P 0,0413 -0,1919 0,4257 -0,0596 -0,4394

Vztahy mezi napadenim a vynosem sledovali &etni autofi, ale zavislost
mezi obéma veli¢inami byla zji§t’ovana jen nepravidelné (Slope, 1967,
Kos, 1982). V naSich pfedchozich sledovénich, tykajicich se stéblolamu
(Herman, Dovrté&l, 1986), jsme nasli tento vztah jen v pfipadé, Ze
choroba byla hlavni pfi¢inou sniZeni vynosu. Pfi napadeni rostliny éernanim
patstébel jde pfedeviim o poskozeni nebo znifeni ¢4sti kofenového systému.
Pfisun Zivin a vody do rostliny miiZe byt uskute¢iovan v dostateéné mite
dosud funkéni &4sti kofenového systému, zvl4sté pti prihodnych vldhovych
pomérech.

Zvy$eni vynosu pfi slab$§im napadeni chorobou je zndmo i u jinych plodin
a $kodlivych &nitell, napt. u baviniku pii napadeni kvétopasem (Anthonomus
grandis), &iroku pfi napadenim kvétilkami a bejlomorkami, nebo pfi napadeni
pSenice rzi pSeni¢nou v urdité fazi (Burleigh etal., 1972). Tyto pfipady
mohou byt zpuisobeny vy$§im v&tvenim, odnoZovanim apod., nebo i stimulaci
biofyzikalnich a biochemickych procesii v rostling.

Pro tbytek vynosu zrna (U) z porostu byl z indexu Papadem’ I(Nil-
sson, 1969) odvozen vzorec

U (%) = ____}:{: 3

kde: f; -'¢etnost rostlin napadenych v daném stupni
u; - procentudlni Ubytek vynosu zrna pro dany stupei
n - polet hodnocenych rostlin

Vzhledem ke zpiisobu v§poltu indexu napadeni (/%) muZe byt jeho
stejné vySe ziskdna rozdilnym zastoupenim jednotlivych stupiii napadend.
SniZeni vynosii zrna z porostit napadenych podle indexu napadeni stejné
miiZe byt riizné vzhledem k neline4drnimu vztahu mezi stupni napadeni
a velikosti Gbytku zrna. Proto byly odvozeny obecné rovnice pro horni
a dolni meze Gbytku v§nosu zrna pro index napadeni 0-100. Pro parametry
u,, které splituji podminku, Ze u,>4/3u;>2u,, tj., Ze Gbytek vynosu vzrista
strmé&ji neZ stupn& napadeni (pro stupeii 2-4), je maximalni Gibytek vynosu
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U = I.u,
- 100
a nejmensi Gbytek vynosu pro intervaly I d4n rovnicemi

0<I<50 U, = _ 2Ly,
100
50<I<75 o, = 4(uy-u).(0-50 i,
100
75<I<100 U, = 4(“4'“3)(-) -7 u3

Pro ndmi nalezené parametry u;, které spliiuji uvedenou podminku je
vyobrazeni téchto maximélnich a minimélnich mezi na obr. 1. Hodnoty
Gbytku vynosu pro viechny moZné indexy napadeni se musi nachizet
v sestrojeném grafu. P¥i vy$§im zastoupeni nizkych stuptiti napadeni v dané
hodnoté indexu napadeni se hodnoty nachézejf u dolni meze bytku vynosu.
Zastoupenim vysokych stupititi se hodnota tGbytku zvySuje a pfiblizuje se
k jeho horni mezi.

uI%]

40

30

y =0,624 | - 40,4

20
y =0,22 1

10

y=0,281-17.1

y = 0,062 |

10 20 30 40 50 60

1. Ubytek vynosu zrna pienice ozimé (U) zpisobeny napadenim houbou Gaeurnannomyces
graminis (index napadeni /), dolni a horni meze - Loss of winter wheat grain yield (U) caused
by infestation by the fungus Gaeumannomyces graminis (infestation index I), lowerand upper
limits
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V. Vztah mezi ubytkem vynosu pSenice ozimé (U) a napadenim houbou Gaeumannomyces
graminis (korelaéni koeficientyr) - Relationship between the winter wheat yield loss (U) and
infestation by the fungus Gaeumannomyces graminis (correlation coefficients r)

Pfedplodina! 1979 1980 1981 1982 1983
Vo-V, 06313 | -0,1477 - -0,7453x | -0,5772x
V,~V,=P 03777 | 07927 | 072500« | -0,7471x | 0,4992
K;-K; -0,6570x | -0,6059% - -0,8103x "
K,-K,-P -0,82336% - -0,3581 0,1117 .
Pfedplodinal 1984 1985 1986 1987 1988
V,-V, . 09137 | 05937 | 03774 | -0,9713x
V,-V,-P % -0,5646x | -0,0306 | 0,805 | -0,7907=
K,-K,- * 05356 | -08817= | 0,1245 &
K,-K,-P - 08647x | 09348 | 03045 | -0,8064xx

VI. Vztahy mezi napadenim rostlin houbou Gaeumannomyces graminis ve fazi zralosti (I;),
plné zralosti (I;), ibytkem vynosu ve fazi mlé&né zralosti (U;)a pIné zralosti (U,) a vifnosem
(V) (korelaéni koeficienty) - Relationships between the infestation of plants by the fungus
Gaeumannomyces graminis in the stage of milk ripeness (I;), full ripeness (I,), loss of yield
in the stage of milk ripeness (U;) and full ripeness (U,), and the yield (V) (correlation
coefficients)

I, 1,0000 0,3520x 0,1031 0,2062 -0,2923
I 0,3520* 1,0000 0,0347 0,8464 -0,0558
U, 0,1031 0,0347 1,0000 0,0546 0,0020
U, 0,2062 0,8464x 0,0546 1,0000 0,0551

Vztahy mezi napadenim a tibytky vfnosu jsou uvedeny v tab. V. Ubytky
byly vypoéteny jako suma ztrat vynosi jednotliv§ch rostlin pfi daném stupni
napadeni (tab. I). Korelaéni koeficienty jsou vesmés statisticky vjznamné,
asto viak vzdporné hodnot&, coZ signalizuje pfiriistek vynosu piinapaden{
chorobou. Sled pfedplodin se ukézal bezvfznamny.

K objasnéni tohoto jevu jsme vyhodnotili materiél z pokusu s monokulturou
pSenice ozimé z Ivanovic na Hané. Zjistili jsme, Ze v obdobi od mlé&né
zralosti 1ze olekévat asi zdvoj aZ ztrojndsobeni intezity choroby (1%).
Provedli jsme vzdjemné testovani vztahu mezi napadenim rostlin pSenice
ozimé (I%) ve fazi mlé&né zralosti a plné zralosti, pfislusnym Gbytkem
vimosu (U %) a vynosem (tab. VI). Byl zji§tén vyznamny vztah mezi
napadenim rostlin v mlé¥né a plné zralosti (r = 0,352%) a zejména mezi
ibytkem vynosu a napadenim ve f4zi plné zralosti (r = 0, 846=). Vztah mezi
vfnosem a ostatnimi testovanymi znaky zji$t€n nebyl.

59



Ochr. Rostl, 27,1991 (1): 53-62

Napadené rosliny, které pfeZivaji aZ do sklizn&, poskytujf sniZeny vynos.
Cernénf pat stébel poskozuje kofenovy systém obilnin, a tim omezuje
moZnost rostliny &erpat vodu a Ziviny, podobné jako v pfipad€ pravého
stéblolamu, pisobeného houbou Pseudocercosporella herpotrichoides,
poskozujiciho stébla a jeho vodivé drahy a limitujiciho pfisun vody a Zivin do
nadzemn{ &A4sti rostliny. V pfipadé stéblolamu (Herman, Dovrtél,
1986) byl zjidt’ovan t&sn&jsi vztah napadeni chorobou a vynosu rostliny, neZ
v pfipad¢ &ernéni pat stébel. Poskozeni stébla v dob& vegetace trvale
omezuje moZnost pfijmu vody a Zivin a patrn€ nemiiZe dojit ke kompenzaci
zv§¥enou G&innosti nepofkozenych pletiv. Utinek poskozeni kotenového
systému obilnin plisobenim &ernéni pat stébel neni tak vyrazny a miZe byt
kompenzovin zvy§enim ¢innosti jeho zbyvajicich &asti, o némZ sv&dif
1 zji§tény pfirtstek vynosu zrna pfi slabém napadeni.

Rozhodujicim obdobim pro ovlivnéni vynosu &erndnim pat stébel je
obdobi mezi fizi mlé&né a plné zralosti pSenice ozimé. Podminky rozvoje
choroby (zejména vlhkost{) v tomto obdobi uréuji miru $kodlivosti éernéni
pat stébel. Prub&h choroby do tohoto obdobi (nedojde-li k odumfeni
rostliny viilbec) neposkytuje moZnost odhadu relativniho sniZeni vynosu
porostu ani v§nosu samotného.
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Management, HruSovany u Brna, Czechoslovakia)

Relations between winter wheat yields and infestation by fungus
Gaeumannomyces graminis

On the basis of result analyses of various experiments from the period 1979
- 1988, we studied relations between winter wheat yields and infection by
take-all caused by the fungus Gaeumannomyces graminis. The plants were
divided according to disease symptoms into five groups (degree of infection
0-4). Yield reduction of individual plants (the main culm), 1000-seed weight,
grain number per spike and the lenght of plant and spike were estimated for
cachdegree (Tab.I). Cropyield reduction was expressed by such estimation
of the yield loss of plant. Fig. 1 shows the graph of crop yield losses when
attacked by the disease. A possible loss range at a certain infection index
(e.g. at I% = 50, the yield can vary from reduction by 11 % up to increase
by 3.1 %) is caused by a different representation of the plants attacked by
individual degrees of infection. Relations between the yield and infection
(Tab. IV) were statistically significant only sporadically. The given values of
correlation coefficients are in both positive and negative values; this testifies
the fact that a presupposed reduction but sometimes also a yield increase,
affected by the disease, did occur. In the period from milk ripeness to full
ripeness, a twice or three times higher intensity of disease could be expected.
Verifying mutual relations between infection of plants in milk and full
ripeness, corresponding yield reduction and the yield, we found out that the
infection intensity did not significantly influence yield reduction in the
period of milk ripeness but did so in the full one (Tab. VI). The infection in
the full ripeness was higher at a higher infection in the milk one (correlation
coefficient = 0.3520). As revealed in the previous work, grain yield at the
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attack of plants by Gaeumannomyces graminis is influenced by other factors
than the disease itself to a higher extent than in the case of eyespot disease
(Pseudocercosporella herpotrichoides). It is possible that the replacement of
the function of a damaged root system part by the one still healthy could
happen if conductive tissues are not yet broken.

take-all; yield loss; forecrops
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REZISTENCE JETELE LUCNIHO VUCI POVODCUM
KORENOVYCH HNILOB

Eva KOVACIKOVA, Antonin FOJTIK', Hana JAKESOVA',
Anna VLASAKOVA

Vyzkumny tstav rostlinné vyroby, 161 06 Praha 6
1$lechtitelskd stanice, 742 47 Hladké Zivotice

Kmeny tetraploidniho jetele luéniho (Trifolium pratense L.), z odriudy Kvarta,
novoslechténi HZ-III, HZ-IV, HZ-V a n&které odridy svitového sortimentu
jsme testovali na rezistenci vud¢i Fusarium oxysporum Schlecht. a F. solani
(Mart.) Appel., ve tfech fazich ontogenetického vyvoje rostlin. Testovanim
rostlin v juvenilni f4zi jsme zjistili vy33{ rezistenci vadi F. oxysporum ne¥ vudi
F. solani. Po spole¢né inokulaci osm tydnu starych rostlin jsme zjistili posun
reakce k vy33i rezistenci témé&f u viech kmenu. Po tfiletém hodnoceni rostlin
v pfirozeném infek&nim tlaku jsme ziskali kmeny s vy33i rezistenci neZ zkouSené
odrudy svétového sortimentu.

Trifolium pratense L.. Fusarium oxysporum; Fusarium solani; rezistence;
ontogeneticky vyvoj

Préce navazuje na vysledky ziskané expeditivni metodou testovani kmenii
tetraploidniho jetele lu¢niho viiéi piivodciim krékovych a kofenovych hnilob
(Kovaéikova et.al, 1987b). Zajimala nés otdzka, jak se tyto kmeny,
rizn& citlivé v juvenilni fazi vii¢i jednotlivym patogeniim, budou chovat
po testovani smé&si patogenii v riznych ontogenetickych fazich rostlin.

Cilem této prace je zistit rezistend vybraného souboru kmeni pochazejicich
z odriidy Kvarta a ze tf novoSlechténi ze Slechtitelské stanice Hladké
Zivotice k jednotlivfm patogeniim, porovnat zji§t&nou rezistenci s rezistencf .
viidi smési patogenii v definovaném prostfedi, jako i v prostfedi pfirozené
infekce. Déle jsme chtéli vybrat kmeny, které splituji kritéria rezistence
k dal$imu $lechtitelskému vyuZiti.

MATERIAL A METODY

K pokusiim jsme pouZili tetraploidni jetel lu¢ni, Trifolium pratense L.,
odriida Kvarta (12 kment), novoslechtén{ HZ-III (11 kmentl), HZ-IV (8
kmenil), HZ-V (10 kment) a odriida Perenta, které jsme testovali tfemi
metodami.
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Laboratorni metoda testovani rostlin v juvenilni fazi

K inokulaci rostlin jsme pouZili ovéfené patogenni izolaty Fusarium
oxysporum Schlecht. (Fox) a F. solani (Mart.) Appel. (Fs) ziskané znapade-
nych rostlin jetele luéniho v roce zaloZeni pokusu. K pfipravé inokula jsme
pouZili izolaty hub po pétidenni inkubaci na plotnich se sladinkovym
agarem (SA). Vodni suspenzi o hustoté 1 x 10° konidif v 1 ml jsme
inokulovali kofeny mladych rostlin. Zpusob inokulace rostlin, inkubace,
hodnoceni &etnosti a stupné napadeni, podle bonitadni stupnice 0-3 jsou
uvedena vpraci Kovadikova etal. (1987a).Po dvou tydnech inkubace
jsme u kaZdé rostliny na z4kladé primérného stupn& napadenf stanovili
reakci, vyjadfenou &tyfmi stupni rezistence: R-rezistentni, SR-stfedné rezis-
tentni, SN-stfedné nachylny, N-nachylny (Kova&ikova etal, 1987b).

Testovan{ rostlin ve skleniku

K pfipravé inokula jsme pouZili stejné izolaty patogennich hub (Fox a Fs),
které jsme po pétidenni inkubaci na plotnach se SA pfeockovali (disk houby
sagarem o primé&ru 5 mm) do tekutéhomédia (Kerr, 1963) k pétidennimu
provzdusiiovani na horizontalni tfepadce v optimélnich podminkéch pro
tvorbu mikrokonidii. K inokulaci rostlin jsme pouZili suspenzi mikrokonidii
(po filtraci) o hustoté 1 x 10* konidii v 1 ml suspenze (fedéni steriln{
destilovanou vodou - SDV). K inokulaci jedné rostliny jsme pouZili 1 ml
suspenze, kde pomér Fox : Fs = 2: 1.

Kmeny uvedenych novoslechténi, dile nsl. DO-3 a odrudy Tempus,
Matri, Teroba, Perenta, Trifomo, Novosibirskij, p&stované osm tydni
v inertnim prostfedi (perlit), jsme opatrn& vytahli, zbavili zbytki perlitu
a nadzemni &4st i kofeny zkritili na jednu tfetinu délky. Konce sestfiZzenych
kofeni jsme ponofili na 16 hodin do vodni suspenze mikrokonidif smési hub
Fox a Fs, kontrolni rostliny do SDV. Pro kaZdou variantu jsme pouZili
30 vizuélng zdravych rostlin.

Po inokulaci jsme rostliny vysézeli do van (200 x 120 x 45 cm) s perlitem
nasycenym vodovodni vodou. Vany jsme umistili na parapety ve skleniku pfi
teploté 203 °C. Po 10 dnech jsme perlit dosycovali Zivnym roztokem
(Kovactikova etal, 1989). Zdravotnf stav rostlin jsme hodnotili
po 16 tydnech od inokulace. Rostliny jsme vytdhli a kofeny zbavili zbytku
perlitu. U kaZdé rostliny jsme hodnotili stupeti napadeni (od 0 do 3) a to:
a) nadzemni &asti: 0 - zdrav, 1 - zakrnéld a vadnouci, 2 - siln& zakrn&la
a vadnouci, 3 - zaschl4; b) korovych pletiv hlavniho a vedlejSich koieni:
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0 - povrch kofene zdravy nebo skvrny zabiraji maximalné 3 % povrchu,
1 - na povrchu kofene hnédé skvrny zabiraji 3 - 25 % povrchu, 2 - vice neZ
25 % povrchu kofene pokryto hnédymi aZ tmavé hnédymi skvrnami, 3 - vice
neZz 50 % povrchu kofene pokryto hnédymi aZ tmavéhn&dymi skvrnami,
které splyvaji; c) hnédnuti vodivych pletiv na pri¢ném Fezu korenovym
krékem a na podélném rezu kofenem: 0 - bez pfiznaki, 1 - lokalizovana
diskolorace vaskularniho cylindru, 2 - diskolorace zasahujici pfibliZzné& jednu
polovinu vaskularniho cylindru a $ifici se od kofenového kréku smérem
k vrcholu kofene, 3 - intenzivni diskolorace zasahujici téméf cely obvod
vaskuldrniho cylindru a 3ifici se od kofenového kr¢ku k vrcholu kofene.

Podle ziskaného priumérného stupné napadeni jsme rostliny rozdélili
do &tyf skupin rezistence, jako pfi testovani rostlin laboratorni metodou
(Kovadikova etal, 1987b).

Testovani polni rezistence rostlin

Odrudy Kvarta, Tempus, Matri, Teroba, Trifomo, Novosibirskij, nsl.
* DO-3, kmeny odriidy Kvarta a kmeny n§l. HZ-III, HZ-1V a2 HZ-V, pouZité
v laboratornich a sklenikovych pokusech, jsme vysazeli na pole $lechtitelské
stanice Hladké Zivotice v dubnu 1987, po 50 rostlinich z ka?dé odridy
a kmene. KaZdy rok jsme hodnotili stav procentem pieZitych rostlin (podzim
1987 - 16. 10., jaro 1988 - 20. 4. a jaro 1989 - 29.3.). Podle procenta pfeZitych
rostlin jsme stanovili étyfi skupiny rezistence (R - rezistentni, SR - stfedné
rezistentni, SN - stfedn& nachylny, N - nachylny) pro roky 1987, 1988 a zvlast’
pro rok 1989 (tab. I).

- I Procento pieZitych rostlinv jednotlivych letech - Percentage of surviving plants in each year

Rok!
Reakce kmene a odridy?
1987 - 1988 1989
95 a vice 40 a vice rezistentni3 R
94 -91 39-35 stfedné rezistentni? SR
90 - 87 34-25 stfedné nichylnés SN
86 a méné 24 a méné néchylnéé N

1 year; 2 reaction of the strain and cultivar; 3 resistant; 4 moderately resistant; 5 moderately
susceptible; 6 susceptible
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VYSLEDKY A DISKUSE

Laboratorni metoda testovéni rostlin v juvenilni fazi prokézala rozdily
v reakci kmeni a odriid viidi zkousenym patogeniim. Vétsina zkousenych
kmenii odriidy Kvarta a nil. HZ-III, HZ-IV a HZ-V, kter4 byla rezistentni
aZ stfedné rezistentni viiéi Fusarium oxysporum, byla stfedné rezistentn{
a stfedn& nachyln4 aZ nichyln4 vii&i F. solani. Vyrovnanou reakci kmeni

II. Testovéani rezistence v juvenilni fazi rostlin - Testing resistance in the juvenile stage of the
plants

Reakce rostlin .
po inokulaci? Procento kmenu?
Puvod Polet
a &islo kmenel kmenu2 100 % =
Fox Fs kmeni celkem| R-SR
v ptivodu 5
Kvarta
24,25, 36 3 R SR 27,27
31 1 R SN 9,09
Perenta 1 SR SR 9,09 27,27
11, 21, 53, 54, 56 5 SR SN 45,45
46 1 SN R 9,09
HZ -1
8 1 R R 9,09
9,21,23,25 4 R SR 36,36 45,45
7,10,14,22,28 5 R SN 45,45
58 1 SR SN 9,09
HZ-IV
14,23,24,26,27 5 R SN 62,50
7 1 SR SR 12,50 12,50
11 1 SR SN 12,50 :
9 1 SN SR 12,50
HZ-V
8 1 R SR 12,50
32,35,38,44 4 R SN 50,00
43 1 SR SR 12,50 25,00
40 1 SR SN 12,50
1 1 R N 12,50

lorigin and number of the strain; 2strain number; 3plant reaction after inoculation;

4percentage of strains; 5100 % = total strain number in origin

Reakce rostlin (Reaction of the plants): R - rezistentni (resistant); SR - stfedné rezistentni
(moderately resistant); SN - stfedné nichyln4 (moderately susceptible); N - nichylni
(susceptible)
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III. Testovéni rezistence rostlin ve skleniku - Greenhouse testing of the plants’ resistance

Reakee rostlin Procento kmenii4
Odrady Polet P Inbepiace
a ¢islo kmene! kmena2 Fox + Fs 100 % =
kmena celkem | R-SR
POR PR v pivodu 5

Kvarta
46, 53, 54,64,85 5 R R 45,45
56 1 SR SR 9,09
11,21,24,31 4 SN SN 36,36 54,54
25,36, 2 N SN 18,18
HZ-1II
7,8,9,21,22 5 R R 45,45
23,25,28 3 SR R 27,27 90,90
10,14 2 SR SR 18,18
58 1 N R 9,09
HZ-1IV
7,24,26 3 R R 37,50
9,11,23,27 4 SR R 50,00 87,50
14 1 SN R 12,50
HZ-V
35 1 R R 10,00
8,11,32 3 SR R 30,00
38,44 2 SR SR 20,00 60,00
Perenta 1 SR SN 10,00
40 1 SN SR 10,00
43, Teroba 2 SN SN 20,00
Matri, Tempus 2 R R 40,00
Trifomo 1 SR R 20,00 60,00
Nsl. DO-3, '
Novosibirskij 2 SN R 40,00

lcultivars, origin and number of the strain; 2strain number; 3plant reaction after inoculation;

4percentage of strains; 5100 % = total strain number in origin

Reakce rostlin (Reaction of the plants): POR - na podélném fezu kofenem (on the
longitudinal section through the root); PR - na pfi¢ném Fezu kofenem (on the cross
section throught the root); R - rezistentni (resistant); SR - stfedné rezistentni
(moderately resistant); SN - sttedné nachylnd (moderately susceptible); N - nichylné

(susceptible)
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viiti Fox jsme zjistili u n3l. HZ-III a HZ-V. Shodnou rezistentnf, nebo
sttedné rezistentni reakci k ob&éma patogenim Fox a Fs mély: odrida
Perenta a nékteré kmeny odriidy Kvarta (27 %), n3l. HZ-11I (45 %), HZ-IV
(12 %) a HZ-V (25 %) - tab. II.

Testovani rostlin ve skleniku hodnocené stupném napadeni podélného
fezu (POR) a pti¢ného fezu (PR), vyjddiené reakci rostlin na smés
patogenil (Fox a Fs), posunulo sledované kmeny viech zkousenych pivodii
smérem k rezistentné&jsi reakci. Procento rezstentnich aZ sttedn& rezistentnich
kmeni vzriist4 po smé&sné inokulaci vzrostlych rostlin v porovnani s procentem
rostlin zafazenych do stejnych kategorii po inokulaci jednotlivymi patogeny.
Nejvysii procento ve skuping R a SR maji kmeny novoslechténi HZ-III
(91 %), HZ-IV (87 %), HZ-V (60 %) a kmeny odriidy Kvarta (54 %)

v 1987

700 % = H
g % :
601
] ..
204 §
od L— L

A

KV m 1\ v ODR KV"I v VWQ KV " v v

= A= EEs N»

1987 - procento skupin rezistence = polet preZitych rostlin ve skupiné k poltu rostlin
vysdzenych = 100 % (percentag of resistance groups = number of surviving plants in the
group in relation to the number of plants originally planted = 100 %)

1988, 1989 - procento skupiny rezistence = pocet pfeZitych rostlin ve skupiné k poétu rostlin
vroce pfedchézejicim =100 % (percentage of resistance groups = number of surviving plants
in the group in relation to the number of plants in the preceding year = 100 %)

1. Polni rezistence kmen tetraploidniho jetele luéniho odridy Kvarta (KV), novoslechténi
HZ-II (1IT), HZ-IV (IV), HZ-V (V) a odrid Tempus, Matri Teroba, Trifomo, Novosibirskij
(ODR) ve ¢tyfech skupinach (R-rezistentni, SR-stfedné rezistentni, SN-stfedné nachylny, N-
néchyiny), v procentech preZitych rostlin v jednotlivych letech. - Field resistance of the strains
of the Kvarta cultivar (KV) of tetraploid red clover, the HZ-III (III), HZ-IV (IV) and HZ
V (V) tentative cultivars and the Tempus, Matri, Teroba, Trifomo, and Novossibirsky (ODR)
cultivars in for groups (R-resistant, SR-moderately-resistant, SN-moderately susceptible, N-
susceptible), as percentages of surviving plants in each year
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(tab. IIL.). Neshledali jsme pfimou zavislost v reakci kmeniti k jednotlivym
patogenum (tab. II) s reakci kmenii ke smé&si patogenii (tab. III). V prvnim
pfipad¢ jsme hodnotili stupei napadeni 17 dni starych rostlin, ve druhém
ptipadé jsme hodnotili symptomy napadeni vodiv§ch pletiv na POR a PR
u rostlin v dobg tvorby kvéti. Hodnoceni rezistence v juvenilni f4zi rostlin
viidi jednotlivym patogeniim je kvalitativng pfesn&;si.

Testovani polni rezistence rostlin jsme hodnotili procentem pieZivajicich
rostlin v letech 1987, 1988 a 1989. Rezistence kmenii odriidy Kvarta a novo-
Slechténi HZ-III, HZ-IV a HZ-V je patrna po jejich zafazeni do &ty¥ skupin
rezistence. Vzestup rezistence kment je vfznamny v porovnéni s testovanymi
odriidami. Dokumentuje to procentuélni podil kmeni zafazenych do skupiny
R a SR v porovnani s procentem odriid zafazenych do skupiny SN a N,
zejména v poslednim roce hodnoceni - 1989 (obr. 1). Procento pfeZivajicich
rostlin bez ohledu na skupiny rezistence (ziskané z podtu vysazenych rostlin
= 100 %), bylo u viech kmenii vy33i neZ u sledovanych odrid v uvedenych

%
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2. Procento pieZivajicich kmenu tetraploidniho jetele luéniho odridy Kvarta (KV),
novoslechténi HZIII (I11), HZ-IV (IV), HZ-V (V), DO-3 a odrid Kvarta Tempus, Matri,
Teroba, Trifomo, Novosibirskij (ODR) k procentu rostlin vysazenych = 100 % v letech
hodnocni 1987, 1988 a 1989 - Percentage of surviving strains of the tetraploid red clover
cultivar Kvarta (KV), the HZ-II (III), HZ-IV (IV), HZ-V (V) and DO-3 tentative cultivars
and the Kvarta Tempus, Matri, Teroba, Trifomo and Novosibirsky (ODR) cultivars
in relation to the percentage of plants planted = 100%. Evaluated in 1987, 1988 and 1989
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letech hodnoceni (obr. 2). Nejvyssi stupeti rezistence v prvnich dvou letech
porovnini jsme zaznamenali u novoslechtén{ HZ-V.

Po uvedenych metodach testovéni rostlin v riiznych fazich ontogeneze,
véetné tfiletého hodnoceni polni rezistence v pfirozeném infekénim tlaku
na poli, jsme ziskali kmeny v rdmci zkousenych novoslechtén{ rezistentni
aZ stfedn& rezistentni.

Vysledky ziskané po inokulaci jednotlivymi patogeny oddélen& vSak
potvrzuji hypotézu rezistence fizenou riiznymi geny nebo dokonce minorgeny
vuéi Fusarium oxysporum a viti F. solani. Z hodnoceni rezistence
po smé&sné inokulaci miZzeme viak také pfedpoklddat, Ze geny, pfipadné
minorgeny G¢inné k jednomu druhu patogena mohou spomalovat postup
choroby, na které se podileji jiné druhy patogena tohoto rodu.

Kromé genetickych aspekti se viak uplatiiuji i dalsi faktory. Je to pfede-
viim dlouhodoby infekéni tlak, podmifiovan prostfedim na poli (Leath
etal, 1971; Kovadéikovad, Kudela, 1983).

Uvedené metody umoZiiuji $lecht€ni na rezistenci vii¢i chorobam kofent
a kofenovych kreki jetele, které zpuisobuji houby zrodu Fusarium. Selektuji
Slechtitelsky materidl podle reakce viidi jednotlivym patogeniim, vir¢i smési
urditych patogeni a vidi pfirozenému infek&énimu tlaku. Koneény efekt lze
ofekavat u novych odrid s polni rezistenci (obr. 1 a 2).
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E. Kovacikova, A. Fojtik, A. Vlasakov4, H. JakeSova
(Research Institute for Crop Production, Praha - Ruzyng;
Breeding Station, Hladké Zivotice, Czechoslovakia)

Testing red clover for resistance to causal agents of root rots

Original strains of the tetraploid cultivar Kvarta, tentative cultivars HZ-III,
HZ-IV,HZ-V and some cultivars of world collection of red clover (Zrifolium
pratense L.) were selected for study, in three ontogenetic stages, for
resistance to Fusarium oxysporum Schlecht. and to F. solani (Mart.) Appel.,
the most virulent species. In laboratory tests, inoculations with pathogenic
fungi were carried out in 3 days old plants by the test-tube method
(Kovadikova etal., 1987). Reaction was evaluated in 17 days old plants.
Reaction of each plant was ranked on a subjective scale as follows:
0 (resistant), 1 (moderately resistant), 2 (moderately susceptible) and
3 (susceptible). By evaluating the disease severity rating of all plants we
could characterize the whole strain. After inoculation with F. oxysporum
(Tab. IL.), all strains of the tentative cultivars HZ-III and HZ-V were
resistant (R) or moderately resistant (SR); the strains of the tetraploid
cultivar Kvarta and tentative cultivar HZ-IV were, in most cases, moderately
resistant (SR) or moderately susceptible (SN) and only in sporadic cases
resistant (R). For the most part all original strains, we found moderately
resistant (SR) and moderately susceptible (SN) reactions and only exceptionally
resistant (R) reaction after inoculation with F. solani (Tab. II). In the
cultivar Perenta, in 27% of the strains of the cultivar Kvarta, in 45% of the
strains of the tentative cultivar HZ-III, in 12% of HZ-IV and in 25% of the
strains of HZ-V, a similarity of reaction to both fungi was recorded after
separate inoculation with F. oxysporum and F. solani (Tab.II).In glasshouse
(pot) trials, inoculations with the mixture of the same pathogenic fungi
(F. oxysporum and F. solani in the ratio 2 : 1, respectively) were carried out
in 8 weeks old plants by dipping wounded roots in spore suspension
(10°/ml). Reaction of the plants was evaluated in 6 moths old plants on
a subjective scale as in the test-tube method. Evaluation was based on the
cross (PR) and longitudinal (POR) sections that exhibited yellowish or
brownish vascular tissues of roots and crowns in diseased plants. The strains
were ranked into four categories (R, SR, SN, N). The proportion of resistant
(R) and moderately resistant (SR) strains increased to 54 % of the strains
of the cultivar Kvarta, to 90 % of the tentative cultivar HZ-III, to 87% of
HZ-1V, to 75% of HZ-V. In world cultivars the proportion of resistant (R)
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and moderately resistant (SR) plants was only 42% (Tab. III). Six months
old plants had not the same reaction after inoculation with the mixture of
fungi as 17 days old plants after single F. oxysporum or F. solani inoculation
(Tab. II, III). In field trials, reaction of plants to natural infection was
applied for ranking the strains of the cultivar Kvarta and the strains of the
tentative cultivars HZ-III, HZ-IV, HZ-V and the collection of the world
cultivars Tempus, Matri, Teroba, Trifomo, Novosibirsky (ODR) into various
(R, SR, SN, N) categories. Disease severity was evaluated by comparing the
number of surviving plants each year with the number of survived plants in
the precedingyear (= 100%). The highest number of strains in resistant (R)
categories was found in the first two years in the tentative cultivar HZ-V. In
the last year (the 3rd one) we ascertained a high proportion of the strains of
all tentative cultivars resistant to natural infection pressure (strains of HZ-
1L 56%, HZ-IV 24%, HZ-V 38%) and a low resistance of collection
cultivars, namely 12% (Figs. 1, 2).

Trifolium pratense L., Fusarium oxysporum; F. solani; methods; resistance;
ontogenetic development
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MORENI VOJTESKY SETE (MEDICAGO SATIVA L.)
PROTI LISTOPASUM (SITONA SPP.)

Jif ROTREKL

Vyzkumny a Slechtitelsky istav picnindFsky, 664 41 Troubsko u Brna

‘Insektofungucidni mofeni osiva je zatim nejspolehlivéj$i zpusob ochrany
vzchézejici vojtéSky pfed listopasy a houbovymi chorobami. V laboratornich,
sklenikovych a provoznich pokusech byly ovéfeny insekticidni slozky mofici
suspenze na bézi carbofuranu a furathiocarbu spolu s fungicidy s i¢innou latkou
thiram a inkrustaéni latkou Hydrokol 30. Bylo prokazéno, Ze slozky mofici
suspenze nepusobi negativné na biologickou hodnotu osiva a uchréni
vzchézejici vojtéSku pred Zirem listopasu. Na z4klad& vysledku byl zpracovén
a provozné ovéfen technologicky postup insektofungicidniho mofeni osiva
vojtéskys tim, Ze se pfedpoklada postupné ndhrada dosud doporudované slozky
mofeni (Furadan 35 ST - carbofuran) za méné toxickou formulaci nového
pfipravku s u¢innou latkou furathiocarb.

vojtésky; listopasi; insekticidy; fungicidy

‘Vzchéazejici porosty vojtésky jsou kromé& houbovych chorob napadany
brouky rodu Sitona - listopasy. Tito nosatci oZiraji vzchazejici vojtésku
a v zavislosti na jejich pofetnosti a prub&hu povétrnostnich podminek
mohou zaloZeny porost vaZn& poskodit. Zabrénit §kodam, které zpiusobuyji,
muZeme aplikaci granulovanych insekticidi pfiseti (Polev§&ikova,
Stepanov, 1971), folidrnim ofetfenim insekticidy (Bournoville,
1983), nebo mofenim osiva. Aplikace granulovanych insekticidi je
problematick4, protoZe nejsou v zeme&delské praxi béZné k dispozici specidlni
aplikatory a biologicka G¢innost granuldti je velmi zavisld na prub&hu
povétrnostnich podminek v obdobi vzchazeni (Rotrekl, 1978). Pfimou,
represivni ochranu lze pouZit u porosti, které jsou napadeny listopasy
v obdobi d€loZnich listkii aZ prvniho trojlistku v poétu 5 aZ 10 brouki na 100
rostlin. Pfi této podetnosti a vyvojovém stadiu vojt&sky zpisobi listopasi
b&hem n&kolika dnii stoprocentn{ poskozeni rostlin (Rotrekl, 1979).
Na z4klad& poloprovoznich pokusii byl doporuéen pfipravek Decis 2,5 EC
v d4vce 0,5 1/ha ve 300 1 vody. Utinng hubi listopasy a nepiisobi fytotoxicky
na mladou vojtésku (R otrekl, 1984). Zasadni nedostatek této metody
o3etfeni je, Ze vlastnim zdsahem nehubime jen listopasy, ale i uZite¢né druhy
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hmyzu. Jedn4 se zejména o pfisluniky &eledi stfevlikovitych (Carabidae),
ktefi pusobi jako predatofi ruznych $kiidcii a konzumuji i velké mnoZstvi
vaji¢ek listopasi (Rotrekl, 1978).

V soutasné dob& za nejvhodné&j§i ochranu vzchézejici vojtésky pred
listopasy, ale i pfed houbovymi chorobami povaZujeme insektofungicidni
mofeni. Zajisti ochranu vojtésky bez ohledu na prib&h povétrnostnich
podminek v dob& vzchézeni a zahubi pouze ty druhy hmyzu, které ji
poskozuji. Toto chemické oSetfeni je ekonomicky nendroéné a chrani
uZite¢né druhy hmyzu v nové zaklddaném porostu vojtésky. Z tohoto
davodu jsme se touto metodou ochrany nejvice zabyvali. Prvni vysledky jsme
dosahli jiz dfive (Rotrekl, 1981) a do soutasné doby jsme pracovali
na vybéru dal8ich vhodnéjsich insekticidnich sloZek mofeni a na technologickém
postupu mofeni osiva vojtésky. :

MATERIAL A METODY

Pokusy s mofenim osiva vojtésky probihaly v letech 1987 aZ 1989
v laboratornich, sklenikovych i polnich podminkéch. Jako fungicidni sloZka
mofteni byly pouZity pfipravky na bazi thiramu (Wolfen Thiuram 85, virobce
VEB Berlin Chemie nebo Pomarsol forte 80 WP, vyrobce Bayer AG) s 85
nebo 80 % G&inné latky. Snizen4 davka fungicidniho p¥ipravku 2 kg/t byla
aplikovana pfi pouZiti inkrustaéni latky Hydrokol 30. Hydrokol 30 je smé&si
polymernich latek, dispergovanych ve vodnim prostiedia obsahujici barvivo
a stabilizator. Insekticidni sloZku mofici suspenze tvofily tyto pfipravky:

Pipravek Utinn4 latka Davka  Vyrobce
a jeji obsah na 1t osiva
Furadan35ST  carbofuran - 350 g.I* 51 FM Chemicals
SA, Svycarsko
Diafuran 35 ST  carbofuran - 350 g.I! 51 Mitsubishi
Corporation,
Japonsko
Promet 300 EW furathiocarb - 300 g.I! 61 Ciba Geigy,
Svycarsko
Promet 400 CS  furathiocarb - 400 g.I* 51 Ciba Geigy,
' Svycarsko
Oncol 40 SC 40 % benfuracarbu 51 Otsuka Chemical
Co, Japonsko
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Osivo vojtésky odriidy Palava bylo mofeno na laboratorni moti&ce Mini
Rotostat 150, navrZzena technologie se v provoznich podminkéch ov&fovala
na mofi¢ce Gustafson 100 SS na &isticich stanicich Osevy. V laboratornich
a sklenikovych pokusech byl hodnocen vliv pouZitych mofidel na energii
kli¢enti, kli¢ivost, vzchézivost, Zir listopasii a vynos zelené hmoty. Kligivost
byla sledovéna na Jakobsenovém klitidle a hodnocena podle CSN 46 0610,
tj. energie klideni za &ty¥i dny a kli¢ivost za 10 dnf. Zir listopasii byl sledo-
van v izolovanych miskach, do kterych byli pfi vjvojovém stadiu d&loZnich
listk@1 aZ prvnich pravych listki vojtésky nasazeni brouci listopasii v pom&ru
jeden brouk na 10 rostlin. Hodnotilo se poSkozeni rostlin okusem listopasii
ve tfech stupnich (Rotre k1, 1979). V laboratornim testu byl také
hodnocen vlivinkrustaéniho ptipravku Hydrokol 30 na biologickou hodnotu
osiva vojtésky. Byla sledovana energie kli¢eni, kli¢ivost a délka klitka
vojtésky u kontroly a varianty. Osivo bylo ma¢eno ve vodé (kontrola)
a v 1 % vodni suspenzi Hydrokolu po dobu 24 hodin.

Ziskané vysledky bylyhodnoceny anal§zou variance at-testem na poéitaci
Robotron A 5120.

VYSLEDKY A DISKUSE

Laboratorni pokusy

Vliv mofeni na energii kli¢eni, kli¢ivost a Zir listopasii je vyhodnocen
v tab. L.

V roce 1087 se energie kli¢eni pouZitim motidel pritkkazn& nesniZila
(F = 1,23). NejniZ8i byla u varianty s pfipravkem Furadan 35 ST -
a inkrustaéni latkou Hydrokol 30 (85,5 %), nejvy$si u varianty Diafu-
ran 35 ST (91,8 %) a Promet 300 EW (90,8 %). Kli¢ivost se pohybovala
od 93,0 do 97,8 % bez pritkazného rozdilu mezi sledovanymi variantami
(F = 2,12). B¢hem 24 hodin poskodili listopasi v nemotené kontrole 26,8 %
rostlin, v mofenych variantach pouze 3,0 a2 4,3 % (F = 149,9). V roce 1988
nebyly zjistény prikazné rozdily v energii kli¢enf ani v kli¢ivosti. Rozdily
té¢chto hodnot mezi jednotlivymi lety (vyrazn& niZsf energie kli¢eni v roce
1988) jsou zpiisobeny kvalitou osiva z riiznych skliziovjch ro¢niki. Pfi
sledovani Ziru brouki na vojté$ce odpovidaly ziskané vysledky poznatkiim
z minulého roku (1987). Nejvice byla po$kozena kontrola (57,3 %), poskozeni
rostlin mofenych variant bylo jednotlivymi okusy od 10,7 do 13,3 %
(F = 60,8). V roce 1989 byla energie kli¢eni u mofenych variant pritkkazné
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vy$sineZ u nemotené kontroly. Nejvy$si hodnoty byly dosaZeny s insekticidni
sloZkou obsahujici furathiocarb (Promet 300 EW 94,0 % a Promet 400 CS
93,0 %) s vysoce pritkaznym rozdilem oproti kontrole s hodnotou 84,3 %
(F = 8,82).Kli¢ivost osiva byla vysoka ve viech variantich s hodnotami 98,3
aZ 99,8 % bez prikazného vzijemného rozdilu (F = 1,89).

I. Laboratorni pokusy s mofenim osiva vojtésky - Laboratory experiments with lucerne seed
dressing

Rok! Energie kli¢eni Kli¢ivost Poskozené rostliny
Varianta? [%])3 [%)4 listopasy* [%]°
1987
Kontrola (neosetfend)s 89,3 97,8 26,8
Furadan 35 ST + ,
thiran + Hydrokol 85,5 93,0 43
Diafuran 35 ST +
Thiran + Hydrokol 91,8 95,3 35
Promet 300 EW + ’
thiram + Hydrokol 90,8 94,0 3,0
1988
Kontrola (neosetfen4)® 413 82,8 57,3
Furadan 35 ST + ;
thiram + Hydrokol 423 83,3 10,7
Diafuran 35 ST +
thiram + Hydrokol 485 84,8 133
Promet 300 EW +
thiram 43 80,3 12,0
1989
Kontrola (neosetfen4)® 84,3 98,3
Furadan 35 ST +
thiram + Hydrokol 875 98,3
Diafuran 35 ST +
thiram + Hydrokol 87,7 98,8 nehodnoceno?
Promet 300 EW +
thiram 94,0 99,3
Promet 400 CS +
thiram 93,0 99,8
Oncol 40 SC +
thiram 87,3 29,5

+ listopas pruhovany (Sitona humeralis)
lyear; 2variant; 3energy of germination [%]; “germinating ability [%]; Splants damaged by
Sitona beetle [%]; bcontrol (untreated); nonevaluated
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Pfed zavedenim inkrusta¢niho pfipravku Hydrokol 30 do technologie
mofeni osiva jsme ov&fovali moZny negativni vliv tohoto pfipravku na osivo
vojtésky. Energie kli¢eni byla o 5,3 % vy$8i u osiva maéeného v Hydrokolu
30 (t = 5,09), rozdily v kli¢ivosti ve srovnéni s kontrolou byly minim4lni
a nepritkkazné (kontrola 94,8 %, Hydrokol 30 95,5 %). Prim&rna délka
kli¢ku v dobé, kdy se hodnotila energie kli¢eni, byla u kontroly 29,3 mm
a u varianty Hydrokol 30 28,9 mm (¢ = 0,35). Za deset dni byla délka kli¢ku
primé&rn¢ 33,2 mm u kontroly a 31,5 mm u varianty s Hydrokolem 30
(t = 1,29). Tento inkrustaéni pkipravek i pfi del$sim pisobeni na osivo
vyrazné nesniZoval jeho biologickou hodnotu.

-Sklenikové pokusy

Souhrnné v{sledky sklenikovych pokusi pfinasitab. II. Z4dn4 zmoftenych
variant nepiisobila negativn€ na vzchazivost vojté€sky. V roce 1987 se
pohybovala v rozmezi 79,4 do 85,4 % (Promet 300 EW), v roce 1988
od 65,7 do 69,4 % (Promet 300 EW) a v roce 1989 od 50,3 do 62,3 %
(Promet 300 EW). Uvedené rozdily nebyly prvni dva roky statisticky
prukazné (F = 2,09; F = 0,81). V roce 1989 byly nejlepsi vysledky dosaZeny
s pfipravky na bazi furathiocarbu (F = 4, 26). Priikkazn& nejvétsi podkozeni
rostlin listopasy bylo zji$t&€no vZdy u nemotené kontroly a pohybovalo se
v jednotlivych letech od 94,2 do 100 % (F = 25,3; F = 50,4). Poskozeni
jednotlivych rostlin v mofenych variantich bylo pouze prvnim stupném
(ojediné&lé okusy) ve srovnéni s kontrolou, kde okusy byly éetn&jsi a v&tsina
- rostlin byla poskozena druhym a tfetim stupném. Hmotnost nadzemni ¢4sti
rostlin byla statisticky vfznamng vy38i v mofenych variantich neZ v nemofené
kontrole, kromé& n&kterych variant v roce 1989 (Oncol 40 SC a Diafuran 35
ST). V roce 1987 dosahovaly mofené varianty o 24,8 aZ 49,1 % vy3si vynos
oproti kontrole (F = 20,0); v roce 1988 o 28,1 aZ 44,4 % (F = 542).
Hmotnost pice mé&ly vroce 1989 na tirovni kontroly (16,7 g) varianty mofené
piipravky Diafuran 35 ST a Oncol 40 SC; nejvy$si vynos zaznamenala
varianta mofen4 pffpravkem Promet 300 EW.

Provoznf polmsyj
Na zékladé ziskangch vsledkil a zZkuSenosti s insektofungicidnim motenim
osiva vojt&sky jsme navrhli technologicky postup tohoto mofeni a ovéfili jej

v provoznich podminkéich. Vysledky zji$téné energie kli¢eni a klitivosti
osiva z vybranych zem&d&lskych podnikii v letech 1987 a 1988 jsou uvedeny

77



Ochr. Rostl, 27,1991 (1): 73-81

I1. Sklenikové pokusy s mofenim osiva vojtésky - Glasshouse expriments with lucerne seed
dressing '

Rok! Vzchézivost Poskozeni rostlin [Hmotnost nadzemnich
Varianta? [%)? listopisy* [70]* &asti rostlin [g]5
1987
Kontrola (neosetfend)s 83,8 96,8 16,9
Furadan 35 ST +
thiram + Hydrokol 79,4 12,6 229
Diafuran 35 ST +
thiram + Hydrokol 80,6 38,5 21,1
Promet 300 EW +
thiram + Hydrokol 85,4 31,0 . 245
1988
Kontrola (neoSetfena)s 68,7 94,2 15,3
Furadan 35 ST +
thiram + Hydrokol 68,7 72,9 21,7
Diafuran 35 ST +
thiram + Hydrokol 65,7 75,4 21,2
Promet 300 EW + _
thiram 69,4 72,0 19,6
1989
Kontrola (neoetfen4)® 51,1 100,0 16,7
Furadan 35 ST +
thiram + Hydrokol 50,3 40,0 18,6
Diafuran 35 ST +
thiram + Hydrokol 56,3 nehodnoceno’ 16,9
Promet 300 EW + '
thiram 62,3 40,6 20,2
Promet 400 CS + J
thiram 60,7 4,1 18,5
Oncol 40 SC +
thiram 55,3 40,2 16,8

+ listopas pruhovany (Sitona humeralis)
lyear; variant; 3emergence rate [%]; 4plants damaged by Sitona beetle [%]; Sabove-ground
matter weight [g]; Scontrol (untreated); 7nonevaluated
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II1. Pokusy s mofenim osiva vojtésky v provoznich podminkach - Experiments with lucerne
seed dressing in operating conditions

Rok! " Energie kli¢eni Kligivost
P ZemEdélsky podnik3 "f'% # (%)
1987
Nemofené osivo’ JZD Hustopete 75,8 98,0
Mofené osivo? 73,8 97,5
Nemoftené osivoS KOSS Velké Paviovice 75,5 97,5
Mof¥ené osivo’ 73,8 97,0
Nemotené osivo® CSSS Znojmo 523 98,0
Mofené osivo? 59,0 96,0
1988
Nemoftené osivo® CSSS Znojmo 54,3 89,5
Mofené osivo’ 71,8 95,5

Osivo namofeno na mofi¢ce Gustafson 100 SS. Mofici suspenze pfipravena rozmichdnim
2 kg fungicidu na bazi TMTD (Wolfen Thiuram 85 nebo Pomarsol forte 80 WP) ve 2 | vody
s pfiddnim 5 1 Furadanu 35 ST a 21 Hydrokolu 30. Na jednu tunu osiva aplikovdno 101 uvedené
suspenze - Seeds were treated in a seed dresser Gustafson 100 SS. Dressing suspension was
prepared by mixing 2 kg of TMTD based fungicide (Wolfen Thiuram 85 or Pomarsol Forte
80 WP) in 2 | of water with the addition of 5 1 of Furadan 35 ST and 2 1 of Hydrokol 30. 101
of the suspension was applied per 1 ton of seeds

lyear; 2variant; 3agricultural enterprise; 4energy of germination [%]; Sgerminating ability [%];
Suntreated seeds; 7treated seeds

v tab III. V prvnim roce sledovani nebyly zjisté€ny statistické rozdily
(F = 2,93). V roce 1988, kdy bylo osivo vojtésky inkrustovano se zlep§enym
davkovanim (misto odkapévéni rozstfik suspenze), byl zji§t&n prikazny
rozdil v energii kli¢enf (¢ = 5,0) i u klitivosti (f = 3,67) u partie osiva z CSSS
Znojmo. U této partie osiva, ktera byla ze skliziového roku 1986, byl vyssi
podil tvrdych semen (aZ 18 %) a v nenamofené kontrolc 10,5 % nabobtnalych,
nekli¢ivych semen.

Redenf problému likvidace listopasti na vzchazejici vojt&sce cestou
kombinovaného mofeni insekticidy a fungicidy se podle dostupnych literarnich
Gdajii nikde nesledovalo. Nami navrhovany zpiisob ochrany je vyhodny
po ekonomické i ekologické strance. Aplikace granulovanych insekticidi
vnagich podminkéch je v soutasné dobg asi 30krat draZii neZ kombinované
mofeni v pfepoétu na jednotku plochy porostu. Kromé toho déviame
od pudy mnohon4sobné vy$§i mnoZstvi i¢inné latky neZ pfi moteni. Aplikace
postfikovych piipravkil v boji proti $kiidcim na vzchézejici vojtésce je
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levngjii ve srovnani s granulaty, ale p&t aZ $estkrét draZ3i neZ moteni. Tento
zpusob viak velmi negativné piisobi na uZite¢ny hmyz budouciho vojtéskového
porostu. Z tohoto pohledu se zd4 kombinované mofeni insekticidy a fun-
gicidy perspektivnim zpiisobem ochrany vzchézejici vojtésky. Pusobi selektivng
na $kiidce, cena 25 aZ 35 K& za 1 ha je nizk4 a pfi vyuZiti inkrustaénf latky
typu Hydrokol a p¥ipravki s niZi toxicitou pro teplokrevné Zivo&ichy (napf.
vhodn4 formulace furathiocarbu) lze toto opatfeni hodnotit pozitivné.
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Doslo dne 14. 2. 1990

J. Rotrekl (Fodder Crop Research and Breeding Institute,
Troubsko u Brna, Czechoslovakia) '

Lucerne seed dressing against Sitona beetle

The treatment of lucerne seeds with insecticides and fungicides is, at the
present time, the most reliable way of the Sitona beetle and fungal diseases
control in the emerging stands. In laboratory, glasshouse and field experiments
“insecticidal ingredients of seed treatment suspension on the basis of
carbofuran and furathiocarb together with the active substance thiram and
incrustive substance Hydrokol 30 were verified. Seed treatment effects on
germination energy, germination, and feeding of Sitona beetles under
laboratory conditions are summarized in Table I. Germination energy was
not lowered by the applied ingredients of seed treatment suspension.
Treatments with insecticidal ingredients containing furathiocarb (Promet
300 EW, Promet 400 CS) demonstrated a germination energy which was
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insignificantly higher during the first two years (F=1.23; F=2.1) and
significantly (F=8.82) in the year 1989. Germination was without significant
difference between tested treatments (F=2.12; F=0.23; F=1.89). Untreated
control was always significantly most damaged by feeding of Sitona beetles
(F=149.9; F=60.8); the treated plants were damaged only by sporadic
feeding. Results of glasshouse experiments are summarized in Table II. The
emergence rate of lucerne stands was not affected by any of the treatments.
Within the first two years the differences given in Table II. were not
statistically significant (F=2.09; F=0.81); in 1989 the best results were
achieved with preparations on the basis of furathiocarb (F=4.26). Significantly
greatest damage in lucerne plants caused by Sitona beetles was observed in
untreated control and it ranged, in different years, between 94.2 and 100
percent (F=25.3; F=50.4). The weight of above-ground plant parts was
statistically significantly higher in treated plots than in untreated control,.
with the exception of some treatments in 1989 (Oncol 40 SC and Difuran 35
ST). On the basis of the results, the technological method of lucerne seed
treatment with insecticides and fungicides was worked out and tested under
the field conditions. In 1987-1989 lucerne seeds were treated with the
suspension containing 2 kg of fungicidal preparation on the basis of thiram,
2 1 of water, 5 1 of Furadan 35 ST and 2 1 of the incrustive preparation
Hydrokol 30 in the seed-treating machine Gustafson 100 SS. The obtained
results concerning germination energy and germination of lucerne seeds in
some agricultural enterprises are given in Table III. Within first year of
observing, no statistical differences were found out (F=2.93); in the year
1988 there was found significant difference both in increased germination
energy (t=5.0) and in germination (f=3.67) of the treated seeds. In the
future the insecticidal substance Furadan 35 ST is to be replaced by a less
toxic formulation of a new preparation with furathiocarb as active substance
in the technological method of fungicidal and insecticidal seed treatment of
lucerne.

alfalfa; Sitona b'eetlc; insekticides; fungicides
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1 VEDECKEHD ZIVOTA

VIiI. CELOSTATN{ MYKOLOGICKA KONFERENCE

Ve dnech 28. srpna aZ 1. zafi 1989 se konala na Vysoké $kole zemédélské v Brné VIII.
celostétni védeckd mykologick4 konference Ceskoslovenské védecké spole&nosti pro my-
kologii p¥i CSAV. Spolupofadatelem této konference byla Vysok4 $kola zem&d&lsk4 v Brné
a Moravské museum v Brné. Tato konference se konala v Brné u pfileZitosti oslav 70. vyrodi
vzniku V8Z v Brné. Z4stitu nad ni pfevzal prof. ing. Stanislav Prochézka, DrSc., rektor
VS8Z, &en korespondent CSAV a predseda VEdeckého kolegia teoretickych zéklada
zem&d&lstvi CSAV. Jmenovany se Gastnil slavnostniho plendrniho zasedani a prednesl
pozdravny projev. Ustfedni heslo konference zn&lo: Genofond hub, jeho ochrana a vyuiti.
Konference se u¢astnilo na 150 odbornikd mykologu, pracovniku védy, vyzkumu, $kolstvi
a kultury, ochrany Zivotniho a pfirodniho prostiedi apod. JelikoZ mykologie zasahuje
vyznamné do fady biologickych a technickych oboru, byly mezi uUfastniky konference
botanikové, taxonomové, mykofloristé, ale i fyziologové, biochemici, genetici, ekologové
a ochrénci ZP a PP z riznych organizaci a instituci (CSAV, SAV, resortnich vjzkumnych
ustavil, vysokych Skol biologického zaméfeni a aplikované biologie - zemé&délské a lesnické
mykofytopatologie, Iékafské mykologie a mykotoxikologie, ale i z4stupce praxe apod.). Na
plenédrnim zasedéni, které zahéjilo vlastni konferenci, byly pfedneseny Etyfi stéZejni referéty.
Prof. RNDr.Zdenék Urb an, DrSc., z Pfirodovédecké fakulty KU v Praze zhodnotil v§voj
Ceskoslovenské mykologie od jeho polatku do soufasné doby. Na zavér svého objektivniho
hodnoceni vyvoje v poslednich desetiletich konstatoval, Ze v soudasné dobé nejsou nijak
zvlast’ pfiznivé poméry pro rozvoj zdkladniho badatelského mykologického vyzkumu na
stavajicich pracovistich a v organizacich. Doporuéuje koncentrovat usili i iniciativu odbornikt
i celospolecenské prostfedky ke konstituovani laboratofe nebo ustavu zdkladniho myko-
logického vyzkumu. Velmi zajimavé, aviak i celospolegensky uZiteéné perspektivy biotech-
nologického vyuZiti mykromyceta nalrtl v kolektivnim referdtu RNDr. V. Musilek, DrSc.,
&len korespondent CSAV z Mikrobiologického iistavu CSAV v Praze. Zaméfil se predeviim
na moZné vyuZiti houbové biomasy v potravinafstvi, vyZivé lidi a hospodafskych zvifat, dile
na vyuZiti celé fady komplexii enzymui v potravinafstvi, krmivafstvi, primyslu, dale v ochrané
ZP a PP, jako# i na vyuZiti metabolickych aktivnich i neaktivnich produktd hub, primarniho
a sekunddrniho charakteru. Jde zejména o celou fadu antifungélnich nebo antibiotickych
nativnich nebo synteticky vyrabénych slouéenin vyuZivanjch v huménnim nebo veterindrnim
lékafstvi. V referdtu autor dile hodnotil perspektivy biotechnologického vyuZiti
biosyntetickych a biodegradaénich kapacit hub, jakoZ i moZnosti pfenosu Zidanych znaku do
rychleji rostoucich mikroorganismi na podkladé bunééného a genového inZenyrstvi. O né-
kterych aspektech vyvoje genofondu hub pojednala ve svém piispévku RNDr.L. Marva-
nové, CSc.,z Ceskoslovenské sbirky mikroorganismi UJEP v Brné. Autorka poukézala na
vyznamny vliv élovéka na vyvoj pfirozenych a umélych biocendz a genofond hub. Zhodnotila
zévaZny vliv primyslovych intoxikaci na naruSeni mykogenofondu a v této souvislosti zdu-
raznila v{znam genovych bank a mykothek, tj. sbirek kultur hub v soudasnosti i v budoucnu
pro biosféru a jeji normélni funkci. O soufasném stavu a perspektivach ochrany hub hovofil
tajemnik Ceskoslovenské védecké spolenosti pro mykologii pfi CSAV S. Seb e k. Autor
zhodnotil soudasny vizkum zmén v mykofléfe v CSFR, jakoZ i nutnost prosazeni fady
opatieni k ochrané mykofléry z hlediska komplexni ochrany pfirody a zdravi élovéka. RovnéZ
nastinil perspektivni problémy a vkoly na dseku ochrany hub a jejich Zivotniho prostiedi.
Informoval plénum o pipravé vydani Cerveného seznamu ohroZenych druhia hub v CSFR,
kterd vychézi na podkladé zmapovéni a inventarizace vybranych druh.
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Dalsi den navazovalo na plenarni zasedéni jednéni ucastniku ve &tyfech sekcich. V prvni
sekci byly projedndny problémy taxonomie, ekologie, mykofloristiky a ochrany hub. V rdmci
sekce bylo pfedneseno 19 pfispévki jednotlivfch autori nebo kolektivi z ruznych
mykologickych pracovit’. Za vyznamné z hlediska ochrany hub lze povaZovat pfispévky
pojednévajici o druzich hub, zafazenych do Cervené knihy CSFR a problematice prévni
ochrany hub v CSFR. V dali{ sekci se pFispévky zaméfily na problematiku fyziologie,
biochemie a na genetiku hub. Pozornost uastniki se pfedeviim zaméfila na poznatky s vy-
uZitim schopnosti hub vytvafet symbiosu s rostlinami a s jejich vybérem pro umélou
mykorrhizaci sadby predeviim lesnich dfevin, dile na aspekty ligninolytické aktivity
pfedeviim dfevokaznych hub, vyuZiti fady antifungilnich latek, vztahi mezi nimi a che-
mickymi strukturami fenold, alifatickych, aromatickych a jinych kyselin. Soudasné byly
sdélenyzkusenosti s péstovanim dosavadniho sortimentu hub u nés a nékterych novych druha
na syntetickém substratu. Dalsi sekce byla orientovdna na mykotoxikologii a Iékaiskou
mykologii. Tematicky byly referdty riznorodé, aviak byly vesmés velmi aktudlni a hos-
podéfsky vyznamné. Pozornost byla zaméfena na problematiku otrav houbami, antimykotik
a antibakterialnich antibiotik a navozeni rezistence vii¢i nim, na vznik, stanoveni a bio-
degradaci mykotoxini v potravinich a krmivech. Podobné byly sdéleny vyznamné idaje
o stanoveni a vjznamu aflatoxinu v potravinich a krmivech. Zajimavé byly udaje o der-
matomykozdch a oportunnich mykozach, jakoZ i skladb& mikromycetd v prostorich
panelovych domu, bytech, stajich aj., jejich toxigennim, alergickém a dalS$im pusobeni na
lidské populace a chovné a drobné zvifectvo.

Nejvice pfispévku bylo pfedneseno v sekci fytopatologické mykologie, a to jak z oblasti
zem&dé&lské, tak i lesnické. V rdmci lesnické fytopatologie se pozornost autoru soustfedila na
vyskyty novych dfevokaznych choro$i u nds a moZnosti biologické ochrany proti nékterym
znich. Zajimavé idaje byly sdéleny o testovani obrannych reakei tkafiovych kultur modelovou
houbou. V rémci zemé&délské fytopatologie byl posouzen vliv ekologickych Ciniteld, jakoZ
i zdsahu péstitele na zmény spektra a rozSifeni parazitickjch hub na péstovanych
zemé&délskych plodinich. Soudasné byla zduraznéna nutnost experimentdlné studovat
Skodlivost jednotlivych Skodlivych Cinitelt a po jejim vyhodnoceni pak teprve rozhodovat
o zpusobu ochrany a zejména nutnosti Slechtit na rezistenci. ZavaZné udaje byly sdéleny
o roziifeni vyznamu a ekologii houby Tilletia contraversa, zastoupeni druha z &eledé
Erysiphaceae na rostlinach éeledé Cucurbitaceae, citlivosti nékterych druhti rodu Cucumis
k houbé Didymellc bryoniae. Pojednéno byloi o fytotoxickych metabolitech hub, napadajicich
péstované rostliny, o fytopatogennich houbéch jako indikatorech fytoalexini v rostlinach,
o problematice epidemiologické a moZnostech Slechténi rostlin na rezistenci vidi pudnim
fytopatogennim a nékterym obligitnim parazitim. Zvlastni pozornost byla vénovéna
moZnostem vyuZiti prvku biologické ochrany proti chorobam rostlin. Série prednések se
tykala hub z rodu Trichoderma, a to jak typizace kmenu, vlivu ruznych Zivin na rust
a antagonistiské vlastnosti, tak i poznatku z jejich vyuZivani vadi hospodafsky vyznamnym
fytopatogenim. Na toto vyznamné téma navézaly pfispévky o ufinnosti vybranych
perspektivnich fungicidi na pavodce rakoviny jetele a posouzeni vztahi pesticidi k nékterym
antagonistickym houbdm.

Nedilnou souéésti konference se staly pfipravené exkurse na vybrané zajimavé a vy-
znamné lokality v Jihomoravském kraji. Prvni den se uskute&nila celodenni exkurze do oblasti
$kolniho lesniho podniku Kftiny, Lesnické fakulty VSZ v Brné a do Statni p¥irodni rezervace
Josefské udoli - ¢ast Slovenska strafi a do Statni pfirodni rezervace Habruvecka bucina.
Druhy den byla realizovdna celodenni exkurze na zajimavé lokality Jini Moravy, a to do
Stétni pfirodni rezervace Cahnov a RanSpurk spadajici do Lesni spravy LanZhot. Jde o vzicné
lokality luZnich lesu. Déale byla navitivena oblast Randezvous v Lesni spravé LanZhot
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a n&které lokality v oblasti Lesniho zivodu Zidlochovice. Tteti den se uskute&nila celodenni
exkurze do Jihlavskych vrchu, pfedeviim na lokality Velky Spitdk a Muéirna. Viechny
navitivené lokality, jak se prokézalo podle ohlasu v kruzich navitévniku, byly zvoleny vhodné
a prispély k dobré odborné iirovni celé konference.

Na zévér VIII. celostatni védecké mykologické konference, konané v Brné ve dnech
28. srpna - 1. zafi 1989, byla pfijata na zdkladé plendrniho zasedéni a jednéni v sekcich
rezoluce, hodnotici soutasny stav rozvoje mykologie u nds a vytylujici hlavni problémy
i navody jejich fefeni z hlediska perspektivnich zdvaznych celospoleéenskych ukolu v nej-
blizSich letech. Uastnici konference povaZuji za nutné vypracovat zodpovédny a kva-
lifikovany rozbor v§znamu hub pro nase nirodni hospodafstvi, pfinos i negativni dopad
v hlavnich odvétvich, jako je zemé&délstvi, lesnictvi, huménni i veterinidrni lékafstvi,
potravinéfstvi, prumysl, biotechnologie aj. Konference poukéizala na soucasny nedobry stav
kadrového zabezpeleni mykologického vyzkumu zapfi¢inény vysokym vékovym primérem
souasnych aktivnich mykologu a nedostateénym rozsahem a moZnostmi vyuky mykologie na
viech typech Skol. Jevi se nutné, i s ohledem na obecnéjsi zvySeni irovné mykologickych
v&domosti Sirokych vrstev, vypracovat kvalifikovany rozbor a navrhnout adekvétni rozsah
a obsahovou néplii vjuky mykologie pro zdkladni, stfedni $koly a pro biologicky zaméfené
sméry na vysokych Skolach. Soutasny stav ndrodniho hospodéfstvi nutné vyZaduje propojovat
aracionélné vyuZivat viech dostupnych kddrovych a materidlné-technickych prostfedku. Jako
naprosto nutné se jevi zajistit soustfedéni sil a prostfedku a zvysit efektivnost mykologického

kumu vytvofenim centrdlniho vé€deckého pracovisté, nejlépe. Mykologického ustavu

V. Z jednéni vyplynulo, Ze dosavadni ¢innost v ochrané pfirody dostate¢né nezahrnuje
ochranu mykogenofondu a nedocefiuje jej z hlediska jeho vyjznamu pro biosféru. Jevi se
nezbytné ufinnéji chranit zbyvajici mykogenofond, at’ jiZ jde o chranéné izemi pfi soufasném
docenéni udrZovéni a budovédni mykologickych sbirek, tj. herbaiu a Zivych kultur hub jako
genovych bank a zdroju tkdfiovych kultur.

Zavérem této informaéni zpravy lze konstatovat, Ze VIII. celostatni védecké mykologicka
konference splnila pfedpoklddany odborny cil i celospolecensky ukol. Zafadila se tak
v historii vjvoje Ceskoslovenské védecké spoletnosti pro mykologii pfi CSAV ke zdafilym
setkdnim ¢&lenu této spoleénosti, ktefi svou &inorodou a celospoledensky v§znamnou
badatelsko-vyzkumnou praci pfispivaji nejen k rozvoji éeskoslovenské mykologie, ale i celé
spoleénosti.

Prof. ing. Zdenk Ca&a, DrSc.



KRATKA SDELENI

ETIOLOGIE NEKROTICKE KROUZKOVITOSTI HLiZ BRAMBOR

Ji#H CHOD, Milan JOKES
Vyzkumny ustav rostlinné vyroby, 161 06 Praha-Ruzyné

V Mad’arsku popsali pfiznaky choroby Beczner atal. (1982) z odrid Mona a Rosalina.
U téchto odrid brambor b&hem tfiletého pozorovéni zjistili aZ 20 % napadeni. Pfiznaky na
hlizach byly velmi podobné té€m, které vyvolava mop top virus a virus nekrotické kadefavosti
tab4ku. V roce 1984 stejni autofi zjistili v souvislosti s vyskytem nekrotické krouZkovitosti hliz
brambor (tuber necrotic ringspot disease) jeSté X"a Yvirus bramboru. Novék et al. (1986)
pfiznaky choroby nalezli u brambor odrudy Nicola a pojmenovali ji podle pfiznaku
pochytkovitost hliz a prokézali jako moZny fenomen onemocnéni sérologicky a pfenosem na
indikdtorové rostliny obecny kmen YVB.

V roce 1989 jsme obdrZeli vzorky hliz brambor odridy Radka z jiZni Moravy s pfiznaky
silné deformace a nekrotické krouZkovitosti. KrouZkovit4 mista se barevné liSila od ostatnich
dasti slupky, pfi uloZeni hliz pfi teploté 5 °C slupka tmavla a propadévala se. Povrch hliz mél
podobné pfiznaky puchytkovitosti, které popsali Nov4 k et al. (1983) - obr. 1. Rostliny,
z nich vzeslé, vykazovaly metlovity vzhied, listy hornich pater se svinovaly a zbarvovaly do
riZova. Pro elektronomikroskopické vySetfeni jsme pfipravili preparaty smaéeci metodou,
odbérem ze suspenze a ultratenké fezy zhotovené z kofinku a listi rostlin bramboru. Ze
sérologickych metod jsme pouZili kapkovou precipitaéni metodu. Mechanickou inokulaci
jsme provedli na indik4torové rostliny: Nicotiana tabacum cv. Samsun, N. tabacum cv. White
Burley, N. debney a Physalis floridana. Preparity jsme vySetfovali elektronovym mikro-
skopem Tesla 500. Elektronomikroskopické vySetfeni lista prokézalo pfitomnost flexibilnich
¢astic o délce 730 nm a vySetfeni ultratenkych fezl z kofenu a listu pfitomnost flexibilnich
¢astic podobné délky v cytoplazmé (obr. 2). V nékterych preparatech jsme kromé toho zjistili

1. Hlizy brambor s pfiznaky deformace a nekréz - Potato tubers with deformation and
necrosis symptoms
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2. Elektronogram YVB, zhotoveny z ultratenkého fezu kofenu rostlin bramboru (celkové
zvétSeni 45 000x) - Electronmicrograph YVB, made of ultra-thin section of potato roots (total
enlargement 45 000 times)

i kulovité &astice o velikosti 28-30 nm akumulovanév krystalickych inkluzich (obr. 3). V téchto
preparitech se vyskytovala také vietenovitid téliska typu pinwheel inclusions (obr. 4).
Mechanickou inokulaci jsme docilili pozitivni pfenos na listy indikdtorové rostliny N.
tabacum cv. Samsun, na kterych se objevilo prosvétleni Zilek a jejich lemovéni, na N. debneyi
difizni mozaika spojend s kadefavosti listh a na Physalis floridana systémové nekrotické
skvrnitost. Vzhledem na vyskyt izometrickych &astic jsme izolat pfenaseli mechanicky jesté na
N. tabacum cv. White Burley a na Phaseolus vulgaris cv. Saxa. U tabaku (obr. 5) se objevily
velké nekrotické lokalni 1éze a na listech fazolu drobné nekrotické 1éze (obr. 6). St'4va z listd
bramboru a tabaku vykézala sérologickou pozitivni reakcis antisérem viii YVB. Nase zjiSténi
potvrdily nélezy, které zjistili Beczner etal. (1984)a Novéak etal. (1986). Kromé toho
jsme nalezli vietenovité inkluze, morfologicky podobné tém, které ve spojitosti s pfitomnosti
XVBaYVBnalezlitaké Mayee a Sarkar (1982). Mechanicky pfenos na fazol a tabdk
a vyskyt kulovitych izometrickych &4stic potvrdil zdrovei vyskyt viru nekrézy tabaku, ktery
popsal v Holandsku Noordan (1957) ve spojitosti s chorobou hliz bramboru ABC.
Choroba se vyskytla na odridé Erstling. Podle istnihosdéleni (Salam on, 1986) se choroba
vyskytuje u né€kterych odrad brambor v jiZni &4sti Mad’arska av Dénsku (Engsbro, 1987,
ustni sdéleni).

86



Ochr. Rost, 27,1991 (1): 8591

SR

3. Elektronogram viru nekrézy tabaku zhotoveny z ultratenkého bramboru (celkové zvétSeni
45 000x) - Electronmicrograph of tobacco necrosis virus obtained from ultra-thin potato
section (total enlargement 45 000 times)
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4. Elektronogram vietenovitych inkluzi - pinwhell inclusions - zhotoveny z ultratenkého fezu
kofenu rostlin bramboru - Electronmicrograph of pinwheel inclusions made of ultra-thin

slice of potato roots

5. Velké lokalni 1éze na tabidku odruda White
Burley po infekci virem nekrézy tabdku -
Large local lesions in the tobacco variety
White Burley after the infection by the virus
of tobacco necrosis

6. Lokélni nekrotické 1éze na listu fazolu
odrudy Saxa po infekci virem nekrézy tabdku
- Local necrotic lesions in bean leaves of the
Saxa variety after the infection by the virus of
tobacco necrosis
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J. Chod, M. Joke$
(Research Institute for Crop Production, Praha-Ruzyn&, Czechoslovakia)

Etiology of necrotic ringspot disease of potato tubers

In the tubers and plants of potato, the Radka variety, with the symptoms of necrotic ringspot
of tubers we found out by the method of indicator plants, mechanical inoculation on the
leaves of the plant Nicotiana tabacum cv. Samsun, N. Debneyi and Physalis floridana potato
virus -Y. The virus finding was confirmed also serologically and through electron microscope.
In ultrathin slice from epiderm of tubers, the pinwheel inclusions were found which are in
some cases acompanied by the occurrence of Y-potato virus. In ultra-thin sections from roots
and tubers, further isometric particles have been found of the size 28-30 nm accumulated in
the crystalline inclusions. Transferring to the indicator plants V. tabacum cv. White Burley
and Samsun and on Phaseolus vulgaris cv. Saxa, the tobacco necrosis virus was proved in the
tubers having the symptoms of ringspot disease of potato tubers.

ZJNISTOVANI CITLIVOSTI ERYSIPHE GRAMINIS SPP. K PRIPRAVKUM
TRIAZOLOVEHO TYPU

Ludmila KODAROVA

UstFedni kontroini a zku3ebni iistav zemé&délsky - sprdva ochrany rostlin, 658 37 Brno

Utinn4 ochrana obilovin proti padli travnimu (Erysiphe graminis DC) zAvisi do zna&né
miry na poufiti fungicidi. K aplikaci jsou pouZiviny pfedeviim dv€ vyznamné skupiny
pripravka - hydroxypyrimidiny (ethirimol) a DMI fungicidy (triadimefon, triadimenol,
propiconazol). V prub&hu jejich uZivani se viak zacala objevovat sniZen4 citlivost patogena,
tedy padli travniho. Urtitym pfinosem v této situaci je prokazana existence negativni cross-
-rezistence mezi ethirimolem a triazoly (Wolfe, 1985 Wade, 1987).

Pomér Cetnosti izolatu E. graminis s rizngym stupném sniZené citlivosti se méni kaZzdym
rokem, v zdvislosti na Zivotnim cyklu hostitele. V pokusech, které délali Hollomon etal.
(1984)a Butters etal. (1986), byly determinovéany &tyfi fenotypy s ruznou drovni citlivosti
k DMI fungicidum. Vysvétleni spodiva v genetické povaze tohoto typu rezistence. V pfipadé
padli travniho se jednd o polygenni typ a néstup rezistence v populaci je stupfiovity. Zména
v jednom genu muZe sniZovat senzitivitu dané populace patogena, ale totalni selhani ochrany
odpovidd zm&ndm v mnohem vé&t§im komplexu. Pofet genu, které jsou zapojeny, neni zcela
presné zndm (minim4lné tfi). Nebezpetim zde viak zustava fakt, Ze u nékterych rezistentnich
populaci byla vysok4 &etnost kombinovéna s vysokou patogenitou i fitness, coZ vytvafi redlné
nebezpedi pfi daldim, opakovaném pouZivéni téchto fungicidi. Polni testy prokazaly, Ze
problematika rezistence je spojena rovnéZ s regionem, infekénim tlakem, plodinou, resp.
odrudou a vyskytem dalSich patogenu. Situaci rovnéZ komplikuje Siroké spektrum ucinnosti
DMI fungicidu a tedy jejich ¢asté aplikace v priub&hu vegetaéniho obdobi.

DMI fungicidy jsou uZiviny k ochrané velkého poétu plodin proti fadé patogenu.
Monitoring a testovéni citlivosti populaci E. graminis je tfeba koncentrovat na stanoveni
korektnich strategii ochrany v pfipadech, kdy byla rezistence zji§t€na, nebo je reilné
nebezpedi, Ze se co nejdfive vyskytne. Obecnym a zdkladnim principem, ktery nejlépe zabrani
vzniku rezistence, jsou preventivni zasahy. Stupfiovity, pomaly vznik rezistence E. graminis
k DMI fungicidim pusobi téZkosti pfi jeji determinaci, ale naopak umoZiiuje pfi pfisném
dodrZovéni strategie aplikace fungicidu ndvrat k mnohem citlivéji populaci. RovnéZ je velmi
nesnadné urtit, kdy se rezistence k DMI vytvofi, nebo zda je zjidt&né nedostate&nost chemické
ochrany zapfitinéna jinymi faktory.
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"Prévé v piipad& vztahu E. graminis k DMI fungicidu je naprosto nezbytny monitoring
specifické patogenity a senzitivity, ze kterych by méla vychézet doporudeni systému ochrany
pro kaZdé vegetaéni obdobi, pro danou oblast a pro kaZdou odridu.

V posledni dobé se i v nasi republice zaéaly objevovat urtité ndznaky nedostate¢nosti
triazoli v ochran& obilovin proti padli travnimu. Na UKZUZ - SOR OZAM v Brné byla v roce
1989 vypracovéna a ovéfena rychld, orientaéni metoda laboratorniho testovéni citlivosti
izolatu E. graminis k triadimenolu a zahédjeno pfedbé’né sledovéni. V principu se jedné
o semikvantitativni metodu plovoucich segmenti listovych Eepeli v roztoku fungicidni latky
(Hollomon, 1977,1982). Testem je zji§t’ovéna celkovi citlivost sm&snych vzorkia populaci
padli v daném £ase a prostoru.

Izolace E. graminis spp. je providéna z pfirozené infikovanych listu, resp. rostlin, na nichZ
dochézi k intenzivni sporulaci patogena. Infikovany materiél je sbirdn v polnich podminkach
a izolat je v pfipadé potieby udrZovén na infaktnich rostlinich je¢mene jarniho (odrida
Krystal) nebo pSenice (odrida Viginta) ve skleniku. Konidie z infikovanych listd jsou
pfenaseny mechanicky (popréasenim).

K viastnimu testovéani jsou pouZity segmenty listovych &epeli rostlin jeémene (odrida
Krystal) nebo pSenice (odrida Viginta) chemicky neo3etfengch, neinfikovanych, piné
turgescentnich. Odstiihané a zcela suché segmenty listovych &epeli v délce cca 3 cm
inokulujeme mechanicky (Sadisivan, Ellingboe, 1962),soutasné pro viechny pokusné
varianty jednoho vzorku. Pfipravu inokula jako vodnou suspenzi konidii nelze pouZit, protoZe
konidie ve vodném prostfedi §patné kli¢i. Byl tedy pouZit kvalitativni zpisob inokulace, ktery
je pro tento orientalni test plné vyhovujici.

Infikované segmenty jsou po péti vioZeny (svrchni stranou nahoru) do Petriho misek
o pruméru 9 cm, ve kterych je 12 ml roztoka riznych koncentraci triadimenolu. U metod
pouZivajicich plovouci segmenty je tfeba uZit samotné ucinné latky, ponévadZ komeréni
formulace pfipravki obsahuji sméadedla, které by zapficinila potopeni segmentu.

Petriho misky jsou umistény do svételného termostatu pfi devitihodinovém svételném
reZimu, intenzit€ osv&tleni 10 000 luxi a pfi teploté 18-20 °C. Po sedmi dnech je provedeno
vyhodnoceni. Varianty: kontrola - destilované voda; 0,01, 0,1, 0,3, 3,0 a 30,0 ppm triadime-
nolu. KaZd4 varianta je minim4lIné& tfikrat opakovéna.

Mezni hranice citlivosti (EDgy) byla urfena na zdkladé razngch literdmnich udaja
pro 0,1 ppm triadimenolu (napf. Schlosser, 1988; Wolfe, 1985). Hodnoceni je
provadéno srovndnim velikosti infikované listové plochy spolurulujicim padlim jednotlivych
variant s kontrolou.

Jak jiZ bylo uvedeno vySe, jedn4 se orienta¢ni, kvalitativni test, ktery se viak pfi hodnoceni
citlivosti subpopulaci E. graminis, jak na je¢meni, tak na pSenici osvéddil jako dostadujici. Je
logické, Ze metodu bude nutné déle rozpracovat, event. upravit, aby bylo moZné sledovat
uroven citlivosti padli travniho i kvantitativné a charakterizovat jednotlivé kmeny.

Vysledky pfedbéiného testovdni prokézaly existenci citlivych i rezistentnich izolatu,
odebranych z provoznich ploch jeémenu jarnich i pSenic ozimych. Znovu tedy byla potvrzena
potieba prub&Zného sledoviéni citlivosti houbovych patogent k systémovym fungicidim, aby
bylo moZné vias zabrénit selhdni chemické ochrany péstovanych plodin- a néslednym
hospodéaiskym ztratam.
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L. Kodarovéd
(Central Control and Testing Institute for Agriculture, Brno, Czechoslovakia)

Tests of Erysiphe graminis spp. sensitivity to chemicals of triazole type

The control of powdery mildew in cereals depends largely on the use of fungicides. Of the
chemicals these are first of all DMI fungicides. But the longer use of these chemicals brought
about a decrease in sensitivity, resulting from the formation of strains resistant to the
chemically controlled pathogen. In the case of powdery mildew (Erysiphe graminis spp.) we
speak about the polygenic type of resistance, that means the increase in the population
resistance is gradual. There are determination difficulties due to the slow pace of resistance
formation, on the other hand it is possible to recover the much higher sensitivity of the
population if the strategy of fungicide application is observed. These are the reasons why the
sensitivity of E. graminis spp. must be longitudinally investigated. The results of monitoring
should be used for formulating the system of control for each growing season, for the given
region, or even for each variety. Recently certain signals have appeared that the control of
powdery mildew by means of triazole application has failed also in this republic. Sometimes
it is very difficult to determine if the failure of chemical control arises from the presence of
resistant strains or of other factors. Therefore an expeditious preliminary method of testing
the sensitivity of E. graminis spp. isolates to triadimenol has been worked out and checked,
and preliminary investigations have been started. In principle this is a semiquantitative
method of floating leaf blade segments in a fungicide solution. By means of this test the
sensitivity of mixed samples of powdery mildew populations is determined in the given time
and space. EDg, was given by 0.1 ppm triadimenol and the evaluation consists in
a comparison of the size of sporulating pathogen-infected leaf area in individual variants with
the control. This test was found to be good with respect to the evaluation of the sensitivity of
E. graminis spp. subpopulations in the conditions of agricultural practice.
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1 VEDECKEHD ZIVOTA

VIII. MEZINARODN{ VIROLOGICKY KONGRES A 3. SETKANf MEZINARODN{
PRACOVN{ SKUPINY PRO VIROLIDY V RERLINE

VIII. mezinérodni virologicky kongres se konal ve dnech 26.-31. srpna 1990. Jednéani
kongresu probihalo v sdlech zdpadoberlinského veletrZniho kongresového centra. Zicastnilo
se ho pfibliZné 4 000 virologt z celého svéta, z toho bylo asi 500 rostlinnych virologu. Kongres
se konal pod patronaci panadr. Richarda von Weisziéckera,spolkového prezidenta
Spolkové republiky Némecko. Pfedsedou sckretaridtu kongresu byl prof. K. O. Haber-
'm e h 1 z Ustavu klinické a experimentélni virologie Svobodné univerzity Berlin. Prvni
mezindrodni virologicky kongres se konal v roce 1968 v Helsink4ch a od té doby se tato setkani
virologi konajf pravideln& kaZdé tfi roky. O nasi izolaci od sv&tové v&dy sv&d¥i skuteZnost, Ze
se v obdobi totalitniho reZimu Zidny &eskoslovensky rostlinny virolog tohoto kongresu
nezidastnil. Doufejme, Ze uast alespoii jednoho pracovnika na virologickém kongresu
v Berlin€ znamen4é obrat k lep§imu. VZdyt’ mezi témé&F péti sty rostlinnymi virology byli
i d¢astnici z rozvojovych zemi Asie a Afriky.

Jednéni VIII. mezindrodniho virologického kongresu probihalo ve spoleénych plenarnich
zasedénich, v sekcich a v posterovych sekcich. Plendrni zasedéni byla vénovana problematice
kédovéni genomi vird, membrénovym bilkovindm a imunité, expresi a regulaci retroidnich
viri, molekuldrnim zdkladim patogeneze chorob a ochrané proti virové infekci. Ze 24
pfednesenych referiti byly tfi vénovany rostlinné problematice.

Prof. H. L. Sdnger zMnichova hovofil na téma Viroidy, virusoidy a satelitni
ribonukleové kyseliny, dr. T. H o h n z Braziliec na téma Posttranskripéni regulace viru
mozaiky kvétiku a prof. R. N. Beachy ze St. Louis na téma Obalovy protein
zprostiedkujicf rezistenci proti virové infekci v transgennich rostlinnich. Jednoznaéné
z4véry méla pfednéska prof. Sdngera: Viroidy, virusoidy a satelitni ribonukleové kyseliny.
Tyto nejmensi rostlinné patogeny maiji Sest spoleéngch rysi:

1. Jsou spojeny s pfenosnymi onemocné&nimi vysSich rostlin.

2. Jejich jedine&né charakteristiky a jejich ekonomicky v§znam byly zjiStény teprve neddvno.

3. Jsou to jednopramenné cirkuldrni nebo linedrni molekuly RNK sloZené ze 200400
nukleotidi.

4. Jsou replikovdny mechanismem rotujiciho kruhu.

5. Mechanismus jejich patogenity neni je3té vyfesen.

6. Mohou byt povaZovany za Zijici fosily pfedbuné&ného svéta RNK.

Pokud jde o rozdily, viroidy, zndmé v sou€asnosti jako nejmensi patogeny jsou infek&ni
neenkapsidované a netranslatované ribonukleové kyseliny replikované enzymy hostitele.
Satelitni RNK jsou neinfekéni, replikaéné zévisli molekuldrni parazité pomocného viru,
v jehoZ obalovém proteinu jsou enkapsidovdny. Nékteré satelitni RNK maji viastnosti
podobné ribosomim a nékteré jsou schopné modulovat pfiznaky vyvolané jejich pomocnym
virem tak, Ze¢ mirnd onemocnéni méni na devastujici a naopak. Virusoidy jsou cirkularni
satelitni ribonukleové kyseliny.

DauleZitym poznatkem o uloze obalového proteinu proti virové infekci v transgennich
rostlindch je vicekrat potvrzené zjiSténi, Ze expresi genu kédujicich obalové proteiny
rostlinnych vird v transgennich rostlindch vzrusté rezistence k infekci virem, ze kterého byl
gen izolovén, a k virim bliZe pfibuznym.

ZviaStni sekce rostlinné virologii byla v&€novidna pfenosu rostlinnych viri vektory,
replikaci RNK rostlinngch virl, reakci hostitele na rostlinné viry, diagnéze a identifikaci
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rostlinngch vir, potyvirim - molekuldrni struktura a taxonomie, rostlinnym DNK virum,
geneticky Fizené rezistenci, satelitnim virim tropickjch kultur. Problematice viroidd
a sloZen{ jejich RNK byly v&novany piispévky v sekci molekuldrni biologie. Pro rostlinné
virology bylo rovnéZ vyznamné jednéni v sekci diagnostika, které se zabyvalo sondami
nukleové kyseliny v diagnéze, rychlou diagnézou virové infekce, syntetickfm peptidim
v diagnéze sloZek virové replikace. '

Ke kaZdému tématu sekce pro rostlinné viry bylo pfedneseno osm referati. Prezentované
vysledky v§znamné posunuly vpfed stav védeckého poznéni v rAmci jednotlivych témat. Na
useku diagnézy a identifikace rostlinnych vira dr. T. A. Jones et al. (Velka Britinie)
referovali o citlivé metodé detekce izolath viru zdpadni Zloutenky fepy a viru mirného
Zloutnuti fepy v rostlinich fepy, fepky a Montia perfoliata zaloZené na polymerazové fetézové
reakci (polymerase chain reaction - PCR). Metoda je mnohem citlivéj$i neZ hybridizace
(DNK sonda) nebo ELISA a ISEM. Tato metoda je nejnovéjsi generaci diagnostického testu,
vypracovaného v poslednich dvou letech. Jedna se o jedno z prvnich pouZiti PCR v diagnéze
rostlinnych virli. Metodu jako prvni rozpracoval pro diagnézu rostlinnych patogenu dr.
A. Hadidi (USA), ktery referoval o podmink4ch detekce viroidu jabloné (apple scar skin
viroid) pomoci PCR. Dr. H. Czosnek etal. (Izrael) informovali o rychlych diagnostickych
testech rostlinnych RNK tobamo a potyviri a ssDNK geminiviri pomoci radioaktivnich
a neradioaktivnich DNK sond. Dr. R. Dietzgen a dr. J. E. Thomas (Austrélie)
prokézali virovy piivod onemocnéni banana bunchy top, izolovali jedny z nejmensich virovych
¢astic (18 nm) obsahujici ssDNK a pfipravili specifické antisérum vhodné pro ELISA
stanoveni viru.

Na useku geneticky fizené rezistence zaujala informace, kterou pfednesli dr.
W. Kaniewski etal (fy Monsanto, USA), o rezistenci transgennich rostlin bramboru
odridy Russet Burbank k viru svinutky bramboru. Po umélé inokulaci rostlin msicemi
infikovanymi PLRV bylo infikovéno jen mélo rostlin a titr viru v infikovanych rostlinach byl
nizky. V transgennich rostlinich byl vyjddfen gen obalového proteinu PLRV. I nékteré dalsi
referdty obsahovaly vysledky pfipravy transgennich rostlin odolnych k viraim. Dr. Can -
dresse etal. (Francie) pfipravili transgenni rostliny tabaku s genem nepoviru (Grapevine
chrome mosaic virus), dr. P. Tien et al. (Cina) transgenni rostliny rajéete a tabaku odolné
k viru mozaiky okurky a ve Francii (dr. J. Kallerhoff etal.) pfipravuji transgenni rostliny
fepy rezistentni k rhizomanii.

V rdmci tématu reakce hostitele na rostlinné viry zaujaly vysledky, o nichZ referovali dr.
I. M. Hayese a dr. A. J. Maule (Velkd Britdnie), ktefi zjistili, Ze odpovédi
jednodéloZnich a dvoudéloZnich rostlin na systémovou infekci RNK je indukce
vysokomolarnich proteini. Tyto proteiny jsou spojené s membréanovou frakci. Dr. K. B.
Goldberg etal (USA) prokazali, e vyjadfeni genu viru mozaiky kvétdku nebo viru
mozaiky krtiéniku v transgennich rostlinich, které jsou systémovymi hostiteli viru, vede
k rezistenci téchto rostlin, zatimco transgenni rostliny, které nejsou systémovymi hostiteli
viru, byly virem infikovény.

Ve vyzkumu DNK viri prokézalidr. P. W. G. Chu etal. (Austrélie), Ze onemocnéni
substerranean clover stunt (SCS) je zpusobeno msicemi pfenosnym virem s &sticemi 19 nm
v priméru, obsahujicimi ssDNK. Byl tak potvrzen pfedpoklad, Ze SCSV reprezentuje novy
typ rostlinné DNK viru s genomem odli$né organizace od geminivira. Dr. Olszewski et
al. (USA) charakterizovali novou taxonomickou skupinu rostlinnych vira, badnaviry. Jejich
baciloformni &4stice obsahuji cirkuldrni dsDNK. Do této skupiny rostlinnych vira byly
zafazeny: commelina yellow mottle virus (CoYMYV), kalanchoe top spot virus (KISV)
a sugarcane bacilliform virus (ScBV). Dr. W. Rohd e et al. (NSR) charakterizovali
a purifikovali coconut foliar decay virus (CFDV). Prokézali, Ze CFDV je 20 nm ikosaedricky

93



Ochr. Rostl., 27,1991 (1): 9296

virus zpusobujici letdlni onemocnéni kokosové palmy ve Vanuatu. CFDV nemé Z4dnou
podobnost s gemini nebo caulimoviry a reprezentuje novou taxonomickou skupinu
rostlinngch virt. Dr. D. M. Bisaro etal (USA) zjistili, Z¢ tomato golden mosaic virus
(TGMYV) patii do skupiny geminiviri pfenaSenych molicemi, m4 genom rozdéleny mezi dvé
ssDNK sloZky, jejichZ pfitomnost je nutné pro infektivitu.

Na useku vyzkumu pfenosu rostlinngch viri vektory pouZilidr. R. W. Briddon et
al. (Velk4 Britdnie) chimérické viry ke zjiSt&ni specifi®nosti pfenosu gemivird molicemi
akfisi Dr. P. Waterhouse etal (Kanada) provedli molekuldrni analyzu geni
zodpovédnych za pfenos luteoviri - viru zakrslosti s6ji, viru svinutky bramboru a viru Zluté
zakrslosti jeémene mSicemiAulacorthum solani, Myzus persicae a Rhopalisiphum padi. Zdé se,
Ze pfenos je spojen s genem 22 kd obalového proteinu. Dr. T. Pirone etal. (USA) studovali
virové geny a genové produkty, které reguluji pfenos potyviri msicemi. Je zndmo, Ze mSice,
aby mohli pfenést potyviry, musi ziskat virus a virem kédovany protein - "pomocny
komponent", ktery je produkovdm v rostlinach infikovanych potyvirem. Srovnanim sekvenci
nukleotidu cistronit pomocného komponentu a obalového proteinu potyviri pfenosnych
miicemi a nepfenosnych msicemi zjistili rozdily v pozicich v jednom pfipadé dvou
aminokyselin a ve druhém pouze jedné aminokyseliny. Dalsi vyzkum povedou konstrukci
chimérickych genomu. Dr. T. Tamada etal. (Japonsko) studovali genetické determinanty
Pro patogenitu a pfenosnost houbou Polymyxa betae v RNK komponentech viru nekrotické
Zluté Zilkovitosti Fepy. Virové astice obsahuji étyfi nebo pét RNK komponent (7,1 kb, 4,8 kb,
1,85kb, 1,5 kb, zvent. 1,4 kb). Dvé& vét§i RNK jsou potfebné pro virovou infekci, zatimco mensi
druhy RNK se chovaji jako satelity. Jsou viak zodpov&dné za vyvoj choroby (rizomanie)
a utinnost pfenosu houbou.

Z vysledka dosaZenych na useku vizkumu molekuldrni struktury a taxonomie potyvird
zaujaly nésledujici pfispévky: dr. J. L. Riechmann etal. (Span&isko) pfipravili infekéni
in vitro transkripty z cDNK klonu viru Sarky Svestky. RNK geném viru 3arky Svestky byl
klonovén z plné délky cDNK (9 786 nt); dr. S. Kashiwazaki et al (Japonsko)
charakterizovali genom viru Zluté mozaiky jemene jako odli§ny od potyviru. Genom je
bipartijni, obsahuje ssRNK - 1,76 kb a ssRNK - 2, 3,6 kb. Virus je pfendsen houbou Polymyxa
graminis. Zna&né odlidnosti o organizaci genomu dokazuji, Ze virus Zluté mozaiky jeémene by
mél byt vylouden ze skupiny potyviri; dr. I. Uyeda et al. (Japonsko) prokézali znaénou
pribuznost sekvenci RNK viru Zluté zakrslosti jetele a viru Zluté mozaiky fazolu. Jedn4 se viak
o dva odli8né viry, které jsou si blizké v rdmci skupiny potyviri. Dr. C. W. Ward a dr.
D. D. Shukla (Austrélie) se zabyvali molekuldrnimi niklady pro taxonomii potyviru.
Vysledky novych metod jako cDNK hybridizace, sérologie &4sti obalovych proteini ziskanych
ofetfenim virovych &astic trypsinem nebo imunochemické analyzy s pouZitim syntetickych
peptida ukézaly, Ze status virus - kmen né€kterych potyviri musi byt znovu definovén, coZ si
vyZ4d4 zmény v nomenklatufe potyvira. Tento novy vyvoj si vyZidda pfehodnoceni starsi
literatury, tykajici se symptomatologie, kfiZové ochrany, morfologie cytoplazmatickych
inkluzi i sériologie.

Vyzkumem replikace RNK rostlinnych vira byly dosaZeny tyto nejduleZitéjsi vysledky: dr.
R. Kormelink etal (Nizozemsko) vypracovali replikaéni strategii genomu viru
bronzovitosti rajéete. Viriony tohoto viru jsou sférické 80-110 nm a obsahuji étyfi strukturalni
proteiny - nukleokapsiddrni protein, dva membranové glykoproteiny a velky protein ve spo-
jeni s nukleokapsidami. Genom viru se sklad4 ze tfi ssRNK molekul, které kéduji specifickym
zpisobem jednotlivé proteiny viru. Dr. M. E. Talianski a prof. J. G. Ata-
b e k o v (SSSR) zjistili, Z¢ pohyb viru v rostliné od buiiky k buiice je fizen urtitymi geny.
Transportni proteiny riznych rostlinnfch vira umoZiuji zafadit viry do nékolika
transportnich skupin. Transportni proteiny k6édované nepfibuznymi rostlinnymi viry jsou
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v mnoha pfipadech funkéné zaménitelné. Dr. R. J. Hayes a dr. K. W. Buck (Velk4
Brit4nie) provedli uplnou replikaci RNK viru mozaiky okurky in vitro. CMV mé genom tfi
ssRNK, které kéduji tfi nestrukturdlni proteiny. RNK 3 kéduje téZ obalovy protein, ktery je
vyjadfen prostfednictvim RNK4.Dr. J..C. Johnston etal. (Kanada) zjistili, Ze virus
nekrézy okurky (tombus virus) tvofi bifunkéni subgenovou RNK. Ta syntetizuje dva funkéni
proteiny, 20 a 21 kDa.

Vyzkum satelitnich vird se soustfedil pfedeviim na satelitni RNK viru mozaiky okurky,
viru nekrézy tabéku a nepoviry. Dr. M. A. Arande etal. (Spanéisko) zjistili rychlou evoluci
satelitni RNK viru mozaiky okurky béhem epidemie CMV na rajéatech a paprice v jiznim
Spanélsku na jafe 1989.Dr. D. E. Sleat a dr. P. Palukaitis (USA) lokalizovali
domény patogenity satelitni RNK viru mozaiky okurky. Dr.'J. I. Cooper etal. (Velkd
Briténie) zjistili, Ze pfitomnost RNK 3 a RNK 4 v &ésticich tfi izolatd viru mozaiky huseniku
je spojena s hydrovirulenci. Struktura a sekvence satelitni RNK viru latentni krouZkovitosti
jahodniku jsou odli$né od ostatnich satelitnich RNK nepoviri. Dr. X. Danthine etal.
(Belgie) urili Gplnou sekvenci nukleotida RNK satelitu SV 2 viru nekrézy tabéku. Prokazali
rozsdhlou homologii mezi strukturami RNK dvou sateliti TNV, SV-2 a STNV.

Velkého pokroku bylo dosaZeno i ve vjzkumu vira tropickych kultur. Napf. dr. R. M.
Harding etal (Austrilie) zjistili malou (1 kb) ssDNK v msicemi pfenosnym viru
bandnovniku, banana bunchy top virus. Virus pivodné zatfidény mezi luteoviry ma
izometrické viriony20nm.Dr. B. E. L. Lockhart adr. N. E. Olszewski (USA)
referovali o dSDNK baciliformnich virech tropickych kultur. Do nové skupiny badnaviri bylo
zafazeno 13 moZngch &lend, dsDNK genom byl potvrzen v sedmi pfipadech. Cty¥i badnaviry
jsou pfenosné Eervci, rice tungro bacilliform virus je pfendSen kfisy. TH badnaviry jsou
pienosné semenem. Badnaviry se vyskytuji pfedeviim na kakaovniku, ban4novniku, titiné
cukrové, sladkém bramboru a kolokasii jedlé. Dr. R. Hull et al. (Velk4 Britinie) provedli
molekuldrni charakterizaci dvou vira komplexni choroby ryZe - rice tungro. Rice tungro
spherical virus (RTSV) je pfenosny kfisy a zpusobuje slabé priznaky, zatimco rice tungro
bacilliform virus (RTBV) zpusobuje silné pfiznaky, ale sdm neni pfenosny kfisy. RTBV je
pfenésen kfisy jen spoledné s RTSV a pak vyvolévaji téZkou chorobu. RTSV ¢&4stice obsahuji
dva, mozn4 tfi druhy polypeptidi a ssRNKca10 kb.Dr. D. D. Shukla et al. (Austrélie,
USA) provedli identifikaci a klasifikaci potyviru infikujicich tropické kultury. Podle jejich
vysledku navrhuji, Ze azuki bean mosaic, bean common mosaic NY 15, blackeye cowpea
mosaic, peanut blotch, peanut mild moottle, peanut stripe 3 Soybean - PM, PN, 74 jsou kmeny
jednoho viru. Naproti tomu odli$né potyviry by mély byt bean mosaic common, bean yellow
mosaic, blackeye cowpea mosaic, clover yellow vein, cowpea aphid-borne mosaic, pea mosaic,
peanut mottle a soybean mosaic. Dr. A. C. de Avila et al. (Nizozemsko) referovali
o vyskytu, diferenciaci a detekci izolata viru bronzovitosti rajéete. Tento virus bude moZné
jako prvni z rostlinnych viri zafazen do rodu Bunyaviridae, pfenaSeného €lenovci. Virus je
pfenasen tfisn&nkami a infikuje na 50 botanickych rodi a vice neZ 400 druhi rostlin. PouZitim
* ELISA bylo moZné zafadit 20 izolati TSWV do tfi hlavnich skupin.

Soulasny stav vjzkumu virodii byl prezentovdn osmi referity, které se zabyvaly
pfedeviim autoreprodukci RNK viroidu, ale i detekci sekvenci nukleotidii viroida. Dr. H .
Puchta aprof. H. L. Sédnger (§vycarsko, SRN) demostrovali in vivo rekombinaci
RNK mezi viroidy na pfikladu viroidu citrus exocortis, bop stunt a citrus viroid IV
vyskytujicich se vnékterych odrudéch grapefruitu vIzraeli. Dr. R. P. Singh etal. (Kanada)
zkoumali moZnou in vivo enkapsidaci viroidu vietenovivtosti hliz bramboru ¢ésticemi Y viru
bramboru. Dr. D. Hanold dr. J. W. Randles (Austrélie) zjistili v kokosovych
a olejovych palméch a dalSich jednodé€loZnych rostlinich v oblasti Pacifiku pfitomnost malych
cirkuldrnich molekul RNK se sekvencemi nukleotidu pfibuznymi coconut cadang-cadang
viroidu (CCCVd). Tento viroid zpisobuje letdlni onemocnéni kokosové palmy v centrélnich
Filipinach, kde odumfelo asi 30 miliéni palem. Zpasob pfenosu onemocnéni a moZnosti
ochrany nejsou dosud zndmy. Existuje tedy urfitd hrozba podobného onemocnéni rostlin
i v dalsich oblastech Pacifiku.
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Dalsi vysledky vyzkumu viroida byly prezentovdny na tietim setkdni Mezindrodni
pracovni skupiny pro viroidy, které se konalo v pfedveter VIII. mezindrodniho virologického
kongresu. Na sympoziu bylo pfedneseno 22 referatu a prezentovano 14 posteru. Vétsina
prispévku byla vénovéna charakterizaci molekularni struktury viroidi, dal$i mechanismu
autoreprodukce viroidii, modelu patogeneze viroidi, transformaci rostlin cDNK viroidi,
novym viroidim a jejich klasifikaci, pivodu viroidi. Pro nés zajimavy byl pfispévek dr.
Barbary z Velké Britinie o roziifeni latentniho viroidu chmele v anglickych chmelnicich.
Vzhledem k tomu, Ze byla prozkouména molekuldrni struktura cirkuldrni RNK vétSiny
viroidu, bylo moZné vypracovat taxonomickou charakteristiku viroidu, zaloZenou na jejich
predpokladané evoluci. Viroidy byly rozdéleny do ti skupin.

I. skupina - apple skar skin viroidu: apple scar skin viroid (ASSVd), Australian
grapevine viroid (AGVd), grapevine yellow spedle viroid (GYSVd).

II. skupina - potato spindle tuber viroidu: potato spindle tuber viroid (PSTVd), citrus
exocortis viroid (CEVd), hop stunt viroid (HSVd), hop latent viroid (HLVd), coconut
cadang-cadang viroid (CCCVd), coconut tinangaja viroid (CTiVd), tomato apical stundt
viroid (TASVd), tomato plants machoviroid (TPMVd), chryzanthenum stunt viroid (CSVd).

III. skupina - avocado sun blotch viroidu: avocado sun blotch viroid (ASBVd), Cassava
stund viroid (CaSVd).

Déle byly vysledky vyzkumu rostlinnych vira a viroida prezentovany v deseti sekcich
posteru: diagnéza a identifikace virov§ch chorob rostlin - 57 prezentaci, mezi nimi i poster
ing. J. Polaka: Priprava antiséra a detekce latentni krouzkovitosti jahodniku v révé
vinné a chmelu pomocf ELISA v Ceskoslovensku; geneticky fizen4 rezistence - 24 prispév-
ku; hostitelské reakce na rostlinné viry - 36; rostlinné DNK viry - 25; pfenos rostlinnych viru
vektory - 12; potyviry - molekuldrni struktura a taxonomie - 22; replikace RNK rostlinnych
viri - 49; satelitni viry - 21; viry tropickych kultur - 15 posteru; viroidy a formovéni jejich RNK
- 11 posteru.

'Nejvétsiho pokroku bylo dosaZeno na useku molekuldrniho mapovéni rostlinnych vira
aviroidu, kde jsou dnes zndmy kompletni sekvence RNK i DNK fady rostlinnych vira vétSiny
taxonomickych skupin a téméf viech viroidu, na useku genetického fizeni rezistence rostlin
k virim, kde byly do genomu rostlin zabudovény &ésti obalovych proteini nékolika vira
a ziskdny transgenni rostliny odolné k virové infekci. Transgenni rostliny jsou ziroven
okamZité zavadény do péstitelské praxe. Na useku v§zkumu reakce hostitele na virovou
infekci byla zji§téna indukce vysokomoldrniho proteinu kédovaného hostitelskou RNK.
Velkého pokroku bylo dosaZeno ve vyzkumu rostlinnych vira obsahujicich DNK, které jsou
dnes jiZ rozdéleny do &ty taxonomickych skupin: caulimoviry a badnaviry obsahujici dssDNK,

‘geminiviry s bipartitnim ssDNK, malé izometrické viry (cca 19 nm) obsahujici cirkularni
ssDNK, reprezentované virem zakrslosti jetele. MnoZstvi novych poznatku bylo ziskéno pfi
vyzkumu molekuldrni strukturysatelitnich virii. Ve vjzkumu pfenosu rostlinnych viri vektory
byly identifikoviny geny odpovédné na pfesnost viru vektorem.

Zakladni vyzkum rostlinné virologie pfedevdim na molekuldrni irovni se rozviji
zévratnym lempem a jeho vysledky se rychle promitaji do strategickych sméri aplikovaného
vyzkumu a zemédélské praxe. Nase odtrZeni od zdpadniho svéta se v soutasnosti projevuje
velmi negativn& ve vjzkumu i praxi. Souvisi to i se skutetnosti, ¢ Ceskoslovensko nemé
zékladni vjzkum rostlinné virologie. Na pracoviftich CSAV se fesi problematika
strategického a aplikovaného vyzkumu, jak o tom sv&€d¢i dosahované vysledky a vystupy.
V diagonéle zaostiavime o dvé generace diagnostickych prostiedka a od zadatku 70. let
ztrdcime kontakt se svétovou urovni. V ostatnich v&dnich disciplindch ochrany rostlin je na
useku diagn6zy situace jesté horsi. Chybi nim pfedeviim ekonomické, materialni zdzemi pro
rozvoj védy (paradox materialistické spolefnosti) a osobni kontakty se Spitkovymi védci
a pracovisti.

Ing. Jaroslav Poldk, CSc.
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