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Uvedeni problému a cil metodiky

Soucasny vysoky tlak patogenl na hospodarské plodiny pfedstavuje pro Slechténi
naro¢né ukoly. Jednim z vaznych problému, které sou¢asné moderni Slechténi fesi,
predstavuje nadorovitost kostalovin. Toto onemocnéni zplUsobuje puadni biotrofni
patogen Plasmodiophora brassicae. V souCasnosti predstavuje tento patogen
zavazné problémy pro vétSinu brukvovitych plodin v celosvétovém méfFitku.
MozZnosti regulace této nemoci jsou nyni relativné omezené a z ekonomického
hlediska se jevi jako jedina efektivni moznost péstovani rezistentnich €i tolerantnich
odridd ktomuto patogenu. Do soucCasné doby bylo identifikovano nékolik
genetickych zdroja rezistence pro Slechténi, nicméné jejich pouziti pfi Slechténi do
jisté miry brani neznalost principu rezistence a pfi¢inného elementu.

Cilem metodiky je predstaveni postupu hodnoceni odolnosti genetickych
zdroju a Slechtitelskych materialu k nadorovitosti:

Identifikace miry rezistence je vyjadfena jako disease index (DI) — hodnoty DI jsou
nasledné porovnavany s transkriptomickymi daty ziskanymi po RNAseq. Toto
porovnani dat vychazi ze dvou ruznych pfistupl asociativni transkriptomiky.
V prvnim pfipadé se jedna o vyuziti SNP marker( detekovanych v RNAseq datech
pro jednotlivé genotypy a hodnot DI k provedeni asociativni analyzy. Vystupem
z této analyzy jsou hodnoty asociace jednotlivych SNP markert k porovnavanému
znaku, v tomto pfipadé DI pro nadorovitost. VySsi poCet asociovanych SNP markert
v urcCité uzké oblasti pak urcuje jejich polohu v genomu a vazbu s kliCovymi geny
ovliviujicich DI.

Druhym pfistupem je vyuziti miry exprese jednotlivych genl ziskanych také
z RNAseq dat. Expresni profily jednotlivych gent napfi¢ genotypy jsou pomoci
asociativni analyzy porovnany s profilem DI ziskaného pro stejnou skupinu
genotypl. Vysledkem této analyzy je asociace DI k jednotlivym genlim, které byly
do hodnoceni zafazeny. Mira asociace jednotlivych genl poté vyjadfuje dalezitost
tohoto genu v reakci na napadeni P. brassicae.

V poslednim kroku jsou geny v oblasti asociovanych SNP markerll a vysoce
asociované geny na zakladé expresnich profild podrobeny anotaéni analyze GO a
InterPro. Na zakladé téchto anotacnich analyz jsou vytipovany kliCové geny
v obrannych reakcich proti nadorovitosti.
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Vlastni popis metodiky
Uvod

Jednim ze soucasnych problému péstovani brukvovitych zelenin a olejnin je
onemocnéni znamé jako nadorovitost kostalovin. Toto onemocnéni zpusobuje
obligatni biotrofni patogen Plasmodiophora brassicae, ktery ma schopnost velice
dlouho prezivat v pudé (Wallenhammar 1996). V souc€asnosti pfedstavuje toto
brukvovitych plodin. Moznosti boje proti nadorovitosti jsou v sou€asnosti relativné
omezené. Tradini metodou je vapnéni, pouziti fungicidd nebo péstovani
rezistentnich/tolerantnich odrdd. Vzhledem k tomu, Ze vapnéni neni dostate¢né
ucinné, pouziti fungicidd je finanéné narocné a omezeno kvuli potencionalni
zdravotni zavadnosti, pfedstavuje vySlechténi a pouZiti rezistentnich odrid jedno
z nejlepSich feSeni. Navzdory tomu, Ze je v souCasnosti identifikovano nékolik
Slechtitelskych zdroju rezistence, jen u velice malého mnozstvi je znama jejich
podstata, ktera by byla efektivné pouzitelna pro marker asistované slechténi (MAS)
pfi tvorbé efektivnich genotypl s nékolika rezistentnimi mechanismy. Soucasné
rezistentni/tolerantni odridy jsou c&asto vysSlechténé zjednoho rezistentniho
materialu a obsahuji pouze jeden gen rezistence. U takovychto odrid je rezistence
Casto patotypoveé specificka a pfi silném infek&nim tlaku ji patogen prekona v ramci
nékolika let nebo je genotyp napaden jinym patotypem, ktery se na daném misté
také nachazi.

Plvodce nadorovitosti kostalovin — nadorovka kapustova, Plasmodiophora
brassicae — je fazena do superskupiny Rhizaria, kmene Cercozoa a tfidy
Phytomyxea (Cavalier-Smith a Chao 2003; Siemens et al. 2009; Neuhauser a
Kirchmair 2011). Rozsah hostitelskych rostlin tohoto onemocnéni je Siroky.
P. brassicae dokaze parazitovat jak na dvoudéloznych, tak i jednodéloznych
rostlinach (Neuhauser et al. 2014). Majoritnim hostitelem jsou rostliny Celedi
Brassicaceae (Dixon 2009). Hostitelské rostliny jsou k napadeni citlivé v jakékoli
ristové fazi, zvlasté pak v pocateCnim stadiu vyvoje. Dosavadni studie
predpokladaji, ze prvni faze napadeni mize probihat v kterémkoli z druht Celedi
brukvovitych (Howard et al. 2010). Siroké spektrum druhl, ve kterych je
P. brassicae schopna dokoncit cely zivotni cyklus zakoncCeny tvorbou trvalych spor,
zahrnuje velké mnozstvi ekonomicky vyznamnych plodin. K hospodarsky nejvice
zasazenym patfi napfiklad B. rapa s poddruhy ssp. rapa (vodnice), ssp. chinensis
(Cinské zeli), ssp. pekinensis (pekingské zeli), B. oleracea s poddruhy ssp. italica
(brokolice), ssp. botrytis (kvétak), ssp. capitata (zeli), gongyloides (kedluben) ssp.
sabellica (kaderavek), ssp. sabauda (hlavkova kapusta), ssp. gemmifera (razi¢kova
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kapusta), B. napus s poddruhy ssp. oleifera (fepka olejka), ssp. napobrassica
(tufin), B. juncea s poddruhem ssp. oleifera (fepice olejna) a Raphanus sativus
s poddruhy ssp. major (fedkev), ssp. radicula (fedkvicka), ssp. oleiferus (fedkev
olejna) a dalSi. Z planych druh, které se mohou podilet a zvySovani nebo udrzeni
zivotaschopnych spor v pudé, patfi napfiklad Raphanus raphanistrum (fedkev
ohnice), Thlaspi arvense (penizek rolni), Capsella bursa-pastoris (kokoSka pastusi
tobolka) a mnoho dalSich (Rennie et al. 2013).

V Ceské republice byla nadorovitost monitorovana od poloviny osmdesatych let
dvacatého stoleti. Rod (1986) ve své studii uvadi pfitomnost patogenu témér na
celém uzemi Ceské republiky. Nejsilngji byly zasaZeny oblasti s tradici pé&stovani
zeleniny (Brno, Hradec Kralové, Litoméfice, Mélnik, Pardubice, Prostéjov a
Olomouc). Zeli, kapusta, kvétak a kedluben patfily k nejvice napadenym plodinam.
Nejvétsi Skody kolem 30 procent byly zaznamenany na kapusté, kvétaku,
hlavkovém zeli a fepce (Rod 1986). S rozSifujici se plochou s brukvovitymi
zeleninami a olejninami v Ceské republice roste i oblast a intenzita zamoteni
nadorovitosti (Ri¢afova et al. 2016). V soudasnosti jsou nejvice zasazené kraje
Moravskoslezsky a Liberecky s 36 % resp. 27 % napadené pGdy (Ricafova et al.
2016). Lokalné silny vyskyt zlistava v tradi¢nich oblastech péstujicich hlavkové zeli:
Darkovice, Hlu€in, Kravare, Semily a Veseli nad Luznici (Kopecky and Dusek 2012;
Ri¢afova et al. 2016).

Boj s nadorovitosti vyzaduje striktni agrotechnicka opatfeni, pouzivani chemickych
nebo biologickych pfipravki sebou nese velké finanéni vydaje. Vynechani
brukvovitych plodin z osevniho postupu je pro tradi¢ni zelinarské oblasti nerealné a
vzhledem k vzrUstajici poptavce po fepkovém oleji je péstitele tézko predstavitelné
i péstovani fepky v odstupu vice jak 5-7 let. Z téchto davodu je velka pozornost
vénovana Slechténi brukvovitych plodin, které by byly va&i nadorovitosti odolné a
predstavovaly by trvalé feSeni v boji proti nadorovitosti brukvovitych (Diederichsen
et al. 2009). Do soucasné doby bylo identifikovano nékolik odolnych genotypl u
druhd B. rapa, B. oleracea, B. napus a B. nigra. Naopak rezistentni genotypy zatim
nebyly nalezeny u méné vyznamnych plodin spadajici mezi druhy B. juncea a
B. carinata (Diederichsen et al. 2009). Dané rezistentni genotypy vSak predstavuji
jen malé skupiny specifickych plodin z velice ruznorodé skupiny brukvovitych.
Odolné odrudy B. rapa se nachazeji mezi vodnicemi, podobné& u B. napus mezi
tufiny. Césteéné rezistentni odrady druhu B. oleracea byly objeveny mezi
kadefavky. Prvotnim problémem je nepfitomnost odolnych genotypu u velmi
zadanych olejnatych zastupcu B. napus, zelnych kultivard B. rapa a celé fady
riznorodych morfotypl B. oleracea. Ziskani rezistentni linie pozadovaného typu
vyzaduje kfizeni a nasledné velice naroCné zpétné kfizeni pro dosazeni Zzadaného
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Vv s

problémem pfi Slechténi proti nadorovitosti predstavuje existence mnoha patotypl
P. brassicae a schopnost vzniku novych (Diederichsen et al. 2009). VétSina
identifikovanych rezistentni genotypu predstavuje patotypové specifickou
(kvalitativni) rezistenci, ktera €asto byva zaloZzena pouze na jednom rezistentnim
(R) genu (monogenni rezistence). Kvantitativni (patotypové nespecificka)
rezistence, Casto zaloZzena na mnoha genech mensiho uc€inku (polygenni
rezistence) byla pozorovana prevazné u B. oleracea, nicméné nedosahuje takového
efektu jako v pfipadé kvalitativnich rezistenci u B. rapa. Podle sou€asnych studii
dochazi u nadorovitosti k prolomeni monogenni rezistence v prubéhu 3 az 5 cyklu
v zavislosti na infekénim tlaku a vhodnych podminkach (LeBoldus et al. 2012). Dany
fakt doklada i pfiklad prvni rezistentni odriddy ozimé fepky ‘Mendel’, jejichz
monogenni rezistence byla prolomena zahy po tom, kdy byla uvolnéna na trh
(Diederichsen et al. 2014).

Zakladnim predpokladem Slechténi proti nadorovitosti je identifikace cilovych
patotypu. Takovato identifikace se provadi pomoci biotestu, ve kterych je pfipravené
inokulum v kontrolnich podminkach aplikovano na vhodné vybrané genotypy.
Prvnim navrzenym a stale pouzivanym souborem &tyf genotypl Williams (1966) Ize
rozliSit 16 moznych patotypd. Soubor se sklada ze dvou genotypl kapusty
B. oleracea a dvou linii tufind B. napus (Williams 1966). Nejvice propracovany a
mezinarodné uznavany soubor testovanych genotypl byl publikovan v praci
Buczacki et al. (1975) pod oznacenim ECD (European clubroot differential). Kolekce
je slozena z 15 ruznych genotypl, 5 od kazdého druhu B. rapa, B. oleracea a
B. napus. Odhaduje se, ze tento zatim nejpropracovanéjSi systém dokaze realné
odlisit 23 raznych patotypu (Diederichsen et al. 2009). Kvuli nekvalitni rozliSovaci
schopnosti nékterych evropskych patotypu byl pro B. napus navrzen doplrfikovy
soubor tfech genotypl (Some et al. 1996). Kolekce se sklada ze tfech genotypu
B. napus a je schopna rozlisit 8 riznych patotypl P. brassicae.

Do soucasné doby bylo nejvice rezistentnich lokustu a R gend objeveno v genomu
B. rapa. Rezistence je v pfipadé toho druhu Casto zaloZena na jediném R genu,
ktery byl pro dva rezistentni lokusy CRa a Crr1 naklonovan (Ueno et al. 2012;
Hatakeyama et al. 2013). Velice pfesné bylo lokalizovano sedm dalSich
rezistentnich lokust v genomu B. rapa a predpoklada se pfitomnost nejméné
10 dalSich lokust (Yu et al. 2017). Na rozdil od B. rapa se v genomu B. oleracea
doposud nepodafilo najit vétsi mnozstvi dominantnich R lokusl. Rezistence je
v tomto pfipadé vétSinou zalozena na vétSim mnozstvi gent s mensim ucinkem,
které vétSinou nezavisi na patotypu nadorovitosti (Zhang et al. 2016). Dominantni
ucinek je predpokladan u Sesti rezistentnich lokust (Dakouri et al. 2018). Zbyvajici
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R oblasti jsou typické menSim ucCinkem (Lee et al. 2015; Peng et al. 2018).
Rezistentni lokusy v genomu B. oleracea se vyskytuji na vSech deviti
chromozomech a u starSich studii nemusi lokalizace odpovidat dnesni predstaveé o
usporadani genomu B. oleracea, vzhledem k tomu, ze autofi neméli k dispozici
referen¢ni sekvenci tohoto genomu.
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Postup identifikace genu zapojenych do reakce na napadeni
P. brassicae

Zdroj patogenu, inokulace rostlin a hodnoceni
napadeni

Patogenni material

Patogenni material pouZzity pro testovani citlivosti rostlin k nadorovitosti byl nasbiran
v oblastech Ceské republiky, které byly uvedeny v ramci publikace Ri¢afova et al.
(2016). Po namnozeni polnich sbérd, byli jednotlivé patotypy P. brassicae
prevedeny na geneticky uniformni populace a ur€eny do jednotlivych skupin podle
prace Williams et al (1966).

Priprava inokula

Po namnoZeni patogenniho materialu byly napadené kofeny s nadory uloZzeny do
mraziciho boxu pfi teploté -26 °C. P¥i pfipravé nového inokulaéniho media byly
nejprve nadory rozmrazeny, mechanicky oCistény a oplachnuty v destilované vodé.
Nasledné byly nadory spolecné s destilovanou vodou rozmixovany v mixeru.
Po 5 minutach mixovani byla vysledna suspenze prefiltrovana pres jemnou tkaninu
a poté centrifugovana 20 minut na nejvys$Si otacky. V poslednim kroku byly
pozorované shluky spor pfeneseny do zkumavky s destilovanou vodou a za pomoci
Blirkerovy komurky byl roztok dale fedén az na poZadovanou koncentraci 108 spor
na 1 ml inokulaéniho media (Chytilova and Dusek 2007).

Péstovani rostlin a zptsob aplikace inokula

Od kazdého testovaného genotypu bylo vyseto 6 rostlin ve Ctyfech opakovanich,
které byly infikovany sporami a po 7 tydnech vyhodnocena mira napadeni. Substrat
pro vysev byl vytvofen smichanim standardniho zahradniho substratu B (Florestina)
a perlitu v poméru 1:1. Pfipraveny mix byl rozsypan do sadbovacl o velikosti
4 x 4 cm. Do kazdé buriky sadbovace bylo umisténo jedno semeno do cca 0,5cm
hluboké jamky, do které bylo pomoci pipety aplikovano 1 ml pfipraveného roztoku
spor o koncentraci 10® spor na 1 ml inokula.

Testované rostliny byly péstovany za laboratornich podminek v Kkultivacnich
mistnostech pfi teploté 20 °C pres den a 18 °C v noci. Intenzita osvétleni dosahovala
80 — 100 uE.m2.s" po dobu 16 hodin. Po dvou tydnech zalévani vodou byly rostliny
pfihnojovany plno spektralnim hydroponickym hnojivem Jungle Garden - base a
Jungle Garden - listova zelenina dle specifikace vyrobce.

Jako kontrola spravné inokulace byla pouzita velmi citliva odrida cinského zeli
B. rapa var. pekinensis ‘Granaat’, u které byla provedena kontrola 4. tyden od
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vysevu, zda dochazi k tvorbé& nadoru. Ostatni testované odridy a genotypy byly
hodnoceny na pfitomnost nadord na kofenech po 7 tydnech od vysevu.

Vyhodnoceni urovné napadeni

Mira napadeni kofenového systému u testovanych rostlin byla provedena
standardni metodou, jejiz vysledkem je hodnota indexu napadeni DI (disease index)
pro kazdy genotyp. Po 7 tydnech od vysevu byly kofeny hodnoceny podle miry
poskozeni na Ctyfstupnové Skale (0, 1, 2, 3), kde jednotlivé hodnoty odpovidaji
nasledovné: 0 = bez pfiznaku napadeni, 1 = malé nadory na postrannich kofenech,
2 = nadory se vyskytuji i na hlavnim kofenu, 3 = cely kofenovy systém je kompletné
deformovany nadory (Buczacki et al. 1975). Ze ziskanych hodnot byl pak pro
kazdou tetovanou rostlinu vypocitan DI nasledujici rovnici:

DI = [(n1 + 2n2 + 3n3) / (N7 x 3)] x 100

n1 = pocet rostlin daného genotypu se stupném 1
n2 = pocet rostlin daného genotypu se stupném 2
n3 = pocet rostlin daného genotypu se stupném 3
Nt = celkovy pocet rostlin daného genotypu

Pro popis odolnych a citlivych genotypl byla pouzita terminologie citlivé DI > 80,
odolné DI < 20 (Chytilova and Du$ek 2007; Li et al. 2016).

Pouzité pristroje a pomiicky:

e mrazici box -26°C

e autoklav

e mixer

e Blurkerova komurka

e mikroskop

e pinzeta

e kultivacni box/fytotron
e sadbovace

Chemikalie:
e destilovana voda
e chloramin T
e zahradnicky substrat
e perlit

14
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Bioinformatické analyzy

SNP analyza

Asocia¢ni SNP analyza slouzi k nalezeni SNP markeru, které jsou v tésné vazbé
s externim znakem. Podle polohy asociovanych SNP markert Ize dohledat uzkou
oblast, skupinu gend nebo dokonce i pfimo pfi€inny gen stojici za externim znakem.
K provedeni asociaCni analyzy byl pouzit program R (R core team 2013)
s integrovanym balickem Genome Association and Prediction Integrated Tool
(GAPIT) vyuzivajici smiSeny linearni model zahrnujici fixni a nahodné efekty (Lipka
et al. 2012). Do programu bylo nahrana Q matice reflektujici strukturu populace
vygenerovana metodou PSIKO (Popescu et al. 2014) a sada SNP markert. Bylo
pouzito 256 397 SNP marker(, které se nachazely nad prahovou hodnotou MAF >
0,01. Detailnéjsi popis asociacni SNP analyzy pouzité v této praci Ize dohledat ve
studii Harper et al. (2012) a Havlickova et al. (2018).

GEM asociacni analyza

Ke stanoveni vazby mezi genovou expresi a indexem napadeni DI byla pouZzita
asociacni analyza, ktera vyuziva linearni regresi mezi expresnim profilem genu
v kolekci jako zavisla proménna a profilem indexu napadeni jako nezavisla
proménna. Expresni profily byly ziskany z miry exprese vyjadiena v RPKM pro
jednotlivé geny. Exprese jsou vypocitané z RNAseq dat jednotlivych genotypu.
Celkem byla pouzito 53 889 genlt (RPKM > 0,4). K provedeni asocia¢ni analyzy a
zpracovani grafického vystupu byl pouzit program R (R core team 2013). DetailngjSi
popis GEM asociacni analyzy Ize najit ve studii Havlickova et al. (2018).

Anotace a predikce kandidatnich genu

Pro oznacCeni oblasti s kandidatnimi geny SNP analyzy byly stanoveny dvé prahové
hodnoty vymezujici uzsi a SirSi oblast. Potencialné dilezité geny byly umistény ve
vzdalenosti 200 000 bp od SNP s hodnotou -log10P > 4 a samotné kandidatni geny
byly vybirany z uzsi oblasti do 100 000 bp v ramci polohy na chromozomech.
Skupiny genu, ze kterych byly vybrany kandidatni geny pro GEM analyzu,
zahrnovaly vSechny geny s hodnotami vyznamnosti -log10P > 3,5.

Anotace gend, pfidruzeni GO terminu a InterPro analyza byla provedena na zakladé
podobnosti (blastn, e-hodnota < 1E-03) mezi v8emi identifikovanymi geny v
Brassica napus (He et al. 2017) a geny Arabidopsis thaliana z aktualni verze
genomu araport11 z databaze TAIR (https://www.arabidopsis.org). K pfidruzeni GO
termind byla pouzita nejvice zastoupena kategorie biologickych procesu (BP)
ziskana také v databazi TAIR. V pfipadé InterPro analyzy byla pouzita databaze
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EMBL-EBI (https://www.ebi.ac.uk/interpro). Na zakladé takto anotovanych gen
byly vybrany finalni kandidatni geny pro jednotlivé analyzy.

Pouzité pristroje a pomiicky:

e vypocetni server
e software pro bioinformatiku
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Pfiklady vystupu a interpretace vysledku
Ukazka vystupu — Williamsova klasifikace izolatu P. brassicae:

Systém pro stanoveni jednotlivych patotypl Plasmodiophora brassicae (Williams
1966)

patotyp Lau ECD10 ECD11 ECD13

P1 + + - +
P2 + - + +
P3 + - - +
P4 + + + +
P5 - - - -
P6 - - - +
P7 - - + +
P8 + - - -
P9 + + - -
P10 - + + +
P11 + + + -
P12 - + - +
P13 + - + -
P14 - + + -
P15 - - + -
P16 - + - -

( + citliva odrada, - rezistentni odrida)
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Pfifazeni vzorku k jednotlivym patotypim dle Williamsova systému

PFi napadeni 0-20 % rostlin byla odrida oznacena jako rezistentni. Naopak pfi
napadeni vice jak 20 % rostlin byla odrida oznacena jako citliva. Vysledky byly
porovnany s pfedchozi tabulkou.

Lau ECD10 ECD11 ECD13 patotyp

Lor-s1 - - + + P7
Hor-s1 + + + + P4
Jin-s1 + + + + P4
P3-s1 + - - + P3
Phl-s1 + - i i P8
Trg-s1 - - - + P6
Cu1888-s1 + - + + P2
An4969-s1 - - - + P6
Tu4875-s1 - - - - P5
Fo4947-s1 + - + + P2
Tu4884-s1 + - - + P3

( + citliva odruda, - rezistentni odrtda)
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Priklady fotodokumentace vysledku napadeni P. brassicae

Na obrazcich je zfetelné 100 % napadeni odridy ECD 13 patotypem An4969-s1 a
naopak rezistence vic¢i napadeni u odrd ECD 10, ECD 11 a Laurentian.
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Vybér kandidatnich genu ucastnicich se obrannych drah aktivovanych pri
napadeni patogenem P. brassicae

Graficky vystup SNP asocia¢ni analyzy je vyjadien ve formé tzn Manhattan plotu,
ktery pfedstavuje na horizontalni ose polohu vSech testovanych SNP marker( na
psedomolekule DNA a vertikalni osa zobrazuje zaporné hodnoty log10P,
predstavujici miru asociace s méfenym znakem, v tomto pfipadé DI nadorovitosti.
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Bioinformaticka analyza WGCNA (Weighted gene co-expression network analysis),
na zakladé vytvoreni koexpresnich siti ukazala na potencialné velké mnozZstvi
kandidatnich genl zapojenych do obranné reakce k nadorovitosti. Vzhledem
k velkému poctu kandidatnich genu byla provedena navazujici analyza umoznujici
obranné reakce. Konkrétné byla provedena analyza oznaovana jako Hub Gene
Analysis (analyza hub genu).
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@

Priklad vystupu WGCNA analyzy a vizualizace koexpresni sité gent
zapojenych do reakce na napadeni P. brassicae.
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vvvvvv

vyuzit informace o poctu identifikovanych spojeni mezi geny v siti. Hornich 5 %
nejvice propojenych genu bylo povazovano za ,hub“ geny (kliCové geny).

Z pfedchozich analyz vyplyva, ze do reakce na infekci P. brassicae jsou zapojeny
fadové nizsi stovky genu, z nichz 11 genl pfekro€ilo 5% hranici po Hub Gene
Analysis. Jedna se o geny (BnaC04g51160D, Bo7g099220.1, Bo3g034720.1,
B09g148100.1, Bo3g103420.1, Bo9g095710.1, Bo8g033950.1, BnaC04g26030D,
Bo2g098970.1, Cab035124.1, BnaA03g07940D). Pocet interakci téchto genl
shrnuje nasledujici tabulka.

hub gene connection
BnaC04g31160D 94
Bo7g099220.1 71
Bo3g034720.1 83
Bo9g148100.1 42
Bo3gl03420.1 40
Bo9g095710.1 36
BoBg033950.1 35
BnaC04g26030D 27
Bo2g098970.1 27
Cab035124.1 25
BnaA03g07940D 22

Z tabulky je patrné, ze bylo vyzadovano alespon 22 interakci s ostatnimi geny v siti.
Nasledna anotace téchto genu ukazala, Ze je se vétSinou se jedna o transkripni
faktory s doménou obrannych a stresovych reakci, pfedevSim doménou WD40
(BNAC04G51160D, BO7G099220.1). Dale se zde objevuji geny s vysokou
podobnosti k PRL1 (BO3G103420.1, BO8G033950.1). Tento gen byl jiz dfive
potvrzen jako kliCovy pro zakladni obranné mechanismy u rostlin (Palma et al 2007).
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Srovnani novosti postupu

Predkladanou metodiku s nazvem “Metodicky postup pro identifikaci genu
ucastnicich se obrannych drah aktivovanych pfi napadeni P. brassicae“ Ize hodnotit
jako novou metodiku, nebot’ v souCasné dobé neni Slechtitelské praxi k dispozici
ucelena metodika popisujici identifikaci patotypl, hodnoceni odolnosti genotypu
brukvovitych rostlin (hodnoceni indexu napadeni, DI) a identifikace gen
zapojenych do reakce na napadeni P. brassicae. Dosud dostupné informace jsou
jen diléi a rozptylené ve védeckych publikacich a monografiich. Navic se tyto
informace Casto tykaji fepky, nikoliv brukvovitych zelenin. Komplexni metodicky
postup tedy k dispozici neni.

Identifikace genu rezistence, resp. genl zapojenych do reakce rostliny na napadeni
P. brassicae (reakce na bioticky stres) pomoci moderniho pfistupu zalozeném
analyze fenotypovych a molekularnich dat (asociativni transkriptomika) je postup
doposud ve Slechtitelské praxi nepouzivany. Limity pak pfedstavuje pozadavek na
kvalitni fenotypova data a molekularni data ziskana po sekvenovani transkriptomu.
DalSi limitou je dostupnost ,know-how“ a potifeba specializované bioinformatické
analyzy dat. Pfedkladana metodika pak popisuje vSechny kroky analyzy od pfipravy
rostlinného materialu, inokulace a hodnoceni indexu napadeni (stupné rezistence)
po predstaveni principl vlastni bioinformatické analyzy tak, aby bylo mozné
identifikovat geny zapojené do reakce na bioticky stres.

Popis uplatnéni metodiky

Vyuziti metodiky pro hodnoceni indexu napadeni a identifikaci genl spojenych
s reakci rostlin na napadeni je mozné ve specializovanych Slechtitelskych a
aplika¢nich laboratofich ¢&i v laboratofich, které se zabyvaji molekularné-
biologickymi analyzami. Metodika v prvni €asti zahrnuje teoreticky uvod do
problematiky. V praktické Casti jsou uvedeny metodické postupy fenotypizace
(klasifikace patotypl, hodnoceni indexu napadeni) a bioinformatické analyzy, ktera
vede k identifikaci gent zapojenych do reakce na napadeni rostliny P. brassicae.

Tato metodika byla vyvinuta a optimalizovana pro pfesnou a spolehlivou detekci
odolnych rostlin, resp. rostlin se zvySenou odolnosti k napadeni a identifikaci genu
pro aplikaci postupu MAS (marker asistované selekce) nebo GS (genomické
selekce). Pravé moznost cileného vybéru Slechtitelskych materialt s vy$Si toleranci
k biotickému stresu je naprosto kliCova pro uspésné Slechténi rostlin, které budou
poskytovat optimalni vynos a kvalitu i podminkach infekéniho tlaku nadorovky. Tato
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metodika pak mUze umoznit pfenos znalosti a postupl z akademickych pracovist
do bézného provozu napf. Slechtitelskych laboratofi.

Uzivatelé metodiky jsou vyzkumna pracovisté, laboratofe Slechtitelskych firem,
které mohou dle svych laboratornich moznosti vyuzit tyto analyzy pro zefektivnéni
Slechtitelského procesu. Metodika bude uplatnéna prostrednictvim Slechtitelské
firmy Oseva Pro s.r.o. S timto subjektem byla uzaviena smlouva o uplatnéni
metodiky.

Ekonomické aspekty

Analyzy popisované v této metodice maji znacny ekonomicky vyznam z pohledu
Slechtitelskych pracovist. V dusledku zavaznosti nadorovitosti, zvySujicimu se
infekEnimu tlaku a nedostupnosti odolnych odrdd se Slechténi na odolnost Ci
toleranci k biotickému stresu stava vysoce aktualni. Klicové pro uspésné Slechténi
pak je znalost genu rezistence a rovnéz tak znalost o rozSifeni patotypd nadorovky.

Pomoci navrzeného metodického postupu lze objektivné klasifikovat jednotlivé
izolaty P. brassicae a pfesné stanovit jednotlivé patotypy. Pomoci uvedenych
metodickych postupll je mozné rovnéz stanovit index napadeni (stupen rezistence)
u testovanych genotypu brukvovitych rostlin a na zakladé bioinformatické a
molekularni analyzy identifikovat geny, které hraji kliC¢ovou roli v rezistenci.
Genotypy s témito geny pak mohou byt zakladem pro dalSi Slechténi.

Pro provedeni analyz je potfebné disponovat vybavenou fytopatologickou a
molekularné-biologickou laboratofi. Naklady na klasifikaci patotypu jsou pfiblizné
2000 KE&. Naklady na bioinformatickou analyzu jsou pfredstavovany mzdovymi
naklady pracovnika/bioinformatika (v tomto pfipadé neuvazujeme naklady na
transkriptomickou analyzu, kdy data z RNAseq jsou dostupna v genomické
databazi). Pro Slechtitelské pracovisté je uvedeny metodicky postup zcela zasadnim
pfinosem, kdy umozni ziskani novoslechténi/odriid s vyssi toleranci k biotickému
stresu.
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