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THE DIAGNOSIS OF Phytophthora sp. BY POLYCLONAL 
ANTIBODIES - OBSERVATION OF ANTIBODIES SPECIFICITY

Jiřina KRÁTKÁ, Blanka KYNĚROVÁ, Světlana SÝKOROVÁ, Marta PODANÁ

Research Institute of Crop Production - Department of Mycology, Prague, 
Czech Republic

Abstract: Specificity and sensitivity of polyclonal antibodies prepared after 
immunization of rabbits with antigens (extracted from mycelial mats of Phy­
tophthora nicotianae var. nicotianae - PNN) were studied. Antisera and IgG 
were suitable to detect other Phytophthora spp., i.e. P. cinnamomi, P. cactorum, 
P. cryptogea, and P. fragariae; differences between the species were quantitati­
ve. The specificity of polyclonal antibodies was increased with saturation of IgG 
with antigens. There was no increase of polyclonal antibodies specificity and 
sensitivity after immunization of rabbits with purified PNN antigen or a fraction 
of proteins. Nor was there a cross-reaction of апй-PNN IgG with antigens of 
Fusarium oxysporum,Pythium oligandrum, P. ultimum, and Clavibacter michi- 
ganensis subsp. michiganensis (tomato isolates). Reactions of antisera and IgG 
with antigens were evaluated by agar double diffusion and ELISA.

polyclonal antibodies; specificity; Phytophthora nicotianae var. nicotianae;
P. cinnamomi; P. cryptogea; P. cactorum; P. fragariae; cross-reactions

The preparation of antibodies and their utilization for the diagnosis ofphy- 
topathogenic fungi have been studied intensively in the last decades. Some 
difficulties in the serodiagnostics of microorganisms with a complicated me­
tabolism can be reduced by:
- specific purification of the extracted antigens;
- preparation and utilization of highly specific polyclonal or monoclonal 

antibodies;
- use of sensitive immunochemical methods which have been still develo­

ped in reserarch laboratories of the world.
Immunochemical tests belong to the system of methods that detect phyto­

pathogenic fungi on the basis of explicit parameters. They are a fundamental
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premise for standard evaluation of the health state of plants and for the qua­
lity of agricultural products.

After having reported on the preparation and characteristics of antigens 
(Krátká et al., 1995), the aim of the present publication was to evaluate the 
utilization and specificity of polyclonal antibodies for the determination of 
Phytophthora spp.

MATERIAL AND METHODS

Antigens were prepared from mycelial mats of Phytophthora spp. (nicotia- 
nae var. nicotianae - PNN, cryptogea - PCR, cinnamomi - PCI, cactorum 
- PCA,fragariae - PFRY Mycelium was grown on Hohl's or Erwin-Katz- 
nelsen’s liquid medium. Antigens for the experiments were used unpurified 
and purified (Krátká et al., 1995). The specificity of antigens was increa­
sed by purification (Amouzou-Alladay e etal., 1988), and separation of 
proteins according to molecular weight (Laemmli, 1970). Permeatic gel 
filtration on Sephadex G 100, and extraction of parts of gels in PBS after 
electrophoresis of proteins (Sýkorová, Hadačová, 1992; Krátká et 
al., 1995) were used. The electro-elution was not used for protein extraction 
after electrophoresis.

Intramuscular immunization of rabbits (race Činčila velká) was applied 
with unpurified and purified PNN antigen, PCR antigen or PCI antigen (two 
rabbits for one antigen). Injection schedule: day 1 (with Freund’s complete 
adjuvant), 14,21, 28 (all with incomplete adjuvant), 35 (booster). Concentra­
tion of proteins per dose 5 mg/ml in all cases. Blood was sampled three 
times, in weekly intervals.

Reproduction of the quality of antisera (anti-) was evaluated by comparing 
the reactions of anti-PATV with senim from rabbits before immunization (i.e. 
control), and a comparison of the reactions of polyclonal antibodies for each 
rabbit separately. The specificity of anti-PNN was increased by immuni­
zing rabbits with purified antigen, saturating with purified PCR antigen, 
and immunizing rabbits with protein fractions of purified PNN antigen: 
Mr < 45 kDa (Fl), 45 kDa > Mr < 67 kDa (F2), Mr > 67 Юа (F3). Electropho­
resis and permeatic gel filtration were used. IgG was prepared by permeatic 
gel filtration on DEAE-cellulose. Reactions of PNN antigen, PCR antigen,
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PCI antigen and PCA antigen with antisera were evaluated by agar double 
diffusion according to Ouchterlony (1968). Reactions of these antigens 
with IgG were evaluated by agar double diffusion and by ELISA.

Cross-reactions of anü-PNN, anü-PCR and anti-PCI were evaluated by 
testing tomato isolates against antigens of Fusarium oxysporum (FO), 
Pythium oligandrum (PO), Pythium ultimum (PU) and Clavibacter michiga- 
nensis subsp. michiganensis ICMMY The protein content was determined 
according to Lawry etal. (1951). Indirect ELISA was performed in polyvi­
nyl 96-microtitre plates (GAMA) and included the following steps:
1. coating of the antigen in a carbonate buffer pH 9,6 overnight at 4 °C or 3 h 

at 37 °C (100 pl per well);
2. three 5-min washings with washing buffer (PBS-Tween 20);
3. blocking with blocking buffer (0,2% bovine serum albumin (BS A) in was­

hing buffer) 30 min at 37 °C (200 pl per well);
4. three 5-min washings with washing buffer;
5. incubation with anti-PW IgG (1 pg/ml) in blocking buffer for 3 hat 37 °C 

(100 pl per well);
6. three 5-min washings with washing buffer;
7. incubation with sheep anti-rabbit IgG coupled with alkaline phosphatase 

250 mU (Boehringer Mannheim GmbH) in blocking buffer for 3 h at 37°C 
(100 pl per well);

8. three 5-min washings with washing buffer;
9. incubation with p-nitrophenylphosphate (1 mg/ml) in diethanolamine buf­

fer pH 9,8 for 1 h at room temperature (100 pl per well);
10. stop reactions by addition of 50 pl of 3M NaOH to each well.
The absorbance was measured with an automatic reader (Dynatech) at 405 run.

RESULTS AND DISCUSSION

Identification of the genus Phytophthora

a. Agar double diffusion tests
The anti-PCP was the most specific test (immunization of rabbits with 

unpurified antigen). Reaction with unpurified PCR antigen was best, whe­
reas reaction with unpurified PCI antigen was very low. Anti-PCP did not
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react with any other antigen (Table I). The specificity of anti-PAW was low. 
It reacted with all prepared antigens of the genus Phytophthora (Table I). The 
titre of antisera ranged from 1/4 to 1/16.

I. Reactions of antisera with antigens (agar double diffusion)

Antigen
Antis enim

AO Al A2 A3 A4

PNN
purified 0 XXX XX 0 XXX .

inpurified 0 XXX XX 0 XXX

PCI
purified 0 XX XXX 0 XX

inpurified 0 XX XXX X XX

PCA
purified 0 X X 0 XX

inpurified 0 X X 0 XX

PCR
purified 0 X 0 XXX X

inpurified 0 0 0 XX X

PFR purified 0 X XX 0 XXX

FO unpurified 0 0 0 0 0

PU inpurified 0 0 0 0 0

PO inpurified 0 0 0 0 0

CMM inpurified 0

AO - serum from unimmunized rabbit
Al - antibodies against inpurified PNN antigen (anti-PMV)
A2 - antibodies against inpurified PCI antigen (anti-PC/)
A3 - antibodies against inpurified PCR antigen (anti-PCP)
A4 - antibodies against purified PNN antigen (anti-PAW)
xxx - strong reaction
xx - middle reaction 
x - weak reaction 
0 - no reaction

Positive reactions of anti-PMV IgG with antigens of the genus Phytophtho­
ra were determined: IgG concentration 20 g/ml, and protein concentration in 
antigens 3-4 g/ml. The concentrations of IgG and antigens in this test were 
106 times higher than concentrations of these reagents in ELISA.
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b. Immunochemical tests
The two immunoenzymatic methods were used for the identification of 

Phytophthora sp. in pure cultures. DAS-ELISA was less specific for de­
tection of the fungus. Reactions of IgG with purified antigens of the genus 
Phytophthora were successfully tested by indirect ELISA (Fig. 1). Optimal

pro tenis [pg/mlj

1. Reactions of anti-PNN IgG with purified antigens of Phytophthora genus

concentrations were determined as follows: anü-PNN IgG 1 pg/ml, anti­
rabbit IgG coupled with alkaline phosphatase 250 mU, concentration of pro­
teins in antigens from 1 pg/ml. Anti-PW IgG reacted with all antigens 
prepared from Phytophthora sp. The differences were quantitative. The lo­
west positive absoibance was determined on the basis of both reactions - immu­
nized and unimmunized rabbits (Fig. 2).

Increase of antiserum specificity

The specificity of anti-PMV was increased after saturation with PCR anti­
gen, while sensitivity decreased (Fig. 3). Specificity of anti-PMV after immu­
nization of rabbits with purified PNN antigen was lower than after
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2. Reactions of anü-PNN IgG in comparison with reactions of IgG from unimmunized rabbit

immunization with unpurified PNN antigen. The best immunization of 
rabbits was achieved with the fraction of proteins of a molecular weight 
higher than 67 kDa (Fig. 4). The proteins separated by permeatic gel filtra­
tion on Sephadex G 100 were suitable for immunization of rabbits. Extracts 
from gels after electrophoresis of proteins in immunization of rabbits were 
not successful.

3. Comparison of reactions of saturated versus unsaturated anti-PAWIgG
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4. Reactions of purified PNN antigen with various IgG. F-protein fraction

Cross-reactions

There were no cross-reactions of anti-PAW IgG with antigens from fungi 
and a bacterium isolated from tomato (PO antigen, PU antigen, FO antigen 
and CMM antigen) (Fig. 5).

proteins [pg/ml]

5. Cross-reactions of anü-PNN IgG
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From the results we draw the following conclusions:
- Polyclonal antibodies were suitable for detection of the Phytophthora ge­

nus; differences between species were quantitative. Similar results were 
achieved by other authors (Dewey etal., 1991).

- There was no increase of antiserum specificity and sensitivity after immu­
nization of rabbits with purified PNN antigen or a fraction of proteins.

- The specificity of anti-PTWV was increased after saturation with antigens 
from another species of the genus Phytophthora.

- There were no cross-reactions of anti-PW IgG with antigens of Fusarium 
oxysporum, Pythium oligandrum, P ultimum and Clavibacter michiganc- 
nesis subsp. michiganenesis (tomato isolates).

The determination of negative control and limitation of positive reactions 
will be demonstrated in a further publication (The diagnosis of Phytophthora 
sp. by polyclonal antibodies - detection of pathogen in plants).
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Diagnostika Phytophthora sp. pomocí polyklonálních protilátek 
- sledování specifičnosti protilátek

Byly připraveny polyklonální protilátky pro diagnostiku Phytophthora sp. 
a byla sledována jejich specifičnost a citlivost. Laboratorní králíci byli imuni­
zováni antigeny, které byly extrahovány z Phytophthora nicotianae var. nico­
tianae (PNNy Získaná antiséra a IgG byly vhodné к detekci hub rodu 
Phytophthora (P. cinnamomi, P. cactorum, P. cryptogea, P. jragariaey Rozdíly 
mezi jednotlivými druhy byly kvantitativní. Specifičnost polyklonálních proti­
látek byla zvýšena vysycením antigeny. Imunizace králíků čištěným PNN anti­
genem a proteinovými frakcemi neovlivnila zvýšení specifičnosti ani citlivosti 
protilátek. Nebyly zjištěny křížové reakce IgG s antigeny připravenými 
z dalších izolátů rajčete - fusarium oxysporum, Pythium oligandrum, Pythium 
ultimum a Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis. Reakce antisér 
a IgG byly hodnoceny dvojitou radiální difúzí v gelu a ELISA.

polyklonální protilátky; specifičnost; Phytophthora nicotianae var. nicotianae; 
P. cinnamomi; P. cryptogea; P. cactorum; P. fragariae; křížové reakce

Contact address:

RNDr. Jiřina Krátká, DrSc., Výzkumný ústav rostlinné výroby,
161 06 Praha-Ruzyně, Česká republika, tel.: + 42 2 36 08 51, fax: + 42 2 36 52 28
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VIRULENCE OF SLOVAK WHEAT LEAF RUST POPULATION 
OF 1995 ON TWENTY NEAR-ISOGENIC LINES 

WITH DIFFERENT Lr GENES

Pavel BÄRTOS, JosefHUSZÁR2

Research Institute of Crop Production -Division of Genetics and Plant Breeding, 
Prague, Czech Republic;

2Research Institute of Plant Production, Piešťany, Slovak Republic

Abstract: The reactions to single pustule isolates of wheat leaf rust collected in 
1995 at 16 localities in Slovakia were tested on near-isogenic lines of cv. 
Thatcher possessing Lrl, Lr2a, Lr2b, Lr2c, Lr3, Lr3bg, Lr3ka, Lr9, LrlO, Lrll, 
Lrl5, Lrl6, Lrl7, Lrl9, Lr21, Lr23, Lr24, Lr26, Lr28 and Lr30. Resistance 
genes Lr9, Lrl 9, Lr24 and Lr28 were effective to all isolates. Ineffective to all 
isolates were genes Lr2c, Lrll, Lrl6, Lr21 and Lr23. Genes Lrl and Lr2a 
conferred resistance to tire majority of isolates. On standard differentials 59 rust 
samples were tested. Out of these, 86% were identified as race 61 SaBa, and 10% 
as race 12SaBa. Races 14 and 77 SaBa were represented each by one isolate. No 
novel races were found. However, novel is virulence on cv. Soldur (Г durum) 
found in two samples of races 61 SaBa and 14. Seven of the advanced lines tested 
in Slovak State Trials in 1995 are postulated to possess Lr3, one line Lr26 and 
three lines have probably other genes for leaf rust resistance. Only one line, 
RA-33, displayed medium resistance to all tested races. Out of the cultivars re­
gistered in 1995, Astella, Rada and Solida seem to possess Lr3, while Sana has 
Lr26 and another unidentified gene.

wheat leaf rust; pathotypes; Lr near-isogenic lines; registered cultivars; Slovakia

Application of near-isogenic lines (NILs) possessing various Lr-genes is 
becoming the most common procedure for analyses of wheat leaf nist popu­
lations. The advantage of NILs as differentials is their almost identical gene­
tic background and that the results obtained offer the possibility to select 
directly genes prospective for resistance breeding.

Our paper describes reactions of wheat leaf rust isolates, collected in 1995 
from various parts of Slovakia, on 20 NILs agreed upon for the differentia­
tion of pathotypes within the framework of COST 817 project “Population
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studies of airborne pathogens on cereals as a means of improving strategies 
for disease control“ in which Slovakia participates.

Results of 1995 race survey on standard differentials as well as reactions of 
the winter wheat cultivars registered in Slovakia and of advanced lines to 
important leaf rust races are also included. Data presented in this contribu­
tion can be useful for wheat breeding for leaf rust resistance, for re­
commendations of suitable cultivars for areas endangered by leaf rust, or for 
predicting the necessity of chemical control.

MATERIALS AND METHODS

Twenty NILs of the cv. Thatcher possessing Lr genes listed in Table I were 
used for testing single-pustule isolates of wheat leaf rust. Seed of the NILs 
was obtained by courtesy of Dr. J. Kolmer, Agriculture and AgriFood Cana­
da, Cereal Research Centre, Winnipeg. Field samples of leaf rust originated 
from varietal trials or from wheat fields. The susceptible cultivar Diana was 
inoculated with each field sample, single pustule isolates were taken and 
increased on the same cultivar. Some field samples, represented by one to 
two infected leaves, were also tested on eight standard differentials and on 
the cv. Salzmünder Bartweizen. Virulence on this cultivar is designated by 
the suffix SaBa. Temperature in tlie greenhouse varied between 15-25 °C. 
Infection types were evaluated 14 days after the inoculation according to 
Stakman et al. (1962). Race numbers were recorded according to 
Johnston and Вrowder (1966).

Registered cultivars and advanced lines were tested at the seedling stage 
under similar greenhouse conditions. Seed originated from the Central Insti­
tute for Agricultural Supervisions and Testing, Želiezovce and Praha-Sedlec.

RESULTS AND DISCUSSION

Six pathotypes were differentiated on tlie 20 NILs (Table I). For all of them 
avirulence on Lr9, Lrl9, Lr24 and Lr28 was characteristic. These genes are 
derived from Triticum umbellulatum (Lr9\ Thinopyrum ponticum (Lrl9 and 
Lr24), and Triticum speltoides (Lr28). In previous tests (Bartoš et al., 
1992) genes Lr9, Lrl9, Lr24, Lr28 and also Lr29 (the last one was not tested 
in the present tests) were effective to all leaf rust isolates. Virulences on Lr9,
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I. Reactions of wheat rust isolates on Lr near-isogenic lines

NILs
Leaf rust pathotypes

A В C D E F

Lrl 0; 4
Lr2a ;1 ;1 3 i

Lr2b ;i-2 ;i-2 2+ 4 ;1 4

Lr2c 3 3 4 4 3 4

Lr3 4 4 . 4 4 ;1 4

Lr3bg 4 4 4 4 ;i-2 4

Lr3ka 4 4 4 4 ;1 4

Lr9 0; 0; 0; 0;
LrlO 3 ;1 ;i-2+ 3 4 4

Lrll 4 3 4 4 3 4

Lrl5 4 4 ;1 4
Lrl 6 4 4 4 4 4 4

Lrl 7 4 4 3 4 ;1 4

Lrl 9 0; 0;
Lr21 4 4 4 4 4 4

Lr23 4 4 4 4 4 4

Lr24 2 ;1 ;i-2 2 ;1

Lr26 4 4 4 4 4

Lr28 0;
Lr30 4 4 4 4 2 4

A - conformed to race 61SaBa; found at Beluša, Trebišov, Vígfaš, Želiezovce, Radošina, Vefké 
Ripňany, Špačince, Michalovce, Vefky Meder, Piešťany, Borovce, Rimavská Sobota, Malý 
Šariš, Báhoň ■

В - conformed to race 61SaBa; found at Haniska
C - conformed to race 61SaBa; found at Sládkovičovo
D - conformed to race 12SaBa; found at Báhoň
E - conformed to race 14; found at Želiezovce
F - conformed to race 77SaBa; found at Želiezovce

Lrl9, Lr24 and Lr28 seem to be rare in Europe. However, the effectiveness 
of Lr9 broke down soon after introduction into commercial cultivars in the 
USA (McIntosh et al., 1995). The same happened recently in the Volga
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region of Russia with Lrl9 (Krupnov, personal conununication). As is 
shown on Table I, genes Lrl and Lr2a confer resistance to the large majority 
of isolates. Only isolates belonging to race 77SaBa overcome both these 
genes. On the other hand, all isolates were virulent on Lrl6, Lr21 and Lr23. 
Lr30 showed a resistant reaction only to race 14. The medium resistance 
found of Lrll turned to susceptibility under a higher greenhouse temperatu­
re. Isolates belonging to tlie same standard race 61 SaBa could be differentia­
ted further into three groups by the reactions on LrlO and Lrl5. X similar 
differentiation can be expected of other races if they had been found in 
higher numbers. In Germany, Kröcher et al. (1992) determined 212 va­
rious combinations of virulences and avirulences in 408 single pustule isola­
tes on 22 NILs. In 1995 Park (personal communication) determined only 53 
pathotypes on 20 NILs from 850 isolates collected in seven European 
countries.

Results of the 1995 race survey are summarized on Table II. Table III 
shows the reactions of the determined races on standard differentials and on 
the cv. Salzmünder Bartweizen. Out of 59 tested samples 51 (= 86%) were 
identified as race 61SaBa, 6 samples (= 10%) as race 12SaBa. Each of races 
14 and 77SaBa were represented by one isolate. Out of the 51 samples deter­
mined as race 61 SaBa 19 were leaf samples, out of the 6 samples determined 
as race 12SaBa one was a leaf sample. All other determinations were based 
on single pustule isolates .

II. Leaf rust races determined in 1995

1 Race Number of samples % Number of localities %
I 61 SaBa 51 86 20 100

12SaBa 6 10 4 20

14 1 2 1 5 h

J 77SaBa 1 2 1 5 1

The high frequency of race 61 SaBa corresponds with the high frequency of 
the same race in the previous year (Bartoš, Huszár, 1996). While race 
12SaBa was not found in 1994, it occurred in the Czech Republic in 1995 
(Bartoš et al. 1996). Race 14 has been found in former Czechoslovakia
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III. Reactions of determined races on standard differentials and cv. Salzmünder Bartweizen

Standard differentials
Races \

61SaBa 12SaBa 14 77SaBa
MalakofÄr? 0; 0; 4

Carina Lr2h+B ;1 3- ;1 4

Brevit Lr2c+B 3- 3 3- 3

Webster Lr2a 0; 4

Loros Lr2c 3- 3- 3- 4 .

Mediterranean Lr3a 4 3 0; 4

Hussar Lrll 3 3 3- 3

Democrat Lr3a 4 3 0; 4

Salzmünder Bartweizen Lr26 4 3 0; 4 1

since the sixties (Bartoš et. al., 1980). Similarities between the races found 
in Slovakia and some other European countries were described in our earlier 
paper (Bartoš, Huszár, 1996). Races found in Slovakia are comparable 
to some pathotypes found in 1995 by Park (personal communication). Park 
found that the most frequent four combinations of virulence conformed to 
races 14, 14SaBa, 61 and 61SaBa. An isolate conformed to race 77SaBa was 
found by him only in Austria.

On Table IV the geographic origin of the leaf rust samples is listed. Data 
marked with x were obtained from leaf samples, all other from single pustule 
isolates. The most common race 61SaBa was found at all 40 locations where 
samples were collected.

Whereas no novel combinations of virulences were detected on the 
standard differentials, a novel virulence to cv. Soldur (T durum) was found. 
Such a virulence has never been revealed in the leaf rust samples we have 
analyzed till now. It was determined in the samples from Sládkovičovo and 
Želiezovce, both collected from the cv. Soldur, in the races 61SaBa and 14, 
respectively. The sample from Želiezovce showed a slightly higher infection 
type (IT3-4) than from Sládkovičovo (IT 3-). Mutation for virulence to 
Soldur in the race 61SaBa could have been expected as it is the most wi­
despread race, whereas virulence in the race 14 is surprising. However, when
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IV. Geographic origin of leaf rust samples

District Locality Cultivar Race

Bratislava Báhoň Bruta 61SaBa

Solida 12SaBa

Barbara 12SaBax, 61SaBax

Trnava Borovce Hana 61SaBa

Tritikale 61SaBax, 12SaBa

Ilona 61SaBa

Trnava Piešťany Bruta 61SaBax

Vega 61SaBa, 61SaBax

Topofčany Radošina Sparta x Fundulea 61SaBa

Galan ta Sládkovičovo Soldur 61SaBa, 12SaBa

Barbara 61SaBa,61SaBax

Tritikale 61SaBax, 12SaBa

Považská Bystrica Beluša - 61SaBa

Poprad Spišská Bělá Hana 61SaBa, 61SaBax

Livia 61SaBa,61SaBax

Bruta 61SaBax

Levice Želiezovce Hana 61SaBa

Soldur 14

Vlada 77SaBa

Zvolen Vígfaš Bruta 61SaBa !

Hana 61SaBa

Simona 61SaBa

Viginta 61SaBa

Torysa 61SaBax

Košice Haniska Hana 61SaBa

Danubia 61SaBax

Samanta 61SaBax

Torysa 6ISaBa, 61SaBax

- 61SaBa

Košice Šaca - 61SaBax 1
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Table IV to be continued

District Locality Cultivar Race
Prešov Malý Šariš Hana 61SaBa

Blava 61SaBa
Michalovce Michalovce Hana 61SaBa

Sam an ta 61SaBa
Rimavská Sobota Rimavská Sobota Sam an ta 61SaBa
Spišská Nová Ves Spišské Vlachy Samanta 61SaBax

Torysa 61SaBax .
Trebišov Trebišov Lívia 61SaBa

Hana 61SaBa

Dunajská Středa VeFký Meder Viginta 61SaBa

Sana 61SaBa

Hana 61SaBax

ТороГёапу Vefké Ripňany Lívia 61SaBa

Samanta 61SaBax, 61SaBa, 12SaBa

Trnava Špačince Hana 61SaBa

Martin Bodorová Samanta 61SaBa,61SaBax

xleaf sample analyzed

the virulent isolate of race 14 was increased on cv. Soldur, isolates virulent 
on Lr3 and avirulent on Lrll were detected, but unfortunately these were 
lost for further studies that could have shown whether genetic unstability or 
contamination was involved. By courtesy of Dr. Park reaction of Soldur was 
tested to one isolate from France specialized to attack T durum but Soldur 
proved resistant.

Advanced wheat lines from the state trials were tested with races 61SaBa, 
14, 77SaBa and 14SaBa. The results summarized on Table V, show that none 
of the advanced lines is resistant to the most common race 61SaBa; only line 
RA-33 displays medium resistance or intermediate reaction to all four used 
leaf rust isolates. Limited experimental data allow only preliminary conclu­
sions on resistance genes carried by advanced lines that are resistant to race 
14 (line TR-1580) or both races 14 and 14SaBa (lines SO-1441, BR-458,

257



Ochr. Rostl., 32,1996 (4): 251-261

V. Reactions of advanced lines of winter wheat from the Slovak State Varietal Trials (1995)

Reaction to race (isolate) Postulated 
Lr genes14(333) 14SaBa(600) 61SaBa(628) 77SaBa(1447)

1 BR-456 0; 0; 4 4 Lr3

BR-442 0; 0 4 4 Lr3

SO-841 0;(3) 0 4 4 4 Lr3

SO 1441 0; 0;(3) 4 4 Lr3

TR-1583 0 ;1 4 3 Lr3

BU-34-10 0; 0 4 4 Lr3 I

BU-50 0 0; 4 4 Lr3

RA-39 0 1-2 4 4 Lr? '

RA-33 ;i-2 2-3 2-3 2-3 Lr?

TR-1580 0 4 4 " 4 Lr26

SE-221/92 . 3(;) 4 4 4 ?

SO-1269 4 4 4 4

SO-514 4 4 4 4

BU-48/A 4 4 4 4 — 1

BU-51 4 3 4 4

BR-614/9 4 4 4 4
1 HE-5095 4 4 4

SO-841, BR-442, RA-39, TR-1583, BU-34-10 and BU-50). In TR-1580 the 
presence of Lr26, and in most advanced lines resistant to races 14 and 
14SaBa presence of Lr3 is probable. However the reaction of the advanced 
line RA-39 is higher than usual when goverened by gene Lr3.

Results of the tests of registered cultivars (Table VI) confinn and extend 
data published earlier (Bartoš, Huszár, 1996). Of the cultivars registe­
red in 1995 Rada and Solida seem to possess Lr3, Sana Lr26 and an additio­
nal gene for resistance. Two undetermined genes govern the resistance of cv. 
Vlada (Barto š et al., 1993), and this cultivar remains the only one resistant 
to the most widespread race 61SaBa. It is, however, susceptible to race 77 
and 77SaBa.
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VI. Leaf rust reactions of winter wheat cultivars registered in Slovakia (1995)

Cultivar Registered
Reaction to race (isolate)

Postulated 
Lr genes14

(333)
14SaBa 
(600)

61 
(1887)

61SaBa 
(628)

77 
(347)

77SaBa 
(1447)

57SaBa 
(4332)

Astel la 1995 0 0 4 4 4 3 4 Lr3
Barbara 1993 0(3) 0(3) 4 4 4 4 4 Lr3
Blava 1992 0 0; ;1 4 4 4 4 Lr?
Bruta 1994 3N 3 4 4 4 4 4 -
Danubia 1984 0 4 0; 4 0; 4 4 Lr26
Hana 1985 0 0 4 4 4 4 4 Lr3
Ilona 1989 4 4 3 4 4 4 4 -
Iris 1983 0 4 0 4 0 4 4 Lr26
Košútka 1981 ;i+3 ;l+3 4 4 4 4 4 -

Livia 1991 0 3 0 4 0 3 4 Lr26

Rada 1995 0; 0; 4 4 4 4 4 Lr3

Rexia 1994 0 0; 4 4 4 4 4 Lr3
Samanta 1993 0 0 3 4 4 3 4 Lr3
Sana 1995 0; 2-3(;) 0 4 0; 4 4 Lr26, Lr?
Simona 1991 4 4 4 4 3 3 4 -

Sofia 1990 0 0; 0; 4 0 4 4 Lr26, Lr3
Solida 1995 0; 0; 4 4 4 4 4 Lr3

Torysa 1992 ;N 0; 4 4 4 4 Lr?
Viginta 1984 0 0 4 4 4 4 4 Lr3

Vlada 1990 0 0 0 0 3 4 0 Lr?, Lr?
Zdar 1983 4 4 4 4 4 4 4
Soldur 1989 ;N ;1 ;1 ;i-2 A ;1 Lr?
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Only the cultivar Soldur (T durum) displayed resistance to all old races of 
our leaf rust collection. Unfortunately, breakdown of tliis resistance has been 
proved by our recent tests. This shows again the vulnerability of specific re­
sistance, and the importance of gene combinations in breeding for resistance 
so as to prolong its durability. Another promising approach is breeding for 
partial field resistance.
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Virulence populace rzi pšeničné na Slovensku v roce 1995 
na dvaceti téměř izogenních liniích s různými Lr geny

Reakce jednokupkových izolátů rzi pšeničné ze 16 lokalit Slovenska z roku 1995 
se zjišťovala na téměř izogenních liniích odrůdy Thatcher s geny Lrl, Lr2a, Lr2b, 
Lr2c, Lr3, Lr3bg, Lr3ka, Lr9, LrlO, Lrl 1,Lrl 5, Lrl 6, Lrl 7, Lrl9, Lr21,Lr23, Lr24, 
Lr26, Lr28 a Lr30. Tento soubor linií byl doporučen v rámci mezinárodního pro­
jektu COST 817 „Populační studie vzduchem přenášených patogenů obilnin jako 
prostředek pro zlepšení strategie ochrany proti nim“. Geny rezistence Lr9, Lr24 
a Lr28 byly účinné ke všem zkoušeným izolátům rzi pšeničné. Ke všem zkoušeným 
izolátům neúčinné byly geny Lr2c,Lrl 1 ,Lrl6,Lr21 aLr23. Geny Lrl aLr2a posky­
tovaly ochranu к většině izolátů.

Na standardních diferenciačních odrůdách jsme testovali 59 vzorků rzi pšeničné. 
Z bylo určeno 86 % jako rasa 61SaBa, 10 % jako rasa 12SaBa. Rasy 14 a 77SaBa 
byly zastoupeny jen jedním izolátem. Nebyla zjištěna žádná nová rasa, ale prvně 
byla zjištěna virulence na odrůdě Soldur (Triticum durum') v jednom izolátů rasy 
61SaBa a jednom izolátů rasy 14.

Z linií zkoušených v roce 1995 v mezistaničních zkouškách je možné na základě 
reakcí к souboru ras rzi pšeničné předpokládat u sedmi linií Lr3, u jedné linie Lr26 
a tři linie mají pravděpodobně jiné geny rezistence ke rzi pšeničné. Jen jedna linie 
(RA-33) měla střední rezistenci ke všem zkoušeným rasám, kdežto v šesti liniích 
nebyl žádný gen rezistence. Z odrůd povolených v roce 1995 mají odrůdy Astella, 
Rada a Solida pravděpodobně gen rezistence Lr3, Sana gen Lr26 a pravděpodobně 
další neurčený gen.

rez pšeničná; pathotypy; Lr geny; novošlechtění; povolené odrůdy; Slovensko

Contact address:
Ing. Pavel Bartoš, DrSc., Výzkumný ústav rostlinné výroby, 
161 06 Praha 6-Ruzyně, Česká republika, 
tel.: + 42 2 36 08 51, fax: + 42 2 36 52 28
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NEW RECORD OF PLANT PARASITIC NEMATODE ASSOCIATED 
WITH ACTINORHIZAL Hippophae rhamnoides

Mohammad ATHAR

Land Resources Research Istitute, Pakistan Agricultural Research Council, 
Institute Islamabad, Pakistan

Abstract: During a collection of nodulated plants from the northern areas of 
Pakistan, Hippophae rhamnoides (Elaeagnaceae) growing in forest plantations 
in Punyal Valley near Gilgit (Pakistan) was found infested with root-knot nema­
tode Meloidogyne javanica. H. rhamnoides appears to be a new host record for 
M. javanica.

Hippophae rhamnoides Linn.; root-knot nematodes; Pakistan

Nitrogen-fixing actinomycete, Frankia, forms symbiotic association with 
a wide range of perennial non-legumes designated as actinorhizal plants. 
Over 200 plant species belonging to eight angiosperm families are capable of 
forming actinorhizal nodules (Berry, 1994). All actinorhizal plants except 
Datisca are woody shrubs or trees and provide good quality timber and fuel 
wood. Actinorhizal plants contribute substantially to nitrogen economy of 
the soil with potential applications in agro-forestry, land reclamation and 
management of sustainable ecosystems throughout the world (Schwint- 
zer, Tjcpkema, 1990; Reddell etal., 1991). Other uses of actinorhizal 
plants as sources of pulp, fodder, medicines, oils, fruits, tannins, and chemi­
cals have also been described (Dawson, 1986;Reddell etal. 1991).

During a collection of nodulated plants from the northern areas of Paki­
stan, Datisca cannabina (Datiscaceac) growing in forest plantation of Swat 
was found infested with root-knot nematode Meloidogyne javanica (A t h a r, 
1996). Root-knot nematodes are considered to be one of the most important 
pests limiting the agricultural and forest productivity throughout the world. 
An extensive survey carried out in northern Pakistan revealed soil and plants 
iiďcsted with many new and known plant parasitic nematodes (Maqbool, 
1992; Maqbool, S ha hi na, 1995). These nematodes un-doubtedly re-
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duce the growth and yield of fruits, vegetables and forest trees, affecting the 
economy of the agro-forestry based rural population of the country.

Hippophae rhamnoides Linn, is an actinorhizal plant distributed in Europe 
andAsia (Schwintzer, Tjepkema, 1990). It is an important forest tree 
which produces edible and marketable berries and can be found growing 
even in poor soils and ecologically disturbed sites. Chaudhary et al. 
(1981) described actinorhizal nodules in Я rhamnoides from northern areas 
of Pakistan. This paper reports the nematode infestation in actinorhizal 
H. rhamnoides from natural plantations of northern Pakistan.

MATERIALS AND METHODS

The study was made on plants growing in Naltar Valley near Gilgit (36 °N, 
74 °E; elevation 1920 m). The study area falls under temperate desert bush 
type of bio-climate (Ahmed, 1986). The meteorological data of Gilgit 
shows that September is the hottest month (36.4 °C mean maximum), while 
January is the coldest month (-2.8 °C mean minimum). Rainfall ranges from 
100 to 250 mm with most of the precipitation received during summer. 
The area is generally arid and the only available moisture for plants or 
agriculture comes from the springs and streams. The rugged mountain topog­
raphy has existed since the Tertiary period when the region was subjected to 
prolonged orogeny (Shah, 1977). The soil in the study area is fine-textured, 
basic in nature and in most cases not differentiated into horizons (Ahmed, 
1986).

Twenty H. rhamnoides plants growing under natural habitat conditions 
were examined for the presence of nodules and suspicion of nematodes. 
Roots were excavated and traced from the stem basis of the mature trees to 
possible extremity. Both nodules and root-knots were collected and cleared 
of dirt by repeated washing under running tap water. Root-knots were distin­
guished from nodules as described by True het etal. (1989). Nematode ex­
traction and identification were done by the method described by M a q b о о 1 
(1992). Specimens were killed by gentle heat, were fixed in TAP, then trans­
ferred in glycerine solution containing traces of picric acid and allowed to 
dehydrate and then mounted in glycerine on glass slides for observation.
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RESULTS AND DISCUSSION

Out of 20 H. rhanmoides plants examined, roots of nine plants had acti- 
norhizal nodules, seven had root-knots and four had nodules distributed 
among root-knots formed by nematodes. The nematodes from these root­
knots were identified as Meloidogyne javanica (Trcub, 1888) based on per­
ineal pattern of mature females in having low dorsal arch and distinct lateral 
line. Tire actinorhizal H. rhanmoides plants form a new host record for AT. 
javanica as determined by comparing with available check lists. (Mu ni r et 
al., 1986; Maqbool, 1992; Maqbool, Nasira, 1995; Maqbool, Sha- 
hina, 1995;Athar, 1996).

Many of the actinorhizal plants are of great ecological significance due to 
their contribution in reforesting endangered sites, protecting crops, rehabili­
tating marginal or wastelands (Reddell et al., 1991; Brown, Lugo, 
1994). The rates of nitrogen fixation measured in nodules of actinorhizal 
genera arc higher than or comparable to rates attained in legumes using simi­
lar assays (Schwintzer, Tjepkema, 1990). The isolation of nitrogen­
fixing micro-symbiont is difficult to obtain from the actinorhizal plants, and 
unlike rhizobia pure Frankia strains, are not always available as inoculum 
for these plants. Moreover, foresters do not have the facilities to grow 
Frankia or to buy inoculum. Under these circumstances plants can better be 
inoculated with nodule homogenates or with soil from the vicinity of act­
inorhizal plants. This technique has been successfully used in Egypt dur­
ing large-scale plantation of desert soil with Casuarina spp. (El-Lakany 
et al., 1990). This low cost, traditional practice has the advantage of being 
used without advanced microbiological expertise. However, this technique 
should be used with caution because of the risk of the spread of soil-borne 
pathogens like fungi, insects and / or nematodes along with nodules or soil 
inoculum. .
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Nový nález háďátka parazitujícího na rostlinách Hippophae rhamnoides

Během sběru hlízkovitých rostlin ze severních oblastí Pákistánu jsme zjistili, 
že Hippophae rhamnoides (Elaeagnaceae) rostoucí v lesních výsadbách v údolí 
řeky Punyal u Gilgitu (Pákistán) je napadena kořenovým háďátkem Meioi- 
dogyne javanica. Zdá se, že se jedná o nový nález výskytu M. javanica na 
H. rhamnoides.

Hippophae rhamnoides, kořenové háďátko, Pákistán

Contact address:

Mohammad A thar, Ph.D., Department of Environmental Horticulture,
University of California-Davis, Davis, CA 95616-8587, USA, 
tel: (916)752-0130, fax: (916) 752-1819, e-mail: matariq@ucdavis.edu
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AN ASSESSMENT OF TIME VARYING RATE OF INCREASE 
OF THE GREEN PEACH APHID, Myzus persicae-.

ITS IMPORTANCE IN IPM OF COMMERCIAL 
GREENHOUSE PEPPERS

Vojtěch JAROŠÍK, Alois HONĚK1, Laurent LAPCHIN2, Jean-Michel RAB ASSE2

Charles University, Faculty of Sciences, Prague;
’Research Institute of Crop Production, Prague, Czech Republic;

2INRA, Station de Zoologie des Invertébrés, Antibes, France

Abstract: The population growth rate of the green peach aphid, Myzuspersicae 
(Sulzer), was studied on potted pepper plants, Capsicum annuum L., in a 
greenhouse at 26 ± 4 °C, RH 65 ± 25% and natural light conditions. Aphids were 
introduced (240-320 per cage) into eight cages containing eight plants each. The 
rate of population increase (r) was estimated for each cage from successive 
census of aphid populations. During tire initial 18 days of population growth, the 
rates of increase in different cages varied widely. From day 19 on, the growth 
rates became exponential in all cages as indicated by analysis of covariance, and 
was approximately r= 0.226 (SE = 0.012, r2 = 0.9) for all populations. The latter 
period of imiform population development may provide a realistic assessment of 
average ribrAT. persicae.

growth rate; intrinsic rate of increase; greenhouse peppers; Myzus persicae-, 
IPM

The green peach aphid, Myzus persicae (Sulzer) (Homoptera, Aphididae) 
is of high economic importance with a wide geographic distribution and a 
wide host range (Emden et al., 1969). World-wide there is reason for 
concern because of high levels of resistance to organophosphorous 
(Anthon, 1955), carbamate (McClanahan, Founk, 1983) and pyre­
throid (French-Constant etal., 1987) insecticides. Among plant species 
seriously attacked is pepper ^Capsicum annuum L.) in commercial greenhou­
ses where M. persicae causes not only direct feeding damage but is also a 
prominent vector of cucumber mosaic virus, potato virus F and alfalfa mo­
saic virus (So mo s, 1984).
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Studies of its population growth and development have been reviewed by 
Culliney, Pimentel (1985) and Kocourek, Beránková (1989). 
Traditionally, the intrinsic rate of increase, rm, is estimated from deve­
lopmental rates, age-specific fecundity, and age-specific mortality under 
constant conditions. The results are sensitive to variation in microclimatic 
(Wyatt, Brown, 1977) and trophic conditions (Emden, Bashford, 
1969; Wearing, 1972; Jansson, Smilowitz, 1985, 1986; Petitt et 
al., 1994), but may also be affected by the mode of reproduction (e.g. parthe- 
nogenetic), clonal polymorphism and telescoping of generations, which 
change reproductive rate and age-specific mortality. As a result, rm estimates 
based on life-table data may be of limited value for determining the rate of 
population increase in the field (Dixon, 1987).

This paper presents an alternative direct method to calculate the population 
rate of growth (r) using total aphid numbers present per plant over the sea­
son. The method enables the assessment of the “average“ development para­
meter for each plant throughout the greenhouse.

MATERIAL AND METHODS

The experiment was carried out in a 8 x 3 x 2 m greenhouse at I.N.R.A., 
Antibes, France, under controlled temperature 26 ± 4 °C, RH 65 ± 25%, and 
natural light. Eight 1.6 x 0.95 x 1.15 m cages covered by nylon gauze were 
used, and each contained eight pepper plants (54.2 = 0.5 cm tall) (Capsicum 
annuum L. cv. Sonar). Each plant was potted in standard peat substrate, wa­
tered daily and fertilized weekly with 150 ml of 18N-6P-26K. At the be­
ginning of the experiment, the plants were 84 days old, and fruit maturation 
was beginning.

On May 3, the peppers were infested by clonal populations of Myzus persi- 
cae, derived from a viviparous female originating from eggplants (Solanum 
melongena L. cv. Bonica) reared at 22 ±2 °C and 16L : 8D photoperiod. 
Each pepper was infested by placing on its top leaves two pieces of eggplant 
leaves infested with 30-40 aphids. Counting of aphid numbers on individual 
plants started May 13 and, with few exceptions, continued daily for 13 days.

The rate of population increase (r) was calculated using equation
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Nt = V

where: Nt - population size at time t
Nq- the population size at time zero

Aphid numbers on individual plants were transformed to natural loga­
rithms and the mean value ln(x) for each cage plotted against time. The rates 
of aphid population increase for each cage were estimated by analysis of co­
variance (ANCOVA) with In© as the response variable, sampling days (0 as 
the covariate, and cages as a factor. The data were fit to the linear regression 
model

In Nt (z) = In No (z) + r (z) * t

where the cage is indicated by i (z = 1,..., 8). The slope of tlie regression line 
(r) estimates the population growth rate.

Differences in rates of increase in individual cages were examined using 
Cook’s distances in the ANCOVA (Cook, Weisberg, 1982). The data 
points with large values of Cook’s distance were sorted in descending order, 
weighted out of the analysis one after another, and tlie ANCOVA repeated 
until the regression slope (i.e. the rate of increase) was both linear and 
consistent among cages. This was done to examine the rates of population 
growth once the exponential phase had begun. Calculations were made using 
general linear modelling in GLIM 4(TM) (Francis et al., 1994).

RESULTS

Aphid numbers per cage varied more in the early period (May 13, 17 and 
19) than late (May 21-26). Plots of the data (In Nt on f) indicate that the 
initial rates of increase varied widely, but that the final rates were similar 
(Fig. 1). The effects of early non-linear log population growth can be estima­
ted as Cook’s distances. This early variation contributed to non-linearity and 
to statistically different rates of population increase among cages.

However, analyses of the data after May 21 indicate that the rates of popu­
lation increase did not differ among the cages. Tliis period coincides with the 
time of exponential population growth. The regressions of In aphid numbers 
from all cages on time after May 21 were highly significant (p < 0.01), and 
the common rate of increase was r = 0.226 (SE = 0.012, r2 = 0.9).
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1. Log population growth oí Myzus persicae on pepper plants over time expressed in natural 
logarithms of average aphid numbers per plant per cage. Linear regression line indicated for the 
period of exponential population growth

DISCUSSION

Our experiment provides a realistic estimate of the potential rate of popu­
lation growth of M. persicae in commercial glasshouse stands of pepper. The 
value of r estimated in our study is within the range of rm found by different 
authors using similar life table conditions (Table I). As expected, the rm's 
were generally larger than our estimate r = 0.226. Vehrs et al. (1992) used 
similar regression methods for M. persicae on chrysanthemum plants and 
found r = 0.16.

Populations are known to achieve a constant intrinsic rate of increase nn 
under conditions of an unlimited environment and a stable age distribution 
(e.g. Mertz, 1970). The early stochasticity of population development in 
our study was not due to space or resource limitations. Rather, it was likely 
caused by differences in the age structure of small initial populations 
transferred to each plant, by early stochastic mortality due to transfer from 
eggplant to peppers, and possibly by changes in rearing temperature. Such 
variable population growth rates are typical during the initial phase of deve­
lopment of aphid and other populations (Cart er, Dixon, 1981).
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I. Previously reported estimates of intrinsic rate of increase (rm) for Myzus persicae at 20-25 °C 
and at L16—18 : D6—8 photoperiod, compared with the assessment of rate of increase (r) in our 
study (bold)

rm (day1) Plant Reference г

r = 0.16 chrysanthemum plants Vehrs et al. (1992)

0.186-0.204 upper potato leaves Jansson, Smilowitz (1985)

r = 0.226 . pepper plants this study

0.239-0.256 lower potato leaves Jansson Smilowitz (1985)

0.267 eggplant leaf discs Rabasse, Shalaby (1979)

0.277 cabbage DeLoach (1974)

0.313-0.356 peppers Petitt et al. (1994)

0.339 sugar beet Kocourek, Beránková (1989)

0.348 collard Culliney, Pimentel (1985)

0.408 chrysanthemum leaf discs Wyatt, Brown (1977)

1.8 brussells sprout leaf discs floated 
in a nutrient culture solution

El Din (1976)

1 natural light conditions in spring and in autumn

The growth of aphid populations in our experiment was characterized by 
an early phase which differed greatly among cages, and an exponential 
phase which had the same rate in all cages. A knowledge of the early 
phase may be useful for determining when the exponential phase is likely 
to begin, thus estimating the need and timing for pest control. Myzus persi­
cae is a highly mobile species (Kennedy et al., 1950; Rabasse, 
Wyatt, 1985) and may spread rapidly throughout the greenhouse in the 
early phase without being noticed. By the time the population reaches the 
exponential phase it may be difficult to control and significant damage 
may have occured. Hence, knowledge of the pattern of initial population 
growth rate appears to be very important in estimating the potential for an 
aphid outbreak.
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Odhad kolísající rychlosti růstu mšice broskvoňové (Myzus persicae)- 
význam pro integrovanou ochranu skleníkových paprik

Rychlost populačního růstu mšice broskvoňové, Myzus persicae (Sulzer), 
byla studována ve skleníku na hrnkováných rostlinách paprik (Capsicum 
annuum L.) při 26 ±4 °C, relativní vzdušné vlhkosti 65 ±25 % a za přirozených 
světelných podmínek. Mšice byly introdukovány (240-320 na jeden izolátor) 
do osmi izolátorů, každý s osmi rostlinami. Sčítáním populací mšic byla odha-
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dována rychlost populačního růstu (r) pro každý izolátor. V průběhu prvních 
osmnácti dní populační růst v jednotlivých izolátorech silně kolísal. Analýzou 
kovariance bylo prokázáno, že od devatenáctého dne byl ve všech izolátorech 
populační růst exponenciální a pro všechny populace přibližně rovný r = 0,226 
(SE = 0,012, r2 = 0,9). Toto dmhé období populačního vývoje dovoluje rea­
listický odhad průměrmé rychlosti M. persicae.

rychlost růstu; skleníkové papriky; mšice broskvoňová; integrovaná ochrana
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EGG-LAYING OF THE EUROPEAN CORN BORER, 
Ostrinia nubilalis Hbn.

Eudovit CAGÁŇ, Jano TANCIK

University of Agriculture - Department of Plant Protection, 
Nitra, Slovak Republic

Abstract: From 1989-1995 the incidence of European corn borer (ECB) eggs 
was observed on maize plants near Nitra in southwestern Slovakia. At the be­
ginning of the egg-laying, the clusters were usually found on the 4th and 5th 
lower leaves. During egg-laying maximum the clusters were mostly observed on 
tiie 5th, 6th and 7th leaves. The eggs were found on the lower maize leaves in 
1992, 1993 and 1994 when the first eggs were observed earlier in the season. 
Height above soil level of the egg clusters was not influenced by average daily 
temperatures. The correlation coefficient between the height of egg clusters and 
amount of rainfall, which was moderately strong (r = 0.535, p = 0.21587), indi­
cates that in wet weather the ECB females lay their eggs higher on the plant. 
Over seven years, the mean number of eggs in one cluster ranged from 15.03 to 
18.24. The average number of eggs in one cluster during all years of observation 
was 16.66. Analysis of variance did not show significant differences due to year. 
The correlation coefficient between mean number of eggs in one cluster and 
average daily temperature was r = -0.686 (p = 0.08894). A very strong correla­
tion was obtained between the amount of eggs observed on tlie maize plants and 
the percentage of damaged plants in autumn (r = 0.894, p = 0.00662).

European corn borer; Ostrinia nubilalis-, maize; egg-laying

Females of the European corn borer (ECB) deposit their eggs in clusters. 
Poos (1927) found that the average number of eggs in one cluster was 15.5 
and 14.2 in two different years. Other authors observed this average to be 
16.9 (Zwölfer, 1929), 15.8 (Stirret, 1938), 16.56 (Bírová, 1962), 18 
(Hudon, Leroux, 1986) and 19.3 (Lee, 1988).

Most of the egg masses are laid on the lower side of leaves (Windels, 
Chiang, 1975; Hudon, Leroux, 1986; Lee, 1988). Eggs may be de­
posited on all leaves, but the insects usually prefer the middle zone of the 
plant (Reh, 1985). Nearly 95% of egg masses were found on the lower 5th,
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6th and 7th leaves (Lee, 1988). Sorenson et al. (1993) reported that 
approximately 85% of 2nd-generation egg masses were deposited in a five 
leaf zone surrounding the primary ear; of these, 89% were found on the lower 
four leaves in this zone.

At the beginning of the egg-laying period the average number of eggs per 
cluster was higher than later. Night temperatures between 18.5-20.5 °C were 
optimal for egg laying (Z w ö 1 fe r, 1929). At high temperatures and low air 
humidity the eggs were deposited more in the lower plant zone (Chiang, 
Hodson, 1953; Ohnesorge, Reh, 1987). The more egg clusters were 
found on maize plants, the more ECB larvae were usually found in the plants 
in autumn (Langenbruch, 1987).

The aim of this work was to determine how the year and date of observa­
tion can influence the number of eggs in one egg cluster or their distribution 
on the maize plant in southwestern Slovakia. This study also attempted to 
find a relationship between the number of eggs deposited on maize plants 
and the number of plants damaged in autumn.

MATERIAL AND METHODS

In 1989-1995 the occurrence of ECB eggs on maize plants was observed 
at Nitra-Janikovce, situated 5 km south of Nitra. The location was at an alti­
tude of 135 m.

Ten plants at each of ten randomly chosen places in the maize field (100 
plants altogether) were selected and the ECB egg clusters were examined; for 
each cluster the number of eggs was counted and its position on the plant 
noted. Leaf rank was counted from the first normally developed leaf on the 
lower part of the plant (from the first leaf which is also green during flowe­
ring).

Up to the date when the first egg clusters were found, the plants were 
investigated at 5 day intervals, and later even more often. The observation 
continued until 10 days after the last egg cluster was found.

Data obtained in experiments were subjected to an analysis of variance to 
determine the differences among number of eggs in one egg cluster and 
height of egg cluster in each year and date of observation. Correlation coeffi-
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cients between the average size of the egg cluster or height of the egg cluster 
and average daily temperatures or rainfall were calculated. The correlation 
coefficient between the number of eggs during the season and the final dama­
ge of the plants in autumn was also calculated.

RESULTS

Table I shows that at the beginning of egg-laying the clusters were usually 
found on the 4th and 5th lower leaves. During the egg-laying maximum the 
clusters were mostly observed on the 5 th, 6th and 7th leaves. Thus, in the 
beginning of the egg-laying period the eggs were laid on lower leaves than 
later.

Analysis of variance for height of the eggs on the plants revealed signifi­
cant differences between the years (Table II). In 1994 the eggs were lower 
than in the other years. Average height of the eggs was not correlated with 
the average daily temperature (r = -0.068). The correlation between tlie egg 
height and average daily rainfall during the egg-laying period had a medium 
value (r = 0.535, p = 0.21587).

The mean number of eggs in one cluster for the seven years ranged from 
15.03 to 18.24 (Table II). The greatest mean number of eggs in one cluster 
was 18.24 in 1993, followed by 17.00 in 1992 and 16.68 in 1995. An analysis 
of variance did not show significant differences due to year. In 1989, tlie 
greatest mean number of eggs in one cluster was found on the date with the 
highest number of eggs in the year. This was not observed in the next years, 
and in 1991 the opposite tendency was found. Differences between tlie dates 
of observation were insignificant.

The correlation coefficient between mean number of eggs in one cluster 
and average daily precipitation during the egg-laying period was r = -0.281 
(p = 0.54084). The correlation coefficient between mean number of eggs in 
one cluster and average daily temperature was r = -0.686 (p = 0.08894).

Table II shows the percentage of plants damaged by the ECB during 
autumn. The highest number of damaged plants was found in 1993, the 
lowest in 1990 and 1994. A very strong correlation was obtained between 
the amount of eggs observed on the maize plants during the season and the 
percentage of damaged plants in autumn (r = 0.894, p = 0.00662).
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I. Egg-laying of the European com borer at the location Nitra during the years 1989-1995

Year Date
Clusters 
per 100 
plants

Eggs 
per 100 
plants

Average number 
of eggs 

in one cluster

Average leaf 
from lower part 

of the plant

29. 6. 2 26 13.00 ±0.707 3.50 ±0.707

4. 7. 16 268 16.75 ±5.791 5.82 ± 1.393

1989 7. 7. 7 114 16.29 ±4.786 6.71 ±0.488

11. 7. 1 14 14.00 ±0.000 7.00 ±0.000

14. 7. 1 15 15.00 ±0.000 6.00 ±0.000

18. 7. 1 13 13.00 ±0.000 7.00 ± 0.000

26. 6. 1 15 15.00 ±0.000 7.00 ±0.000

2. 7. 4 56 14.00 ± 5.033 5.00 ± 1.414

1990 5. 7. 4 53 13.25 ±5.188 6.00 ± 1.155

9. 7. 8 113 14.13 ±5.718 6.25 ± 1.035

12. 7. 5 102 . 20.40 ±7.197 5.00 ± 1.000

17. 7. 3 61 20.33 ± 12.014 8.00 ± 1.732

1. 7. 2 26 13.00 ± 4.240 4.00 ± 1.414

3. 7. 2 38 19.00 ±2.828 4.50 ±0.707

1991 8. 7. 4 50 12.50 ±3.109 5.00 ±0.816

11. 7. 24 338 14.08 ±6.358 6.50 ±2.105

15. 7. 6 121 20.17 ±7.859 7.67 ± 1.211

22.7. 2 32 16.00 ± 1.414 8.00 ±1.414 :

21.6. 1 15 15.00 ±0.000 4.00 ± 0.000 i

23.6. 7 134 19.11 ± 10.971 5.22 ±0.972

25. 6. 6 86 14.33 ± 7.633 5.00 ± 1.264
1992

28. 6. 3 38 12.67 ±3.215 5.67 ±0.577

2. 7. 2 31 15.50 ±3.535 6.00 ±1.414 I

4. 7. 3 66 22.00 ±8.888 5.67 ±0.577 ;

10. 7. 1 17 17.00 ±0.000 6.00 ±0.000
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Table I to be continued

Year Date
Clusters 
per 100 
plants

Eggs 
per 100 
plants

Average number 
of eggs 

in one cluster

Average leaf 
from lower part 

of the plant

10. 6. 4 93 23.33 ± 8.505 4.00 ± 1.000

13. 6. 7 117 16.67 ±4.509 4.67 ± 1.155

16. 6. 3 48 16.00 ± 4.336 6.00 ± 2.000

1993
20. 6. 12 168 14.00 ±6.812 5.50 ± 1.378

23. 6. 18 396 22.00 ± 8.602 5.00 ±0.816

29. 6. 15 324 21.63 ±7.726 4.88 ± 1.126

3. 7. 12 192 16.00 ± 4.733 5.50 ± 1.049

7. 7. 14 161 11.50 ± 3.109 4.75 ± 1.500

12. 7. 11 192 17.45 ± 6.773 5.45 ± 1.293

20. 6. 5 98 19.60 ± 3.503 2.40 ± 0.547

23. 6. 7 95 13.57 ±5.563 3.71 ±0.951

27. 6. 2 40 20.00 ± 0.000 3.50 ± 0.707

1994 1. 7. 8 140 17.50 ± 5.903 4.25 ± 1.669

4. 7. 5 65 13.00 ± 4.472 4.40 ± 1.516

7. 7. 5 61 12.20 ±4.266 3.60 ± 0.547

11. 7. 3 39 13.00 ± 1.732 5.33 ± 1.154

14. 7. 1 20 20.00 ± 0.000 6.00 ± 0.000

27. 6. 8 152 19.00 ±6.590 4.38 ±0.916

29. 6. 6 82 13.67 ±3.786 5.00 ± 1.000

3. 7. 15 252 16.80 ±5.931 5.26 ± 2.344
1995

7.7. 16 260 16.25 ± 9,46 96.06 ± 1.526

10..7. 5 69 13.80 ±7.791 4.80 ± 1.304

13. 7. 3 67 22.33 ± 9,292 5.00 ±1.732

17. 7. 6 102 17.00 ±5,215 5.33 ±0.816
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II. Egg-laying of the European corn borer at the location Nitra during 1989-1995. Means follo­
wed by the same letter in the same column are not significantly different at P > 0.05 (Tuckey’s 
multiple range test)

Year 1 2 3 4 5 6 7

1989 28 450 16.07a 5.97cd 76 2.66 21.05

1990 25 400 16.00a 6.20cd 72 1.38 19.14

1991 40 601 15.03a 6.38d 73 1.39 22.04

1992 23 381 17.00a 5.39bcd 80 0.40 20.82

1993 84 1532 18.24a 5.012b 98 1.00 18.28

1994 36 558 15.50a 3.92a 72 0.66 21.77

1 1995 59 984 16.68a 5.29bc 92 0.34 21.84 '

1 = number of clusters and eggs on 100 plants during the season
2 = number of eggs and eggs on 100 plants during the season
3 = average number of eggs in one egg cluster
4 = average leaf from lower part of the plant
5 = percent of damagaged plants before harvest
6 = amount of rainfall per day during the period between the date three days before the first eggs 

and the date of last eggs
7 = average daily temperature during the period between the date three days before the first eggs 

and the date of last eggs

DISCUSSION

Huber et al. (1928) observed the highest amount of ECB egg clusters on 
the 6th and 7th plant leaves. Lee (1988) in Alberta found the highest amount 
of eggs on the 7th leaf when the maize plants were at the 12-14 leaf stage. In 
the North Rhein lowland the highest amount of egg clusters was found on the 
leaves of 3rd and 7th stem nodium (Ohnesorge, Reh, 1987), and it was 
assumed that during hot and dry weather the lower parts of plants were used 
for egg laying. Chiang and Hodson (1972) reported that at high air 
temperatures and low relative humidity the ECB moths occur near the 
ground and lay the eggs more on the lower parts of plants. The present study 
indicates that egg-laying is influenced by plant maturity. Females rarely lay 
their eggs on the youngest plant leaves. The eggs on the upper parts of plants
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are subjected to direct sunshine and stronger drying which can negatively 
influence their development. The oldest maize plant leaves are usually not 
fresh; they may also be contamined with aphid honey and bits of soil 
splashed on the leaves during rainfall. Hence the most convenient leaves are 
those in the middle of the plant. If during egg-laying the plants have fewer 
leaves, the eggs are laid lower than if the plants are better developed. It is 
likely that this caused the differences between the years. In 1992, 1993, and 
1994 the eggs were found on lower leaves than in the other years. In these 
years the first eggs were observed earlier in the season when the plants were 
smaller than during egg-laying in the other years.

The height of the egg clusters was not influenced by average daily tempe­
ratures. The correlation coefficient between the height of egg clusters and 
amount of rainfall, which was moderately strong, (r = 0.535, p = 0.21587) 
indicates that in the case of wet weather the ECB females lay their eggs 
higher on the plant.

The present study showed that the average number of eggs in one cluster 
was 16.66. In Slovakia Biro vá (1962) found the average number of eggs in 
one cluster to be 16.56, in Germany Zwölfer (1929) 17, Eckstein 
(1934) 14-16, Engel (1971) 20, and Reh and Ohnesorge (1987) 9-14. 
The results of American authors (Poos, 1927 - 15.5 and 14.2; Stirret, 
1938 - 15.8) indicate that the size of the egg cluster is nearly the same under 
different climatic conditions. Significant differences were not observed in 
the size of egg clusters between the years. Interestingly, the correlation 
coefficient between the size of egg cluster and average daily temperature was 
negative and moderately strong (r = -0.685 p = 0.08894). Even if not signi­
ficant, it suggests that increased temperatures probably negatively influence 
the number of eggs in one egg cluster of the ECB in southwestern Slovakia.

This study shows that the number of damaged plants during autumn de­
pends on tire number of eggs laid on the plants. The correlation is moderately 
strong. A similar relationship was reported by other authors. Stengel 
(1969) suggested that chemical control of the ECB has to be applied after the 
number of plants with eggs is more than 6%. When eggs were found on 16% 
of plants, the percentage of damaged plants during harvest was more than 90 
(Anglade, 1975). As indicated by our previous study (Cagáň, 1993), the 
damage of the maize plants is influenced by the weather during development
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of young ECB larvae. This study emphasised that the damage depends on the 
number of eggs, which probably can be affected by the size of pest popula­
tion.
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Kladenie vajíčok vijačkou kukuřičnou, Ostrinia nubilalis Hbn.

V práci sme sledovali umiestnenie znášok vijačky kukuričnej na rastlinách 
kukuřice a počet vajíčok v znáške na lokalitě Nitra počas rokov 1989-1995. Na 
začiatku kladenia vajíčok sa znášky nachádzali obyčajne na štvrtom až piatom 
liste od spodu. V čase vrcholu kladenia vajíčok sa znášky nachádzali obyčajne 
na piatom až siedmom liste. V rokoch, v ktorých začalo kladenie vajíčok skór,
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boli vajíčka umiestnené v priemere nižšie ako v rokoch, v ktorých sme prvé 
znášky zistili v neskorších termínoch. Na výšku umiestnenia znášok nemalí 
vplyv priemerné denné teploty, ale korelačný koeficient medzi výškou 
umiestnenia znášok a zrážkami, ktorý bol stredne silný (r = 0,535,p = 0,21587) 
naznačuje, že v případe vlhšieho počasia sú znášky umiestnené vyššie na rastli- 
nách. Priemerná velkost’ znášok počas siedmich rokov dosiahla 15,03 až 18,24 
vajíčok v jednej znáške. Priemerná vefkosť znášky bola 16,66 vajíčok. Pomo- 
cou analýzy rozptylu sme zistili, že rok nemal preukazný vplyv na vefkosť 
znášok. Korelačný koeficient medzi priemernou vefkosťou znášok a prie­
mernou dennou teplotou dosiahol hodnotu r = -0,685 (p = 0,08894). Vefmi 
silný kladný vzťah sme zistili medzi počtom vajíčok na rastlinách a percentom 
napadnutia rastlín na konci roka (r = 0,894, p = 0,00662).

vijačka kukuřičná; Ostrinia nubilalis; kukurica; kladenie vajíčok
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Katedra ochrany rastlín, A. Hlinku 2, 94976 Nitra, Slovenská republika, 
tel.: + 42 87 601, fax: +42 87 41 14 51, e-mail: kor@afnet.uniag.sk

286

mailto:kor@afnet.uniag.sk


Ochr. Rostl., 32,1996 (4): 287-298

INFLUENCE OF A MIXTURE OF THE BENEFICIAL STRAIN 
Pseudomonas Jluorescens CHAO AND SOME STRAINS 

OF ANTAGONISTIC FUNGI Trichoderma spp. IN A SUPPRESSION 
OF Rhizoctonia solani DAMPING-OFF DISEASE OF CUCUMBERS 

UNDER CONDITIONS OF NATURAL SOILS*

* This work was supported by grant from the Swiss National Science Foundation
No. 7 SLPJO38395.

Jan VAVŘAČ, AllaMICHALÍKOVÁ, Michal ONDŘEJ1

University ofAgriculture - Department of Plant Protection, Nitra, Slovakia;
1 Research Institute of Technical Crops and Legumes, Šumperk, Czech Republic

Abstract: Impact studies on a mixture of the beneficial bacterium Pseudomonas 
Jluorescens - strain CHAO and some strains of hyperparasitic fungi of Tricho­
derma spp. were carried out under glasshouse conditions in three separate expe­
riments. The trials were conducted in glasshouse cabinets at 75-80% RH, with 
16/8 hr light/dark cycle, and temperature at 22/18 °C. We observed a considerable 
high suppression of damping-off disease of cucumbers caused by Rhizoctonia 
solani with a mixture of both microorganisms in treatments with the bio formula­
tion Trichonitrin. Some treatments were quite inconsistent in their suppressive 
efficiency of damping-off disease of cucumbers witlinn three experiments 
conducted separately because of a complexity of interactions between plants and 
all microorganisms involved. At some treatments with fungal antagonists alone 
(without addition of Pseudomonas  Jluorescens CHAO) except for those mixtures 
treated with bacteria and the bioformulation Trichonitrin, there was found higher 
suppressive efficiency as compared to those treated with mixtures. In treatments 
with the biofonnulation Trichodex alone and/or with a mixture of bacteria, a de­
pression of root growth and/or toxicity on cucumber plants were observed.

suppressiveness; Rhizoctonia solani Kulm; Trichoderma spp.; PseudomonasJluo­
rescens CHAO

Soil-borne diseases cause major crop losses in agricultural and horticultu­
ral production worldwide. Biological control, or use of beneficial micro­
organisms to control harmful plant pathogens, offers a positive approach to 
plant disease management. Biocontrol of root diseases involves introduction
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of beneficial micro-organisms (bacteria and/or fungi) into the soil around 
plant roots (Simon et al., 1990).

The use of seed treatment with biological agents for controlling soil-inha­
biting plant pathogenic fungi is of great importance. Particularly effective 
biocontrol methods are attributed to fluorescent pseudomonads as antago­
nists of soil-borne plant pathogens which may act effectively in disease 
suppression by different modes of action (D e f a g o, H a s s, 1990; Keel et 
al., 1990).

Biocontrol of seedling diseases using nonpathogenic fungi and bacteria 
has received increasing attention. Antagonistic microorganisms applied to 
seeds prior to planting colonize the rhizosphere of seedlings and thus are 
present at or near tlie pathogens’ infection court. There they act by producing 
antifungal compounds, through hyperparasitism, or by competitively coloni­
zing spermosphere and rhizosphere substrates (Dandurand, Knudsen, 
1993).

The task is to identify these microorganisms and use them in effective bio­
logical control systems (Simon et al., 1990). These prospects for biological 
control agents led us to carry out some experiments conducted under 
greenhouse conditions with potted cucumber plants in non-sterile natural 
(raw) soil treated with the beneficial micro-organisms (strains of the hy­
perparasitic fungus Trichoderma spp. and tlie strain of beneficial rhizobacte- 
rium Pseudomonasßuorescens CHAO).

MATERIALS AND METHODS

Bacteria and fungi used in the trials

In our trials we used tlie beneficial strain of rhizobacterium Pseudomonas 
fluorescens CHAO isolated from the mountainous soils of Morens in 
Switzerland; it has certain properties of suppressiveness to some soil-borne 
pathogens. The strain has long been used as a bioprotective bacterial strain 
and is deposited at the Department of Phytomedizin/Pathologie, ETH - Zu­
rich.

The other microorganisms tested were strains of the hyperparasitic fungus 
Trichoderma spp. Three of them had been already formulated and therefore 
are listed here as the commercial formulations and/or patented preparates. As
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inoculum for disease suppression trials we used an isolate of the fungus Rhi­
zoctonia solani Kuhn which is listed here as Rs 160. It originated in the labo­
ratories for phytopathology of CIB A GEIGY, Ltd. in Basel, Switzerland, and 
is deposited in the collection of plant pathogens at the Department of Phyto- 
medizin/Pathologie, ETH - Zurich.

Maintenance of the micro-organisms

The strains of Trichoderma spp. were maintained on PDA media (39 g of 
Potato dextrose agar, dehydrated, Difco, in 1 000 ml sterile, bidistilled water) 
at 24 °C in the dark. Monthly, fresh plates of PDA were reinoculated with 
each strain of Trichoderma spp. The strain of P fluorescens CHAO was re­
gularly (every three weeks) taken from the frozen strain’s deposits stored at 
-80 °C, streaked as a fresh culture onto King’s В medium, and then kept at 
3 °C in the dark.

Plant material

We used cucumber seeds of the glasshouse variety Chinensische Schlange 
(Fj generation). Seeds were desinfected by shaking them in a 1% solution of 
sodium hypochlorite for 30 minutes, and pre-germinated for 48 h on water 
agar (a medium with a minimal content of nutrients: 8.5 g bacteriological 
agar, Difco, 1 000 ml bidistilled water).

Soils used in the experiments

Natural soils were taken from a locality at Eschikon (Canton Zurich). The 
field site represents a typical Swiss midland soil, a clayey loam (gleyic 
Cambisol). It is of alluvial origin, with a coarse gravel layer below 0.8 to 
1.0 m, overlaid with clayey and loamy layers.

Preparation of inocula of the beneficial rhizobacterium
Pseudomonas fluorescens CHAO

A droplet of bacterial colony kept on King’s В medium at 3 °C was put into 
a flask filled with 10 ml Luria Broth (LB) liquid medium. The bacteria were 
cultivated over-night on a rotary shaker. A volume of 200 pl of the bacterial 
suspension was taken and streaked onto a Petri dish with King’s В medium; 
the plate was incubated for 24 h at 27 °C in the dark.
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The strains of antagonistic fungi (Trichoderma spp.) used in the experiments

Strain
(commercial formulation 
or patented preparáte)

Origin 
(provenience) Remarks

TRICHONITRIN 
(the patented preparáte)

Dept, of Plant Protection, 
Univ, of Agric. Nitra, Slovakia

based on strain Bl 
of T. harzianum

SUPRESIVIT
(commercial formulation 
- formulated by Fytovita, Ltd., 
Prague, Czech Rep.

Laboratory for Phytopathology 
of the Res. Inst, of Technical 
Crops and Legumes, Sumperk, 
Czech Rep.

based on two strains 
of T. harzianum

TRICHODEX 25 WP 
(commercial formulation 
- formulated by Makhteshim 
Chemical Works, Ltd.

Dept, of Plant Pathology, 
Agricult. Res. Organization, 
The Volcani Center, Israel

based on the strain 
of T. harzianum 
isolated from a 
cucumber fruit

Trichoderma harzianum 
strain SOI

Laboratory for Phytopathology 
of the Res. Inst, of Technical 
Crops and Legumes, Šumperk, 
Czech Rep.

strain isolated from 
the rhizosphere of 
Faba vulgaris

Trichoderma viride 
strain V1

Laboratory for Phytopathology 
of the Res. Inst, of Technical 
Crops and Legumes, Šumperk, 
Czech Rep.

strain isolated from 
the rhizosphere of 
Faba vulgaris

Preparation of the delivery medium of Trichoderma spp.

As delivery medium of Trichoderma spp. which was finally used for soil 
treatments we took barley seeds: 100 ml (volume) of barley seeds were put 
into a 500ml Erlenmeyer flask and autoclaved for 20 min at 121 °C; 50 ml 
distilled water was added to the seeds and autoclaved again. The sterilised 
seed was inoculated with three plugs (6 mm in diameter) of a culture of 
Trichoderma spp. taken from the margins of fast growing colonies on PDA. 
Then the seed was incubated for 18-28 days at 24 °C in the dark until the 
fungus covered the seeds with mycelium.

Preparation of the inocula of Rhizoctonia solani Kulm

The inoculum of R. solani vias prepared by taking three agar plugs (8 mm 
in diameter) grown on plates with PDA (18-28 day old cultures) and putting 
them into 300ml Erlenmeyer flasks which contained 25 g of millet seeds
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(previously autoclaved twice for 30 min. at 121 °C) and 15 ml of sterile bi­
distilled water. Then followed 14 to 21 days of incubation at 24 °C.

Preparation of the soils and inoculations of the soils (soil treatments) with 
the beneficial bacterium Pseudomonas ßuorescens CHAO and/or antago­
nistic (hyperparasitic) Trichoderma spp.

One treatment of each experiment was represented by 1 litre (1 000 ml vo­
lume) of soil. The fungal antagonists in form of Trichoderma spp. were 
added to the soil in a ratio of 20 g of the fungal delivery medium per 1 liter 
of soil and thoroughly mixed in to spread it evenly in the soil. This mixture 
was evenly split into six small plastic pots (90 mm in diameter) in six repli­
cations per treatment. Each pot was filled with three successive layers of tliis 
soi-mixture: about 2 cm onto which the inoculum of Rhizoctonia solani was 
placed in form of three kernels of inoculated millet; 5-6 cm onto which the 
pregerminated cucumber seeds were placed (four seeds per pot); last, a cove­
ring layer of about 1-1.5 cm of soil. The relative air humidity in the 
glasshouse cabinets in which the experiments were conducted was kept at 
75-80%; the temperahire was set at 18 °C for an 8-h night and 22 °C for a 
16-h day. To each treatment (six replications) was added a volume of 200 ml 
distilled water at the beginning of the trial. Over the whole experimental 
14 day period of a given trial the soil in the pots was kept sufficiently moist 
by even watering (total volume of water added: 800 ml, incl. the initial dose). 
After 14 days each plant (if not completely damaged due to R. solani damping- 
off disease after emergence) was assessed at the hypocotyl for symptoms of 
R. solani damping-off disease, and then fresh weights of roots, shoots and plants 
were measured. Statistical evaluation was performed by Analysis of Variance 
and the Tukey multiple range test at a 5% level of significance.

RESULTS

In the first trial, treatment with a mixture of the beneficial bacterium Pseu­
domonas ßuorescens strain CHAO and the antagonistic saprophytic fungi 
Trichoderma spp. (all tested strains) was definitely better in the suppression 
of R. solani damping-off of cucumbers than treatments with either bacterium 
or fungus alone. Tliis is evident from the significantly higher fresh weight of 
shoots, roots and plants over those of the control treatment with the pathogen
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I. Influence of the treatment with antagonistic microorganisms of the fresh weight of cucumbers 
grown under conditions of natural soil in glasshouse (TukeyHSD interval)

0

Experi­
ment

Treatment 
designation

Shoot weight [g] Root weight [g] Plant weight [g]

average homogenous 
groups average homogenous 

groups average homogenous 
groups

1 3.155 abc 3.165 a 6.320 abc

2 2.276 a 1.743 a 4.019 a

3 2.656 a 1.881 a 4.537 ab

4 3.153 abc 2.033 a 5.186 abc

5 3.368 abc 2.698 a 6.066 abc

I 6 3.310 abc 2.547 a 5.857 abc

7 3.725 abc 3.076 a 6.801 abc

8 2.827 ab 2.149 a 4.975 abc

9 2.931 ab 2.660 a 5.590 abc

10 3.145 ab 2.346 a 5.491 abc

11 3.098 ab 2.390 a 5.489 abc

12 4.325 be 3.246 a 7.571 be

13 4.882 С 3.516 a 8.198 c

1 4.420 е 3.032 e 7.451 e

2 2.874 abode 1.660 bed 4.533 bed

3 2.198 ab 1.300 abed 3.496 ab

4 2.513 abed 1.242 abc 3.755 abc

5 2.875 abode 1.987 bed 4.862 bed

II 6 3.993 de 2.304 de 6.296 de

7 2.746 abed 1.730 bed 4.477 bed

8 3.827 ode 2.272 de 6.099 cde

9 2.918 abode 2.212 cde 5.130 bede :

10 1.565 a 0.376 a 1.941 a

11 2.289 abc 1.101 ab 3.391 ah

12 3.165 bede 1.708 bed 4.872 bed J

13 3.340 bede 2.155 cde 5.495 bed J
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Table I to be continued

Experi­
ment

Treatment 
designation

Shoot weight [g] Root weight [g] Plant weight [g]

average homogenous 
groups average homogenous 

groups average homogenous 
groups

1 2.681 ab 2.647 d 5.328 0

2 2.683 ab 2.075 bed 4.758 abc

3 2.501 ab 1.789 abed 4.290 abc

4 1.791 a 0.896 a 2.686 a

5 2.432 ab 1.504 abed 3.749 abc

III 6 2.161 ab 1.452 abc 3.613 abc

7 2.908 ab 2.346 cd 5.254 c

8 2.270 ab 1.470 abc 3.741 abc

9 1.899 a 1.144 ab 3.043 ab

10 2.584 ab 1.641 abed 4.225 abc

11 2.151 ab 1.155 ab 3.306 abc

12 3.228 b 1.910 abed 5.139 be .

13 3.092 b 1.758 abed 4.849 abc

Treatment designation
1 = soil (treatment with no microorganisms added)
2 = control treatment (pathogen Rhizoctonia solani added)
3 = Pseudomonas fluorescens CHAO plus Rhizoctonia solani
4 = Trichoderma viride plus Rhizoctonia solani
5 = Trichoderma viride plus Rhizoctonia solani plus Pseudomona fluorescens CHAO
6 = Trichoderma harzianum plus Rhizoctonia solani
7 = Trichoderma harzianum plus Rhizoctonia solani plus Pseudomonas fluorescens CHAO
8 = Supresivit plus Rhizoctonia solani
9 = Supresivit plus Rhizoctonia solani plus Pseudomonas fluorescens CHAO

10 = Trichodex plus Rhizoctonia solani
1 1= Trichodex plus Rhizoctonia solani plus Pseudomonasfluorescens CHAO
12 = Trichonitrin plus Rhizoctonia solani
13 = Trichonitrin plus Rhizoctonia solani plus Pseudomonas fluorescens CHAO
Values followef by the same letter are not significantly different atP 0.05
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Rhizoctonia solani (Table I). However, this difference in activity between the 
mixture and single organisms was found only in the first trial.

In the second experiment, a considerable and high bioprotective effect 
against R. solani by treatments with Trichoderma spp. alone was observed if 
it was done with Trichoderma viride strain VI and/or the preparáte Supresi- 
vit (Table I). In the second and third experiment we recorded a strong toxic 
effect or at least plant growth retardation after treatment with the preparáte 
Trichodex alone and/or when treated with a mixture of Trichodex and P ,/luo- 
rescens CHAO, in comparison with the control treatment of R. solani 
(Table I). This was reflected especially in the decreased fresh weight of 
roots. Again in comparison with the control treatment with R. solani, P Jluo- 
rescens CHAO plus the bioformulation Trichonitrin was the only mixture 
that consistently gave a higher effectivity in suppression of damping-off in 
all three experiments that were carried out at different times of the year 
(Table I). The exception was the decreased fresh weight of roots in the third 
trial; this was related to this mixture as shown in Table I. Plant growth was 
strongly stimulated by treatments with Trichoderma spp., except for 
treatments with Trichodex (data not shown).

DISCUSSION

The biocontrol potential of mycelial preparations of Trichoderma spp. 
against a variety of plant diseases is well documented (Hadar ct al., 1979; 
Elad et al., 1980; Lewis,Papavizac, 1985). Under certain conditions, 
application of an antagonist by a delivery medium can control plant patho­
gens more effectively than by a conidial suspension of the same antagonist 
(Elad et al., 1980). Similarly, some strains of fluorescent pseudomonads 
may be effective in disease suppression of an array of fungal pathogens 
(Weller, Cook, 1983; Kwok et al., 1987; Dandurand,Knudsen, 
1993). The mechanisms of disease suppression by fluorescent pseudomo­
nads may be mediated in part by production of antibiotics and/or sideropho­
res (Weller etal., 1988).

When testing the effectiveness of the mixtures of the beneficial bacterium 
P fluorescens CHAO with some strains of the hyperparasitic saprophytic 
fungi Triqhoderma spp. that are antagonistic to phytopathogenic fungi, we 
observed in our experiments different interactions that appeared related to 
the treatments (as shown in the tables).
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The effects of treatments with some mixtures of P ßuorescens CHAO with 
certain strains of Trichoderma spp. were not significantly different from 
treatment with the Trichoderma spp. alone. This agrees with the results of 
other researchers that dealt with a similar topic, and also supports the idea 
that the biocontrol mechanism of P ßuorescens CHAO neither inhibited nor 
enhanced the biocontrol activity of Trichoderma spp. (Dandurand, 
Knudsen, 1993). Under conditions of natural soils it had been observed 
often that there was less disease suppression by a mixture of the antagonists, 
suggesting a possible inhibition of Trichoderma spp. by indigenous soil 
microbes. Similar effects could have been also caused by siderophores of the 
pseudomonads which are antagonistic to soil fungi, particularly under condi­
tions of soil deprivation (Hubbard etal., 1983;Bin etal., 1991).

More consistent effects of disease suppression of a variety of plant patho­
gens were attained by treatments with fluorescent pseudomonads under 
conditions of fumigated soils compared to natural (raw) soils (Weller, 
Cook, 1983). This is also supported by investigations of Harman and co­
workers who found that a combination of two different fungal antagonists 
may be less effective than treatment with one fungal antagonist alone 
(Harman et al., 1980). Similar results concerning positive effects of the 
bioformulation Trichonitrin applied on seeds of winter wheat with the aim to 
decrease the damage of wheat seedlings by fusarial diseases have been re­
ported byMichalíková (1995). We have also found that one combination 
of tire mixture of the investigated antagonists (P. ßuorescens CHAO x Tricho­
nitrin) was consistently more effective than the fungal isolate alone under condi­
tions of natural soils. Similar results were obtained by other researchers 
(Kwok et al., 1987). This observation is challenging and could possibly 
enhance the future search for potential biocontrol agent mixtures.

Treatments of natural soils with the fungal antagonists Trichoderma spp. 
alone (data not shown) evidently stimulated the growth of cucumber plants. 
This phenomenon has also been reported by other workers (Chet, 1987; 
Baker, 1988; Coley-Smith etal., 1991; Latunde-Dada, 1993; 
Ousley etal., 1994).

The results of this study suggest that some mixtures of bacterial and fungal 
antagonists may have a potential for biocontrol in glasshouse environments 
(e.g. the combination P ßuorescens CHAO x Trichonitrin). However, under
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(e.g. the combination P. ßuorescens CHAO x Trichonitrin). However, under 
certain conditions there can also occur a retardation of plant growth or even 
phytotoxicity. This appears to be related to the disease suppression mediated 
by an interaction of antagonists due to their different modes of action in the soil, 
even though in vitro assays under laboratoiy conditions gave promising results 
(data not shown). There is an enormous variability in the interactions of the 
antagonists and plant pathogenic microbes in disease suppression tests in the soil 
even under conditions of greenhouse experiments. This phenomenon has been 
well documented by many authors that performed in vitro antagonism tests. This 
may be true especially for interactions of Trichoderma spp. x Rhizoctonia so- 
lani isolates in which a single isolate of Trichoderma spp. can be highly 
effective against one isolate of the pathogenic species, but may have only 
minimal effects on other isolates of the same species (Bell et al., 1982).
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Vplyv ošetrenia pody zmesami antagonistických baktérií 
Pseudomonasßuorescens - kmeň CHAO a hyperparazitických húb 

Trichoderma spp. na supresiu huby Rhizoctonia solani
v skleníkových podmienkach v patosystéme s uhorkami

Štúdium bioochranných vlastností zmesi baktérií Pseudomonas ßuorescens 
CHAO a hyperparazitických húb Trichoderma spp. sa uskutečnilo v skleníko­
vých podmienkach v rámci troch v nadväznosti uskutočnených experimentov. 
Pokusy sa realizovali v skleníku při relatívnej vlhkosti vzduchu 75-80 %, pri 
svetelnom režime 16/8 hodin svetlo/tma, pri teplote 22/18 °C (deň/noc). V po- 
kusoch sme zaznamenali poměrně vysoků účinnost’ zmesi antagonistických 
mikroorganizmov, výsledkem kterých bole výrazné zníženie poškodenia 
rastlín hubou Rhizoctonia solani Kuhn predovšetkým pri variante ošetrenia 
zmesou baktérií Pseudomonas ßuorescens a biopreparátu Trichonitrin. Pri 
niektorých variantech ošetrenia antagonistickými mikroorganizmami sme zisti- 
li vysoků variabilitu bioochrannej účinnosti zmesi v rámci troch nezávislých 
experimentov vzhl’adom na zložité interakcie v systéme patogén - antagonista 
- rastlina. Pri niektorých variantech s aplikáciou hyperparazitických húb 
z rodu Trichoderma bez aplikácie baktérií Pseudomonasßuorescens CHAO sa 
prejavil efekt zvýšenej bioochrannej účinnosti voči napadnutiu uhoriek hubou 
Rhizoctonia solani v porovnaní s variantami ošetřenými zmesou antago­
nistických mikroorganizmov.Aplikácia biopreparátu Trichodex, ako aj zmes 
baktérií Pseudomonas ßuorescens CHAO a uvedeného biopreparátu, nevyka­
zovali bioochrannů ůčinnosť, a naopak, sa prejavili silnou retardáciou a de- 
presiou rastu koreňového systému, resp. až toxickým účinkom к rastlinám 
uhoriek.

supresivita; Rhizoctonia solani Kuhn; Trichoderma spp.; Pseudomonas ßuo­
rescens
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Ing. Jan Vavřač, CSc., Vysoká škola pol’nohospodärska, Agronomická fakulta, 
Tr. A. Hlinku 2, 949 76 Nitra, Slovenská republika,
tel.: + 42 87 601 1. 257, fax: + 42 87 41 14 51, e-mail: Vavrac@afnet.uniag.sk
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VLIV EXTRAKTŮ ZE Zingiber officinale Roscoe NA REPRODUKCI 
VIRU MOZAIKY TABÁKU V LISTECH A MEZOFYLOVÝCH 

PROTOPLASTECH Nicotiana tabacum L.

The Effect of Extracts from Zingiber officinale Roscoe 
on Multiplication of Tobacco Mosaic Virus in Leaves and Mesophyll 

Protoplasts of Nicotiana tabacum L.

Milada ŠINDELÁŘOVÁ, Lenka NEZBEDOVÁ\ Vladimir TÁBORSKÝ1, 
Lenka BURKETOVÁ, Luděk ŠINDELÁŘ

Intitute of Experimental Botany Academy of Sciences of the Czech Republic, Prague; 
‘Czech Agricultural Univerzity, Prague, Czech Republic

Abstract: The effect of water and acetone extracts from ginger (Zingiber offici­
nale Roscoe) with respect to tobacco mosaic virus (TMV) multiplication in in 
vitro infected mesophyll protoplasts of tobacco was investigated. Both extracts at 
a resultant dilution 1 : 10 inactivated purified TMV and PVX to 67-87% of the 
control, acetone extract still inactivated TMV and PVX at a dilution 1 : 50 
(75-88% of untreated control). Acetone extract did not influence the number of 
in vitro inoculated and noninoculated mesophyll protoplasts and its viability after 
72 hour cultivation in any of the concentrations used. The TMV content was signi­
ficantly reduced in relation to extract concentration in inoculated protoplasts. The 
extract at a resultant dilution 1:100 decreased TMV content in in vitro inoculated 
protoplasts to 87.3%, at 1 : 30 to 80.8% and at 1 : 10 to 57.7% of tlie values of 
TMV content determined in infected untreated protoplasts.

Zingiber officinale Roscoe; Nicotiana tabacum L.; tobacco mosaic virus (TMV); 
potato virus X (PVX); TMV and PVX content

Abstrakt: Byl studován vliv vodných a acetonových extraktů ze zázvoru (Zingi­
ber officinale Roscoe) na reprodukci viru mozaiky tabáku (TMV) v mezofylo­
vých protoplastech tabáku infikovaných in vitro. Oba extrakty ve výsledném 
ředění 1:10 inaktivovaly purifikáty TMV i PVX na 67-87 % kontroly, aceto­
nový extrakt ještě v ředění 1 : 50 (75-88 % neošetřené kontroly). Acetonový 
extrakt ze zázvoru po 72 hodin kultivace neovlivnil počet inokulovaných i nei- 
nokulovaných mezofylových protoplastů tabáku ani jejich viabilitu v žádné 
z použitých koncentrací. Obsah TMV v protoplastech inokulovaných in vitro byl
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extraktem ze zázvoru statisticky významně snížen, při výsledném ředění 1:100 
na 87,3 %, 1 : 30 na 80,8 % a 1 : 10 na 57,7 % hodnot obsahu TMV nalezeného 
u infikovaných protoplastů extraktem neošetřených.

Zingiber officinale Roscoe; Nicotiana tabacum L.; virus mozaiky tabáku 
(TMV); X virus bramboru (PVX); obsah TMV a PVX

V poslední době nabývají stále většího významu rostlinné látky, které pů­
sobí nejen jako přírodní odíraná proti rostlinným patogenům, ale jsou využí­
vány i v humánní medicíně pro své výrazné antifungální a antimikrobiální 
vlastnosti. Mezi významné rostliny, u kterých byly tyto látky objeveny a po­
psány (Sak a můra et al, 1986), patří Zingiber officinale, tropická rostlina 
z čeledi rostlin zázvorovitých, rod Zingiber. Oddenky této rostliny obsahují 
zingiberen, zingeron, fellandren, kamfen, zingiberol a jeho estery, farncsen, 
kurkumen, ß-Aw-abolen, 1,8-cineol, borneol, linalool, terpinen, terpineol, ne­
rol, geranylacetát, geraniol, geranial a geranyl. V kulturách pěstovaných in 
vitro bylo možné jejich obsah a vzájemný poměr regulovat podmínkami kul­
tivace. Antifungální aktivitu zázvoru proti některým chorobám rýže studoval 
Miah (1990), který nalezl až 50% inhibici nárůstů mycelia Ger lach i a ory- 
zae. ,

Vliv těchto inhibičních látek nebyl dosud zkoumán v souvislosti s rostlin­
nými viry, a proto jsme se v této práci zaměřili na studium vlivu extraktů 
z pokusné rostliny Zingiber officinale Roscoe na reprodukci viní mozaiky' 
tabáku (TMV) v mezofylových protoplastech připravených z tabáku.

MATERIÁL A METODY

Experimentální rostliny tabáku (Nicotiana tabacum L., cv. Samsun) a zá­
zvoru (Zingiber officinale Roscoe) jsme pěstovali v zemině za konstantních 
podmínek při osvětlení 60 pE.nT2.s-1 (12L:12D) a průměrné teplotě 25 °C. 
Rostliny zázvoru jsme vypěstovali z vlastních viruprostých explantátů.

Mezofylové protoplasty tabáku jsme připravili podle metody, kterou jsme 
popsali v předchozí práci (Šindelářová, Šindelář, 1994), v níž jsme 
také popsali metody inokulace a inkubace protoplastů a imunoenzymatické­
ho stanovení procenta jejich inokulace (všechny procedury jsme prováděli za 
sterilních podmínek). Kvalitu protoplastů jsme sledovali mikroskopicky, je-
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jich počet jsme stanovili v Bůrkerově hemocytometru a počet živých proto- 
plastů barvením methylenovou modří podle metody, kterou popsali Hoo­
ley a M c C a r t hy (1980). Hodinu inokulace jsme označili jako nultou.

Vodný extrakt z rostlin zázvoru jsme připravili homogenizací rostlinných 
pletiv v poměru 1 : 5 (hmotnost/objem) s vodou v homogenizátoru Virtis 
a jeho filtrací. Acetonový extrakt jsme připravili stejným způsobem, výsled­
ný filtrát jsme za vakua při 30 °C odpařili dosucha a rozpustili ve stejném 
objemu etylalkoholu.

TMV a PVX jsme purifikovali podle metod, které popsali Gooding 
a H eb e rt (1967), resp. Box (osobní sdělení). Obsah těchto virů jsme určili 
pomocí kvantitativní metody DAS-ELISA (Clark, Adams, 1977). Obsa­
hy virů jsme stanovovali z kalibračních křivek využívajících puntíkovaných 
TMV a PVX podle počítačového software, který popsal Mančal (1987).

Při studiu vlivu extraktů ze zázvoni na inaktivaci TMV a PVX jsme postu­
povali tak, že jsme к 1 ml příslušně zředěného extraktu přidali suspenzi puri- 
fikovaného TMV či PVX a po 24 hodinách působení jsme v suspenzi 
stanovili obsahy virů kvantitativní metodou DAS-ELISA. Při studiu vlivu 
acetonového extraktu ze zázvoru na počet živých mezofylových protoplastů 
tabáku a na obsah TMV po jejich inokulaci jsme testovaný extrakt přidávali 
přímo do inokulačního média a stanovení jsme prováděli po 72 hodinách kul­
tivace.

Výsledky jsou uvedeny jako aritmetické průměty tří až sedmi stanovení, 
jejich statistické hodnocení charakterizuje t-test. Hodnoty P jsou v tabulkách 
charakterizovány těmito symboly: * diference je statisticky významná při 
0,01 < P < 0,05; ** při P < 0,01; *** při P < 0,001 (údaje bez symbolu 
nejsou statisticky významné).

Enzymy potřebné к přípravě protoplastů (SERVA Heidelberg, SRN) jsme 
stejně jako purifikát TMV a poly-L-omithin o MW 118 000 za chladu steri­
lizovali filtrací přes filtr s póry o velikosti 0,45 pm. Ostatní biochemikálie 
jsme získali od finny SIGMA (St. Louis, USA).

VÝSLEDKY A DISKUSE

Vodný i acetonový extrakt ze zázvoru ve výsledném ředění 1 : 10 statistic­
ky významně inaktivoval TMV i PVX v purifikátech těchto virů (na 67-87 %
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kontroly), acetonový extrakt ještě v ředění 1 : 50 (75-88 % neošetřené kon­
troly) (tab. I).

I. Vliv vodného a acetonového extraktu ze Zingiber officinale Roscoe na inaktivaci TMV 
a PVX - The effect of water and acetone extract from Zingiber officinale Roscoe on TMV and 
PVX inactivation

Virus1 Ředění 
extraktu2

Obsah viru3 [ng/ml

kontrola vodný extrakt5 acetonový extrakt6

TMV 1 : 10

1 : 50

727,56 ±21,58 
(100 %)

630,90 ± 48,53 
(86,7 %)

656,10 ±49,03 
(90,2 %)

490,27 ± 18,92** 
(67,4 %)

545,20 ±57,16** 
(74,9 %)

PVX 1 : 10

1 : 50

464,50 ± 5,60 
(100 %)

365,15 ±9,70** 
(78,6 %)

3 89,40 ± 40,94 
(83.8 %)

395,60 ± 15,85** 
(85,2 %)

409,70 ± 10,35** 
(88,2 %)

'vims; 2extract dilution; 3virus content; 4control; 5water extract; 6acetone extract

Acetonový extrakt ze zázvoru, který vzhledem к polárnosti rozpouštědla 
obsahuje více účinných látek než extrakt vodný, po 72 hodin kultivace ne­
ovlivnil počet inokulovaných i neinokulovaných mezofýlových protoplastů 
tabáku ani jejich viabilitu v žádné z použitých koncentrací. Snížil však statis­
ticky významně v závislosti na své koncentraci obsah TMV v protoplastech 
inokulovaných in vitro tímto virem (extrakt o výsledném ředění 1 : 100 na 
87,3 %, 1 : 30 na 80,8 % a 1 : 10 na 57,7 % hodnot obsahu TMV nalezeného 
u infikovaných protoplastů extraktem neošetřených - tab. II, obr. 1 a 2). 
Počet protoplastů infikovaných TMV přitom přesahoval 68 % (v průměru 
77,8 ± 8,6 % ).

Rostlinné účinné látky, které jsou součástí vodných a acetonových extrak­
tů z rostliny Z. officinale Roscoe, mají nejen aktivitu antifungální a antimik- 
robiální (Miah, 1990; Sakamura etal., 1986), ale podle našich výsledků 
i antivirovou. Acetonový extrakt ze zázvoru je zřejmě schopen inhibovatbio-

302



Ochr. Rostl., 32,1996 (4): 299-305

II. Vliv acetonového extraktu ze Zingiber officinale Roscoe na počet živých mezofylových 
protoplastů tabáku v 72. hodinu kultivace - The effect of acetone extract from Zingiber offici­
nale Roscoe on the number of living tobacco protoplasts at the 72nd hour of cultivation

Koncentrace extraktu' 
[%]

Počet živých protoplastů v 10 ml média2 [mil.]

neinokulované protoplasty3 protoplasty inokulované TMV4

0 1,033 ±0,012 1,440 ± 0,029

1 0,996 ± 0,029 1,513 ±0,063

3 1,062 ± 0,025 1,351 ±0,046

10 1,040 ± 0,023 1,472 ±0,061

'extract concentration; 2number of living protoplasts in 10 ml media [milions]; 3noninoculated 
protoplasts; 4TMV inoculated protoplasts

syntézu TMV v mezofylových protoplastech tabáloi inokulovaných in vitro; 
jeho aplikace do živného roztoku neovlivnila počet a viabilitu kultivovaných 
protoplastů, zato však ve výsledné koncentraci 1 : 10 snížila obsah TMV až 
na cca 58 % hodnot nalezených u neošetřených infikovaných protoplastů

'number of protoplasts; 2time post inoculation [h]; 3viability

1. Počet (О#) a viabilita (□■) zdravých (OD) a TMV infikovaných (•■) mezofylových pro­
toplastů tabáku v kultivačním médiu — The number (O®) and viability (□■) of healthy (OD) 
and TMV infected (•■) tobacco mesophyll protoplasts in culture medium
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*TMV content; ^ime post inoculation [h]; 3percent of control

2. Reprodukční křivka TM V v in vitro inokulovaných mezofylových protoplastech tabáku a ob­
sah TMV v protoplastech kultivovaných s acetonovým extraktem připraveným z kurkumy ve 
výsledných koncentracích 1 : 100 (A), 1 : 30 (В) a 1 : 10 (C) (vliv extraktů byl statisticky vý­
znamný pro P < 0,01) - TMV multiplication curve in in vitro inoculated tobacco mesophyll 
protoplasts and TMV content in protoplasts cultivated with acetone extract prepared from gin­
ger at final concentrations of 1 : 100 (A), 1 : 30 (B) and 1:10 (C). The effect of extracts was 
statistically significant at the level P <0.01.

kontrolních. To by mohlo být způsobeno přímou inaktivací syntetizovaných 
virových částic, jak naznačují naše výsledky spočívající na aplikaci vodných 
a acetonových extraktů ze zázvoru přímo na purifikáty TMV a PVX.

Závěrem lze říci, že vodné a acetonové extrakty ze zázvoru vykazují anti­
virovou aktivitu, která se projevuje jak v inaktivaci samotných virových čás­
tic, tak i v inhibici jejich biosyntézy in vivo.
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KRÁTKÁ SDĚLENÍ

INTERAKCE RZI TRAVNÍ (Puccinin graminis Pers. subsp. graminis) 
■ A PŠENICE OZIMÉ VE SMĚSI ODRŮD*

* Tento výzkum byl podporován Grantovou agenturou ČR.

Lubomír VÉCHET

Research Institute of Crop Production, Prague, Czech Republic

V posledních letech nedošlo v České republice, podobně jako ve středoevrop­
ských zemích к silnému výskytu rzi travní. Jak uvádějí Bartoš et al. (1992), zdá 
se, že tato rez ekonomickým významem nyní ustupuje až za rez pšeničnou a plevo­
vou, a to přes svou vysokou potenciální škodlivost. Na této příznivé situaci se podle 
těchto autorů nepochybně podílí rezistence značného počtu pěstovaných odrůd 
к převládajícím rasám rzi travní. Wolfe (1985) uvádí, že používání rozmanitých 
směsí bylo uvažováno jako možná strategie pro omezení šíření choroby u drobných 
zním, ne pouze pro ekonomický prospěch redukující závažnost choroby, ale také 
pro ekologické ohledy podporující stabilitu populace patogena.

Cílem našeho pokusu bylo zjistit výskyt rzi travní na středně náchylné a středně 
rezistentní odrůdě, při různém zastoupení obou odrůd ve směsi, dynamiku choroby 
a její vliv na výnosové prvky.

MATERIÁL A METODY

Maloparcelkové pokusy ve VÚRV Praha-Ruzyně (nadmořská výška 326 m, prů­
měrná roční teplota 7,7 °C, úhrnné srážky 450 mm) byly založeny ve třech opako­
váních se středně náchylnou (N) odrůdou Regina a středně rezistentní (R) odrůdou 
Sparta (předpokládaný gen rezistence Sr31) v těchto variantách:

1. R =100 %
2. N = 100 %
3. R: N = 50 : 50 %
4. 2R : N = 66,7 : 33,3 %

5. R : 2N = 33,3 : 66,7 %
6. 3R : N = 75 : 25 %
7. R : 3N = 25 : 75 %

Velikost parcely byla 1,1 x Im. Na parcelu bylo vyseto 200 zm secím strojem 
Seedmatic 6. Infekce vodní suspensí urediospor rzi travní (rasa 11) do listové po­
chvy byla provedena 23. 5. 1995. Hodnocení epidemie bylo provedeno ve třech
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časových intervalech. Infekční typy byly hodnoceny ve stupnici 0-4 (Roelfs, 
1984). Dále se hodnotil počet napadených rostlin a závažnost choroby v procentech 
pokrytí listové plochy urediemi rzi (Peterson et al., 1948). Jako míra epidemie 
byla vzata plocha pod křivkou rozvoje choroby (Shaner, Finney, 1977).

AUDPC = (^ + x2)/2.(í2-ř1)

kde: x- procento napadení ve dvou časových intervalech (1,2) 
t - čas

Účinnost směsí (Lannou et al., 1994) byla vyjádřena jako relativní rozdíl mezi 
podílem napadené plochy, vyjádřené AUDPC na náchylném komponentu ve směsi 
a v čistém stavu: effAUDPC = 1 - (AUDPC mixture / AUDPC pure stand). Míra 
spolehlivosti pokusu byla hodnocena analýzou rozptylu.

VÝSLEDKY

Za 29 dní od infekce rzi travní (první hodnocení) měla nejvíce napadených rost­
lin (tab. I) varianta 2 (více než 60 %). Podstatně méně napadených rostlin měly 
ostatní varianty. Za 36 dní od infekce (druhé hodnocení) vzrostl počet napadených 
rostlin u varianty 2 na 94 %, u ostatních variant na 67 % a méně. Za 50 dní od

I. Průměrný počet rostlin napadených rzí travní (AP) a infekční typy (IT) pšenice ozimé (odrů­
dy v čistém stavu a ve směsi) - Average number of affected plants (AP) of winter wheat (varie­
tal in pure stand and in mixtures) by stem rust and infection types (IT)

Varianta R:N
21. 6. 28. 6. 12.7.

AP [%] IT AP [%] IT AP [%] IT

1. 100 6,7 l,o 51,1 1,4 100,0 2,3

2. 100 63,4 1,2 91,1 1,9 100,0 3,2

3. 50 : 50 23,4 1,0 66,7 1,3 100,0 2,2

4. 66,7 :33,3 20,0 1,0 57,8 1,3 100,0 2,7

5. 33,3 : 66,7 15,6 1,0 55,5 1,3 100,0 2,5

6. 75 : 25 6,7 1,0 44,5 1,25 97,7 2,1
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II. Závažnost napadení (DS) pšenice ozimé (odrůdy v čistém stavu a ve směsi) rzí travní (% 
pokrytí listové plochy v průměru najeden list), napadení předposledního listu (FL-1), napa­
dení praporcového listu (FL), plocha pod křivkou rozvoje choroby (AUDPC), účinnost smě­
si (effAUDPC), procento napadených klasů (E) - Disease severity (DS) of winter wheat 
(variety in the pure stand and in mixtures) by stem rust (average percentage of leaf area 
affected on one leaf), affection of the leaf under flag leaf (Fl-1), affection of flag the leaf 
(FL), aera under disease progress curve (AUDPC), mixture efficacy (effAUDPC), percentage of 
diseased ears (E)

Varianta
DS

FL FL-1 AUDPC effAUDPC E
21.6. 28.6 12.7.

1. 0,03 0,7 14,0 8,0 20,0 105,89 - 62,2

2. 3,5 10,0 66,0 52,0 80,0 630,00 - 86,7 ■

3. 0,1 0,4 14,5 12,5 20,0 107,50 82,94 75,6

4. 0,1 0,6 22,3 18,5 26,0 164,20 73,94 80,0

5. 0,1 0,3 28,0 26,0 30,0 200,95 68,10 64,4

6. 0,1 0,2 15,3 11,0 14,0 111,00 82,38 62,2

infekce (třetí hodnocení) bylo napadeno již 100 % rostlin u všech variant kromě 
varianty 6, v níž bylo napadeno téměř 98 %.

Všechny rostliny byly napadeny i u varianty 1, monokultury středně rezistentní 
odrůdy. Rozdíly ve vývoji infekčních typů byly podobné jako u počtu napadených 
rostlin. Při posledním hodnocení měla nejvyšší infekční typ (středně náchylný) va­
rianta 2., ostatní varianty infekční typy středně rezistentní. Protože varianta 7 měla 
výrazně nejnižší hodnoty, byla z hodnocení vyřazena. Choroba se vyvíjela (tab. II) 
nejrychleji u varianty 2, která při posledním hodnocení měla nejvyšší napadení 
(66 % v průměru na jeden list). U ostatních variant byl vývoj choroby pomalejší 
a závažnost podstatně nižší. Rozdíly mezi variantami byly také v napadení prapor­
cového listu. Ten byl směsí odrůd o málo více napaden u varianty 3 než u varianty 
6, což je obrácené pořadí proti průměrnému napadení jednoho listu při posledním 
hodnocení. Rozdíly v napadení předposledního listu byly menší.

Podobné relace jako průměrné napadení jednoho listu ukazují i hodnoty AUDPC, 
které byly nejvyšší u varianty 2. O třetinu nižší byly u varianty 5 s nejvyšším podí­
lem středně náchylné odrůdy ve směsi. Druhou nejvyšší hodnotu AUDPC ze směsí 
odrůd měla varianta 4. Nejúčinnější v potlačení choroby byla směs odrůd ve varian­
tách Заб, nejméně účinná ve variantě 5. Rez travní napadla u všech variant více
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III. Podíl vlivu závažnosti (DS) rzi travní, výnosu zrna (GY) a hmotnosti 1000 zrn (WG) na 
celkové variabilitě pokusu (odrůdy v čistém stavu a ve směsi) - Proportion of the influence of 
disease severity (DS), grain yield (GY) and weight of 1000 grains (WG) on the whole variabili­
ty of the trial (variety in pure stand and varietal mixtures)

Varianta DS [%] DS[%] GY[g] GY[g] WG[g] WG[g]

1. + 14,00 - 1053,70 - 31,27

2. 64,67 - 453,60 - 26,93

3. + 14,23 - 957,30 - 31,80

4. + 22,83 - 578,90 - 29,00

5. + 27,17 - 716,03 - 29,80

6. + 17,30 - 1003,80 - 33,00

- neprůkazný - insignificant; + průkazný- significant (P о 05); ++ vysoce průkazný- highly 
significant (P o oi)

Podíl vlivu variant (tab. Ill) na variabilitě pokusu byl vysoce průkazný, podíl 
vlivu opakování, výnosu zrna a hmotnosti 1000 zrn neprůkazný.

DISKUSE

Napadení pšenice ozimé rzí travní bylo mnohem závažnější než v podobném po­
kusu se rzí pšeničnou. Ve směsích odrůd středně náchylné a středně rezistentní na­
růstal počet napadených rostlin pomaleji oproti odrůdě středně náchylné od prvního 
do posledního hodnocení, kdy již byly napadeny všechny rostliny. Nejpomaleji se 
choroba šířila ve směsi se 75% podílem středně rezistentní odrůdy. Zde se, jak uvá­
dí Wolfe (1985), uplatnily dva mechanismy - snížení prostorové hustoty náchyl­
ných rostlin a bariérový efekt poskytovaný rezistentními rostlinami. Infekční typ 
u směsí odrůd byl výsledkem poměru zastoupení náchylné a rezistentní odrůdy. Zá­
važnost napadení rzí travní byla ve směsích odrůd proti středně náchyhié odrůdě účin­
ně potlačena, nej výrazněji u směsí s 50 a 75% zastoupením rezistentní odrůdy.

Rozdíly ve výskytu choroby mezi monokulturou středně náchylné odrůdy 
a směsmi odrůd byly také u praporcového a předposledního listu. Epidemie podle 
AUDPC byla ve směsích odrůd podstatně nižší než u monokultury středně náchylné 
odrůdy. Úroveň epidemie u směsí s 50 a 75% podílem rezistentní odrůdy se blížila 
epidemii u středně rezistentní odrůdy. Účinnost všech směsí odrůd byla vysoká. 
Nejvíce napadených klasů měla monokultura středně náchyhié odrůdy. Ve směsi
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odrůd bylo napadeno méně klasů. Směs se 75% zastoupením středně rezistentní od­
růdy měla napaden stejný počet klasů jako monokultura středně rezistentní odrůdy, 
což svědčí o její vysoké účinnosti.

Ukázalo se, že i použití středně rezistentní a středně náchylné odrůdy к určité 
rase patogena je v potlačení rzi travní účinné.
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Interaction of Stem Rust (Puccinia graminis Pers, subsp. graminis) 
and Winter Wheat in Varietal Mixtures .

The development of stem rust (the race 11) on two components varietal mixtures 
(the middle Resistant Sparta and the middle Susceptible Regina) was evaluated on 
small plot trials. There were following variants: 1. R (middle resistant) = 100%, 
2. N (middle susceptible) = 100%, 3. R : S = 50 :50%, 4. 2R : S = 66.7 : 33.3%, 
5. R : 2S = 33.3 :66.7%, 6. 3R : S = 75 : 25%, 7. R : 3S = 25 : 75%. Infection of 
plants were made in May 23. From epidemiological parameters were evaluated a 
number of affected plants, infection type, disease severity and AUDPC. The mixtu­
res of varieties mainly one with 75% proportion of middle resistant variety provi­
ded significant reducing of the disease. The level of epidemic in mixtures of
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varieties with 75 and 50% proportion of the middle resistant variety approached the 
level of the varietal with middle resistant variety. The mixture of variety with 75% 
proportion of the middle susceptible variety had diseased the same number of aers 
such as the variety in the pure stand. It seems that ussing of middle resistant and 
middle susceptible variety in the variety mixtures is effective.

varietal mixtures; stem rust; epidemiological parameters; yield
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VYUŽITÍ ODRŮDOVÉ ODOLNOSTI JEČMENE К UDRŽOVÁNÍ 
KOLEKCE ČISTÝCH PATOTYPŮ PADLÍ TRAVNÍHO

Antonín DREISEITL

Agricultural Research Institute Kroměříž, Co. Ltd, Kroměříž, Czech Republic

К mnoha výzkumným aktivitám, které vycházejí z teorie gen proti genu (Flor, 
1955) (např. identifikace genů odolnosti v odrůdách, výběry odolných potomstev 
po křížení a další), jsou nezbytné přesně definované a čisté kultury patogena. Proto 
je v Zemědělském výzkumném ústavu Kroměříž udržována a průběžně aktualizová­
na pracovní kolekce vybraných patotypů padlí travního na ječmeni (Erysiphe gra- 
minis DC. f. sp. hordei Marchal).

Padlí travní je biotrofní parazit. Energii potřebnou ke svému růstu a rozmnožová­
ní je schopno získávat jen z živých rostlin. Izoláty jsou uchovávány ve vegetativním 
stadiu (klony). Nejvyšší hustotu konidií vytváří na primárních listech. Proto jsou 
inokulovány zpravidla mladé rostliny (DC 11).

Při laboratorní teplotě (20 ± 2 °C) je mycelium patrné za čtyři a produkce konidií 
kulminuje za 7-8 dnů po inokulaci. Proto je u aktivní části kolekce (patotypy, je­
jichž inokulum je často používáno к uvedeným aktivitám) běžný týdenní interval 
mezi inokulacemi.

Inokulace je prováděna otěrem napadených rostlin o primární listy inokulova- 
ných rostlin a to v izolátorech (skleněné boxy s kovovým rámem o rozměrech 
50 x 50 x 50 cm). V nich jsou jednotlivé patotypy chráněny před kontaminací. Při 
inokulaci však musí být rostliny přístupné (izolátor je otevřen). Na napadených 
rostlinách v jednom květináčku bývá řádově 106 i více konidií. Z nich se při inoku­
laci dostane velké množství mimo izolátor. Konidie se v klidném vzduchu usazují 
rychlostí cca 1 cm/s. Je-li proudění vzduchu vyšší např. v důsledku pohybu osob 
v místnostnosti, vznášejí se konidie volně v ovzduší. V laboratorních podmínkách 
(mimo hostitelskou rostlinu) si podržují životaschopnost několik hodin. Při každé 
inokulaci jsou tedy udržované patotypy vystaveny značnému riziku vzájemné kon­
taminace.

Patotypy jsou často unikátní. Některé z nich jsou udržovány (a využívány) více 
než 30 let (Brückner, 1963,1965). V důsledku diverzity odolností v pěstovaných 
odrůdách velmi vzrostla komplexita středoevropské populace (Wolfe et al., 1992; 
Dreiseitl, Schwarzbach, 1994). Opětovné získání jednoduchých patotypů je 
proto v tomto regionu prakticky nemožné. V případě kontaminace unikátních pato­
typů je jejich opětovná separace zdlouhavá a pracovně náročná. Jednoduché starší
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izoláty (s malým počtem virulencí) jsou přitom potřebné např. v počáteční fázi stu­
dia odolnosti velkých kolekcí odrůd (vzorků) i jako standardy při studiu změn citli­
vosti populace к účinným látkám používaných fungicidních přípravků.

Proto byl postupně vypracován systém udržování patotypů padlí travního na ječ­
meni v čistém stavu (tab. I), který využívá poznatky o odrůdové odohiosti. Pro rep­
rodukci patotypů je pro každý z nich vybrána odrůda s vhodnou odolností, vůči níž 
však je daný patotyp plně virulentní. Takto vybrané odrůdy s patotypy jsou seřaze­
ny v přesně stanoveném pořadí tak, aby každá následná odrůda sloužila (díky své 
odolnosti) jako filtr, znemožňující reprodukci předchozích patotypů. Práce v proti­
směrném či náhodném pořadí vede ke ztrátě ochrany před vzájemnou kontaminací. 
Proto musí být při všech pracovních úkonech spojených s udržováním kolekce, 
zvláště však při vlastní inokulaci, dodrženo stanovené pořadí. Pak je spolehlivě za­
jištěna čistota patotypů, které jsou rychle a relativně levně reprodukovány v potře­
bném množství.

V systému jsou uplatněny především vybrané domácí odrůdy a novošlechtění, 
jejichž odolnost je dobře prostudována (Dreiseitl, 1989, 1996a, b, 1997; Drei­
seitl, Jorgensen, nepublikováno). Z celkového počtu 14 odrůd zařazených 
v tab. I jsou čtyři (Amsel, Emir, Ricardo a Sara) zahraniční (Brown, Jorgen­
sen, 1991). Použité odrůdy obsahují celkem jedenáct genů specifické odolnosti 
к padlí, a to samostatně nebo v kombinaci. Při udržování vyššího počtu komplex­
ních patotypů je třeba к některým z nich použít dvě odrůdy s různou odolností. 
Použití dvojice odrůd, které jsou v takovémto případě střídavě vysévány к danému 
patotypů, je často jen dočasné a překlenuje období do získání a reprodukce jiné 
vhodné odrůdy. Např. patotyp 0524 je v současné době udržován ňa rostlinách od­
růd Emir a Diabas, neboť jako první v pořadí překonává odolnost genů Mlal2 
aMla7. Spojení těchto genů v jedné odrůdě brání mnohočetný alelismus Mla loku- 
su. Proto musí být z tohoto pohledu zařazeny dvě odrůdy. Patotyp 0524 však také 
jako první v pořadí překonává odolnost genuAY№. Ten, ač je v evropských odrůdách 
ječmene jarního často přítomen, nebyl dosud v českých a slovenských odrůdách 
zjištěn. Proto jsme pro uvedený patotyp vybrali několik možných zahraničních od­
růd. Po prověření jejich odolnosti bude některá z nich vybrána a po namnožení na­
hradí v tomto případě dvojici odrůd Emir - Diabas. Podobně bude nahrazena 
dvojice Svit - Lumar jednou z linií nšl. CE 817, která bude svojí odolností Mlal, 
MILa, Mlg (Dreiseitl, nepublikováno) zárukou čistoty patotypů 5177.

Naopak např. patotypy 7532 a 2776, jejichž čistota je založena na alternativním 
zařazování odrůd s různými alelami Mla lokusu, budou i nadále vyžadovat uvedené 
či obdobné dvojice odrůd s odlišnými alelami.

314



I. Příklad řazení odrůd s různými geny specifické odolnosti (filtrační odrůdy) při udržování kolekce patotypů Erysiphe graminis f. sp. hordei 
v čistém stavu - An example of ranking varieties with different specific resistance genes (filter varieties) at maintaining the pathopype collection 
of Erysiphe graminis f. sp. hordei in pure state

Po-
Izoláty4

řadí* odrůdy2 odolnosti5 1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. 10. 11. 12. 13. 14. 15. 16.
0102 6000 4114 4404 0524 4047 0570 5426 4322 4376 6040 4563 7532 2776 7375 5177

1. Amsel a7,g + + + + + + +

2. Ricardo a3 + + + + +

3. Karát al3 + + + + + + +

4. Emir al2 + + + 4- + + +

5. Emir - Diabas al2-a7 4- + + 4- +

6. Jaspis аб, at + + + +

7. Pax a!3, La + + + 4- +

8. Lumar al,g + + +

9. Spartan a9 + + + +

10. Viktor al3, La, g + + +

11. Sara a3 (Tu2) +

12. UH 308 al2, at +

13. Mars - Lumar a3, g-al, g +

14. Mars - Viktor a3, g-al3, La, g +

15. Svit al3, at + +

16. Svit-Lumar al3, at-al, g +

1 order, 2filter varieties; Wl-resistance genes; isolates 
+ virulence
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Do systému mohou být včleněny jen dobře prostudované a čisté izoláty a stejně 
tak dobře prostudované a čisté hostitelské odrůdy. V ideálním případě je jeden pa­
totyp virulentní v kolekci pouze к jedné odrůdě. To však je jev ojedinělý.

Ostatní patotypy (pasivní část kolekce) jsou také udržovány na živých rostlinách 
filtračních odrůd. Ty však jsou pěstovány (v běžném obchodním rašelinovém subs­
trátu) ve skleněných trubicích při nižším teplotním režimu (0,5-5 °C). Tak je zpo­
malen vývoj hostitele i patogena a inokulace je nutná za 6 až 10 týdnů, případně za 
4 až 6 měsíců. V mezidobí, kdy nejsou prováděny uvedené aktivity (zpravidla v mě­
sících květen-srpen), je v nízkém teplotním režimu udržována celá genová banka 
patogena. Dochází tak к dalším úsporám lidské práce a osiva příslušných odrůd.

I přes uplatnění uvedeného postupu není uchovávání kultur padlí travního levné. 
Proto je žádoucí udržovat nízký, ale přitom dostatečný počet originálních izolátů. 
Pro studium specifických otázek jsou využívány i patotypy z jiných genových bank 
patogena, které existují v omezeném počtu evropských zemí.
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Utilization of Barley Varietal Resistance for Maintaining a Collection 
of Pure Powdery Mildew Pathotypes

To reproduce pathotypes of Erysiphe graminis hondei, we inoculate primary lea­
ves of fresh plants by shaking infected plants over them in isolators (glass boxes). 
A lot of conidia get out of the isolators and the pathotypes can contaminate each 
other. Therefore, a variety (a pair of varieties) possessing a suitable resistance, to 
which a given pathotype is virulent, is selected. The inoculation is performed in 
such a sequence, so that resistance of each subsequent variety is a fdter one and 
disables any of preceding pathotypes to reproduce (Table I). During the process in 
other sequence protection against mutual contamination would be lost.

barley; varietal resistance; powdery mildew, collection of pathotypes; pure isolates

Kontaktní adresa:
Ing. Antonín Dreiseitl, CSc., Zemědělský výzkumný ústav Kroměříž, s.r.o., 
Havlíčkova 2787, Pošt. sehr. 55, 767 41 Kroměříž, Česká republika, 
tel.: 0634/42 61 39, fax: 0634/227 25
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RECENZE

Return to Resistance. Breeding Crops to Reduce Pesticide Dependence

R. A. Robinson

AgAccess, Davis, California, 1996, 480 s. (ISBN 0-932857-17-5)

Současná lidská společnost řeší celou řadu globálních problémů, které jsou pře­
devším produktem rozsáhlé industrializace. Tato skutečnost se rovněž týká země­
dělství, jež je stále více vázáno na využívání industriálních technologií včetně 
rozsáhlého boomu v oblasti jeho chemizace. Aplikace pesticidů se stala v zeměděl­
ství naprostou nezbytností, která však v mnoha aspektech přerostla do nekontrolo­
vatelných a smysl postrádajících rozměrů. V posledním období stále více narůstá 
snaha biologicky orientovaných pracovníků po dosažení „bodu zvratu“ v této oblas­
ti. Jedním ze zásadních vědeckých a odborných směrů reprezentujících toto snažení 
je šlechtění roštím na rezistenci к chorobám a škůdcům.

Právě o této problematice pojednává vehni zasvěceně, ale přitom čtivou formou 
recenzovaná kniha. Autor, Dr. R. A. Robinson, je celosvětově známý odborník 
a publicista, který se již více než čtyři desetiletí zabývá teoretickými i praktickými 
aspekty šlechtění na rezistenci. Jeho nová kniha je dalším zásadním dílem v této 
oblasti. Publikace je rozdělena do tří částí: 1. Vysvětlení, 2. Příklady, 3. Řešení.

V první části, která reprezentuje asi jednu třetinu knihy, je podáno základní vy­
světlení teoretických aspektů genetiky a šlechtění na rezistenci, a to jak ze strany 
populací hostitelských rostlin, tak i populací patogenů. Myšlenková sekvence této 
části vyúsťuje v konstatování neudržitelnosti současné „hyperchemizace“ zeměděl­
ství a v neodkladnost jejího řešení. Jednou z možností je šlechtění na horizontální 
rezistenci, kterému je věnován zbytek knihy.

Ve druhé části, jež je rozsahem zpracování nejkratší, je uvedena řada příkladů 
destruktivních chorob a možností jejich omezení pomocí horizontální rezistence. 
Tato problematika je demonstrována na příkladech brambor, kukuřice, kávovníku, 
cukrové třtiny a řady dalších plodin zejména subtropů a tropů (banánovník, citrusy, 
datlovník, réva vinná atd.).

Ve třetí části, která je nejrozsáhlejší, se pojednává o metodických přístupech ře­
šení. Tato část je rozdělena do šesti podkapitol, z nichž za nej významnější lze pova­
žovat koncepci tzv. klubů šlechtění rostlin, dále pak rozsáhlé a podrobné zpracování 
šlechtitelských metod a způsobů hodnocení rezistence. V závěru knihy je zdůvod-
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něn význam šlechtitelských klubů orientovaných na horizontální rezistenci. Rovněž 
je zde zdůrazněn konflikt mezi šlechtěním na trvanlivou resp. horizontální rezisten­
ci a možnostmi metod genových manipulací. Knihu uzavírá velmi dobře zpracova­
ný výkladový slovníček, index odborných výrazů a latinských jmen druhů rostlin.

Závěrem lze konstatovat, že Robinsonova kniha je mimořádně zajímavým čte­
ním. Lze ji považovat za spíše populárně vědeckou než vědeckou publikaci. Srozu­
mitelností výkladu poskytuje možnost i téměř naprostým laikům nahlédnout do tajů 
této složité problematiky. Kníhaje určena všem, kteří se zajímají o geneticko-šlech- 
titelské aspekty řešení otázek rezistence kulturních rostlin. Věřím, že se tato kniha 
staně jedním z bestselerů, tak jak tomu bylo v 60. a 70. letech u knih van der Plaňka, 
které však svým pojetím byly srozumitelné převážně vědecké veřejnosti.

doc. Ing. Aleš Lebeda, DrSc.
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LIRIOMYZA HUIDOBRENSIS BLANCHARD

Synonyma: Agromyza huidobrensis Blanchard; Liriomyza cucumifoliae Blanchard; 
Liriomyza langei Frick; Liriomyza dianthi Frick

Vrtalka jihoamerická

Národní názvy: anglicky - Serpentine leaf miner, South American leaf miner, pea leaf 
miner

1. Dospělec vrtalky jihoamerické 2. Podkopy larev na listu rajčete

Hlavni hostitelé: polní plodiny - brambor, cukrovka, vojtěška; zeleniny - celer, cibule, 
fazol, hrách, lilek, okurka, paprika, pór, rajče, salát, špenát; okrasné rostliny - Amaran- 
thus, Aster, Chrysanthemum, Dahlia, Dianthus, Gypsophila, Lathyrus, Lisianthus, Pri­
mula, Verbena, Zinnia a řada druhů plevelů.
V České republice jsou kromě plevelů napadány: Lycopersicon, Capsicum, Chrysanthe­
mum, Gerbera a Gypsophila.

Geografické rozšíření: Z jihoamerického kontinentu se tato vrtalka rozšířila do Afriky, 
Středozemí a v roce 1987 do Evropy, kde se vyskytuje v Belgii, České republice, Francii, 
Itálii, Nizozemsku, Portugalsku, Rakousku, Německu, Španělsku a Velké Británii.
V České republice byl výskyt doposud zjištěn pouze ve sklenících; napadené jsou často 
zásilky řezaných květin z Nizozemska.

Biologie: Samice kladou až 400 vajíček do vpichů na listech hostitelů. Larva se líhne 
podle teploty prostředí a druhu hostitele za 2-5 dní, po 4-7 dnech žíru v listových 
a stonkových minách se kuklí na povrchu listu či v půdě. Z kukly se po 7-14 dnech líhne 
dospělá moucha, která žije asi 15 dní. Ve vytápěných sklenících má škůdce za rok více 
generací.
Dospělci se živí sáním rostlinných šťáv. V našich zeměpisných šířkách může vrtalka 
jihoamerická ve stadiu pupária přežít za mírných zim i mimo skleník.



Hospodářský význam: Škodlivost vrtalky jihoamerické se může projevit snížením 
výnosu až o 100 % (v důsledku žíru larev v minách a sání dospělců na rostlinách) 
a zhoršením kvality sklízených produktů (květy, plody), což vede i ke snížení tržní 
hodnoty.

Způsob zavlékání: Nejčastěji je zavlékána mezinárodním i vnitrostátním obchodem 
s rostlinným materiálem (zvláště na řízcích chryzantém a na řezaných rostlinách z rodu 
Gypsophila) a ze zamořených porostů. Aktivní šíření vrtalky ze zamořených skleníků 
bylo zjištěno do vzdálenosti několika set metrů.

Determinace: Symptomy na rostlinách: Na spodní straně listů, popř. na stoncích jsou 
bělavé, později hnědnoucí chodby podkopů (min) nepravidelného tvaru. Na liřbetní 
straně listů jsou okrouhlé až oválné bělavé vpichy dospělců průměru až 0,15 mm. 
Diagnostika: Vajíčka jsou bělavá velikosti 0,2 x 0,1 mm. Larva zpočátku průhledná, 
později žlutooranžová dorůstá délky až 3 mm. Oválné pupárium proměnlivé barvy je až 
2,3 nun dlouhé. Tracheální vyústění larvy a pupária tvoří věneček s 6 až 9 hrbolky. 
Dospělci jsou žlutočerně zbarvení, délka těla je až 2,3 mm. Orientační rozlišení dospělců 
příbuzných druhů vrtalek z rodu Liriomyza je možné podle velikosti černé skvrny na 
mezopleuře (m) a podle zbarvení políčka, z něhož vyrůstají vnitřní (b) a vnější (a) 
vertikální brvy. Přesné druhové rozlišení lze provést pouze na základě porovnání 
morfologie pohlavních orgánů samců, popř. pomocí elektroforézy.

A - dospělec vrtalky s označenou mezopleurou

В - mezopleury: 1. L. bryoniae, 2. L. tri/blii,
3. L. sativae, 4. L. huidobrensis

C - hlava vrtalky: 1. L. bryoniae, 2. L tri/blii,
3. L sativae, 4. L. huidobrensis

Text: M. Hnízdil; Perokresby: B. Zbuzek; Foto: M Hnízdil, J. Šedivý



BEMISIA TABACI GENNADIUS

Synonyma: Bemisia gossyiperda Misra a Lamba; Bemisia longispina Priesner a Hosny; 
Bemisia negeriensis Corbett

Molice bavlníková

Národní názvy: anglicky - Cotton whitefly, sweet potato whitefly, tobaco whitefly; 
německy - Tabakmottenschildlaus; francouzský - Aleurode du cotonnier, 
aleurode de la patate douce

1. Dospělec molice 2. Nymfy a pupária na listu

Hlavní hostitelé: bavlník. batáty, kasawa, rajče, tabák, Euphorbia pulcherrima, 
Gerbera, Hibiscus.
V České republice zjištěna nejčastěji na listech Euphorbia pulcherrima a Hibiscus spp.

Geografické rozšíření: Z původní domoviny, kterou je Středomoří, se tato molice 
rozšířila do tropických a subtropických zeměpisných šířek všech světadílů i do skleníků 
mírného pásma. Evropa a Středomoří: Belgie, Česká republika, Dánsko, Francie, Itálie, 
Izrael, Kypr, Libanon, Libye, Nizozemsko, Norsko, Malta, Maroko, Maďarsko, Polsko, 
Rakousko, Rusko, Řecko, Německo, Sýrie, Španělsko, Švédsko, Švýcarsko, Turecko, 
Tunisko, Ukrajina; Severní Amerika: Bermudy, Mexiko, jižní státy UŠA; Jižní Amerika: 
Argentina, Brazílie, Kolumbie, Venezuela; Asie, Afrika, Střední Amerika, Karibské 
ostrovy, Oceánie.
V České republice se molice bavlníková vyskytuje pouze ve sklenících, ve volné přírodě 
nepřežije zimu.

Biologie: Samice kladou podélně oválná vajíčka v kruzích asi po 40,vzácněji jednotlivě. 
Vajíčka jsou upevněna stopkou na spodní stranu listu. К líhnutí dochází po 5 až 9 dnech 
při teplotě 30 °C; vývoj jedné generace trvá při 26-35 °C asi 23 dní, kromě teploty závisí 
délka vývoje značně na vlhkosti vzduchu a hostitelské rostlině.



Vylíhlá nymfa je plochá, oválného tvaru, pohybuje se jen na krátkou vzdálenost od místa 
vylíhnutí do místa přisátí. V průběhu čtyř dalších nymfálních stupňů je nepohyblivá. 
Každé z prvních tří stupňů trvá 2-4 dny. Čtvrtý stupeň nymfy - pupárium - je asi 0,7 mm 
dlouhé a trvá asi 6 dní; je to stupeň, v němž dochází к přeměně v dospělce. Dospělec 
o velikosti do 1,2 nun se lílme trhlinou ve liřbetní části pokožky pupária. Délka života 
samice je asi 60 dní a samce od 9 do 17 dní. Samice vyklade za život přibližně 160 va­
jíček.
zhledem к rychlému vývoji škůdce a jeho značné odolnosti к mnoha insekticidním 
přípravkům je redukce jeho populace obtížná.
Hospodářský význam: Sání dospělců a nymf způsobuje žloutnutí, chřadnutí až násled­
ný úhyn napadených rostlin. Medovice po sáni hostí černě, které omezují fotosyntézu. 
Molice bavlníková je rovněž přenašečem téměř 60 rostlinných virů.
Způsob zavlékáni: Zdrojem zavlékání a šíření molice je pěstitelský materiál a řezané 
květy hostitelských rostlin. Pasivní šíření větrem je zanedbatelné.
Determinace: Symptomy: Na listech napadených rostlin se tvoří chlorotické skvrny, 
které později splývají a žloutnou, listy následně opadnou. Na spodní straně listů jsou 
bělavá až průhledná pupária a nymfy. Při zatřesení rostlinami vyletí trhavým letem bílí 
dospělci molice. Diagnostika: Pupárium molice bavlníkové je ploché, svírá s rovinou 
listu ostrý' úhel, na hřbetě je až do 7 párů úzkých pravých štětin, které při výskytu na 
některý ch hostitelích zcela chybějí (např. Hibiscus spp. - b). Obvodové voskové štětiny 
chybějí kromě koncového páru (a). Pupárium molice skleníkové \Tnaleurodes vapora- 
riorum (Westhoff) ] svírá s povrchem listu prakticky pravý úhel, má krabičkovitý tvar, 
na hřbetě je až 8 párů velmi dlouhých, kolmo postavených voskových štětin, které lze 
preparační jehlou oddělit od těla pupária (c, d).
Při troše zkušeností lze druhově rozlišovat i podle dospělců. Dospělec molice bavlníkové 
má obvykle jasně žluté tělo, užší a slaběji bělavě poprášená křídla, která v klidu 
střechovitě skládá na tělo. Při pohledu shora má štíhlejší vzhled naž molice skleníková..

a - pupárium molice bavlníkové se 7 páry hřbetních štětin 
(pohled shora)

b - pupárium molice bavlníkové bez hřbetních štětin 
(pohled ze strany)

c - pupárium molice skleníkové (pohled shora)
d - pupárium molice skleníkové (pohled ze strany)

Text: M. Hnízdil; Perokresby: B. Zbuzek; Foto: M. Hnízdil, J. Šedivý
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