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Anotace technologie CJ

Ovéfena technologie je vysledkem projektu TACR TREND FW10010461 — Moderni
technologie ve Slechténi olejnin a luskovin - zavedeni tvorby dihaploidd a
molekularni identifikace donoru rezistence ve Slechtitelskych programech olejnin a
luskovin.

V technologii je popsan komplexni postup inokulaénich experimentl, ziskani
patogenniho materialu, pfipravy inokula, péstovani rostlin a zplsobu aplikace
inokula a vyhodnoceni urovné napadeni rostlin, V druhé ¢asti technologie jsou pak
uvedeny postupy molekularnich a bioinformatickych analyz, anotace a predikce
kandidatnich genul rezistence a postupl pro detekci patotypu nadorovky.
Technologie tak uvadi ucelené postupy pro fenotypové a molekularni hodnoceni
genetickych zdroji rostlin a izolatd patogena a umozhuje zavedeni téchto
technologickych postupu do Slechtitelského programu fepky.

Vysledkem vyuZiti této technologie mohou byt genotypy fepky manifestujici
zvySenou odolnost vuci jednotlivym patotyplim nadorovky a znalost distribuce
patotypl nadorovky v péstitelské oblasti. Tyto informace pak mohou vést
k cilenému Slechténi a péstovani genotypu fepky se zvySenou odolnosti k patotypu,
ktery se v dané oblasti pfevazné vyskytuje.

Anotace technologie AJ

The verified technology is the result of the project TACR TREND FW10010461 —
“Modern technologies in the breeding of oilseed and leguminous crops -
introduction of doubled haploid production and molecular identification of resistance
donors in oilseeds and legumes”.

The technology describes a comprehensive procedure for inoculation experiments,
including the sampling of pathogenic material, inoculum preparation, plant
cultivation, methods of inoculum application, and evaluation of the level of plant
infection. The second part of the technology then presents the procedures for
molecular and bioinformatics analyses, annotation and prediction of candidate
resistance genes, and procedures for the detection of clubroot pathotypes.

The technology thus presents comprehensive procedures for phenotypic and
molecular evaluation of plant genetic resources and pathogen isolates and enables
the introduction of these technological procedures into the rapeseed breeding
program.



The result of using this technology can be rapeseed genotypes exhibiting increased
resistance to individual clubroot pathotypes and knowledge of the distribution of
clubroot pathotypes in the cultivation area. This information can then lead to
targeted breeding and cultivation of rapeseed genotypes with increased resistance
to the pathotype that predominantly occurs in the given area.



A. Pfedmét a cil technologie

Jednim ze souc€asnych problémd péstovani brukvovitych zelenin a olejnin je
onemocnéni znamé jako nadorovitost kostalovin. Toto onemocnéni zpusobuje
obligatni biotrofni patogen Plasmodiophora brassicae. 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). Majoritnim
hostitelem jsou rostliny Celedi Brassicaceae a je pivodcem nadorovitosti kostalovin.
Po infekci vytvafi nadorovka na kofenech a hypokotylu ,nadory“, které nasledné
zpusobi snizeni toku zivin a vody, coz vede ke Zloutnuti a deformaci listll, vadnuti,
zastaveni rastu rostlin a v pozdéjSim stadiu az smrt hostitelské rostliny (Malinowski
et al. 2019; Javed et al. 2023). K hospodarsky nejvice zasaZzenym patfi napriklad B.
napus s poddruhy ssp. oleifera (fepka olejka), ssp. napobrassica (tufin), B. juncea
s poddruhem ssp. oleifera (fepice olejna), 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 (kadefavek), ssp. sabauda (hlavkova
kapusta), ssp. gemmifera (riziCkova kapusta), Raphanus sativus s poddruhy ssp.
major (fedkev), ssp. radicula (fedkvicka), ssp. oleiferus (fedkev olejna) (Rennie et
al. 2013). V soucasnosti pfedstavuje nadorovka zavazné problémy pro vétSinu
brukvovitych olejnin a zelenin v celosvétovém méfitku, zplsobuje vyznamné
ekonomické ztraty v zemédélstvi (Dixon 2009).

Z téchto davodu je velka pozornost vénovana Slechténi brukvovitych plodin, které
by byly vuci nadorovitosti odolné. Do sou€asné doby bylo identifikovano nékolik
donort odolnosti u druhll B. rapa, B. oleracea, B. napus a B. nigra. Donory odolnosti
u B. rapa se nachazeji mezi vodnicemi, podobné& u B. napus mezi tufiny. Casteéné
rezistentni odraddy druhu B. oleracea byly objeveny mezi kadefavky. Naopak
rezistentni genotypy zatim nebyly nalezeny u méné vyznamnych plodin spadajici
mezi druhy B. juncea a B. carinata (Diederichsen et al. 2009). Ziskani rezistentni
linie poZzadovaného typu vyzaduje kfizeni a nasledné velice naroCné zpétné krizeni
pro dosazeni zadaného morfotypu a vystépenim nezadoucich znaku. Druhym
existence mnoha patotypu P. brassicae a schopnost vzniku novych (Diederichsen
et al. 2009). VétsSina identifikovanych rezistentni genotypu pfedstavuje patotypové
specifickou (kvalitativni) rezistenci, ktera Casto byva zalozena pouze na jednom
rezistentnim (R) genu (monogenni rezistence). Kvantitativni (patotypové
nespecificka) rezistence, Casto zalozena na mnoha genech menSiho ucCinku
(polygenni rezistence) byla pozorovana pfevazné u B. oleracea, nicméné



nedosahuje takového efektu jako v pfipadé kvalitativnich rezistenci u B. rapa. Podle
soucCasnych studii dochazi u nadorovitosti k prolomeni monogenni rezistence v
pribéhu 3 az 5 cykli v zavislosti na infekénim tlaku a vhodnych podminkach
(LeBoldus et al. 2012). Do soucasné doby bylo nejvice rezistentnich lokusu a R
genu 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 lokusu (Yu et al. 2017). Na rozdil od B. rapa se v
genomu B. oleracea doposud nepodafilo najit vétsi mnozstvi dominantnich R
lokusu. Rezistence je v tomto pfipadé vétSinou zaloZzena na vét§im mnozstvi genu
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 R oblasti jsou typické mensim uCinkem (Lee et al. 2016; Peng
et al. 2018).

Druhym zakladnim pfedpokladem S$lechténi proti nadorovitosti je identifikace
cilovych patotypu P. brassicae. Identifikace patotypl je standardné provadéna
biotesty. NejstarSi a stale Casto pouzivana klasifikace pomoci biotestd je
Williamsova klasifikace (Williams et al. 1966). Pomoci této klasifikace je mozné
rozliSit 16 ruznych patotypl. DalSi mozny testovany soubor genotypul, ktery je
mezinarodné uznavany, nese oznaceni ECD (European Clubroot Differential). Je
vyuzivan hlavné v Evropé (Buczacki et al. 1975). Tento soubor se sklada z péti
riznych genotypu B. rapa, B. oleracea a B. napus. Hodnoti se projev napadeni u
15 odliSnych genotypu, podle kterych je mozné realné odliSit az 23 ruznych
patotypd, teoreticky az 48 (Diederichsen et al. 2009). Pro B. napus byl dale, pro
lepSi rozliSovaci schopnost evropskych patotypu, navrzen doplfikovy soubor tfech
testovacich linii. Pomoci téchto tfech genotypl je mozno rozlisit dalSich 8 patotypu
P. brassicae (Some et al. 1996).

Rozvoj molekularnich/omics technologii umozfiuje analyzu celych genomu a to
otevira moznosti pro identifikaci genl zapojenych do reakce na napadeni
patogenem a vyvoje molekularnich selekénich markeri a v pfipadé analyzy
genomu patogena tyto pfistupy umoznuji identifikaci jednotlivych patotypl na
zakladé dat z celogenomového sekvenovani.

Cilem této technologie je uvést detailni komplexni postup detekce donort zvySené
odolnosti vlci P. brassicae a identifikace jednotlivych patotypu patogena na zakladé
fenotypovych a molekularnich analyz i jejich kombinace. Zavedeni této technologie



do Slechtitelské praxe umozni vybér odpovidajicich genetickych zdroju a selekci
genotypl se zvySenou odolnosti k nadorovce ve Slechtitelskych populacich a cilené
Slechténi na odolnost k jednotlivych patotypim. Ziskané genotypy/odridy pak
mohou byt cilené do péstitelskych oblasti s vyskytem daného patotypu.






Schéma infek¢nich experimentu, hodnoceni indexu napadeni,
identifikace genu odolnosti a patotypu patogena:

A. Hodnoceni urovné napadeni a vybér donoru odolnosti k jednotlivym
patotypum nadorovky na zakladé indexu napadeni
1. Namnozeni patogenniho materialu, pfiprava inokula a inokulace rostlin

2. Péstovani rostlin po inokulaci

3. Hodnoceni miry napadeni a tvorby nadoru
0 1 2 3

Ctyri kategorie poSkozeni korenového systému.




4. VVyhodnoceni urovné napadeni a vypocet indexu napadeni

B. Identifikace gent zapojenych do reakce na napadeni P. brassicae

1. Vyhodnoceni urovné napadeni na zakladé indexu napadeni u testované kolekce
genotypl

2. SNP a GEM asociac¢ni analyza
3. Anotace a predikce kandidatnich gen

4. Valida¢ni experiment a vybér vhodnych genli/markert pro selekci

C. Identifikace patotypl P. brassicae na zakladé biotestu
1. Ziskani geneticky uniformni populace jednotlivych patotypu
2. Pfiprava inokula a inokulace rostlin

3. Vyhodnoceni urovné napadeni u testovaciho souboru

4. Interpretace vysledku biotestu na zakladé Williamsovy klasifikace
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D. Molekularni identifikace patotypt P. brassicae

1. Extrakce a purifikace dormantnich spér

2. Extrakce DNA ze spdr, pfiprava sekvenaéni knihovny a NGS sekvenovani
3. Bioinformatické zpracovani sekvenacénich dat

4. ldentifikace oblasti genomu patogena s unikatni sekvenci pro dany patotyp a
navrh primerl pro PCR detekci patotypu

5. PCR analyza a identifikace patotypu P. brassicae



Navrh postupu pro implementaci uvedenych postupu do
Slechtitelského programu:

. Fenotypové postupy hodnoceni indexu napadeni a identifikace patotypu
na zakladé biotestu
(v pfipadé, ze pracovisté nedisponuje molekularni laboratofi)

kultivace rostlin

hodnoceni

\ )|
e j !‘-— N Y‘J zdravotniho stavu
: / f‘" Yl PAY RG] a vypocet indexu
napadeni
L ) ey LY -J

fenotypizace

inokulace rostlin

inokulum
patogena

Created in BioRender.com bio

Il. Kombinace fenotypovych postupli hodnoceniindexu napadeni doplnéné
o PCR detekci kandidatnich genu odolnosti a PCR detekce patotypt P.
brassicae
(v pfipadé, Ze pracovisté disponuje standardné vybavenou molekularni
laboratofi pro PCR analyzy)

% / kultivace rostlin a %
piiprava inokula

W Izolace DNA

«
“\ inokulace rostlin l
% MPDIN e

l MR
hodnoceni l
% ? faé zdravotniho stavu
a vypocet indexu 6 aife
napadeni

l

detekce pfitomnosti
genu rezistence

Created in BioRender.com bio
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lll. PCR detekce kandidatnich genti odolnosti a selekce vhodnych rostlin na
zakladé molekularni analyzy a PCR detekce patotypu P. brassicae
(v pfipadé, zZe pracovisté disponuje standardné vybavenou molekularni
laboratofi pro PCR analyzy)

—_— W —_ W —_— —» vyhodnoceni gelu,
MNP identifikace

patotypu patogena
izolace DNA PCR elektroforéza

— MV — RO} — ’6\ S —
detekce genu

rezistence

Created in BioRender.com bio

IV. Identifikace genli odolnosti, vyvoj selekénich markerti a molekularni
identifikace patogena
(v pfipadé ze pracovisté disponuje molekularni laboratofi pro pokrocilé analyzy
transkriptomu, pfipravu knihoven, sekvenovani a technologiemi pro
bioinformatické zpracovani dat a vyvoj markert a protokold pro molekularni
detekci)

kultivace rostlin

detekce genu
rezistence

&

l izolace RNA
NN ] elfo
l pfiprava knihovny pro
llluminu W
‘!_k—,,
v [
"i_,_
bioinformatika Gene
identifikace genu + navrh
primert pro PCR detekci
lllumina RNA-seq
Created in BioRender.com bio
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B. Vlastni popis technologie

A. Hodnoceni urovné napadeni a vybér donoru odolnosti
k jednotlivym patotypum nadorovky na zakladé indexu
napadeni

Patogenni material pouZzity pro testovani citlivosti rostlin k nadorovitosti byl nasbiran
v CR v péstitelskych oblastech s potencialnim vyskytem tohoto patogena. Po
namnozeni polnich sbérl, byly jednotlivé patotypy P. brassicae pfevedeny na
geneticky uniformni populace a uréeny do jednotlivych skupin podle prace Williams
et al (1966) a byl namnozen material pro infekéni experimenty. Napadené koreny
s nadory ulozeny do mraziciho boxu pfi teploté -26 °C. PFi pfipravé nového
inokulacniho 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 pfes jemnou tkaninu a poté centrifugovana 20 minut na nejvyssi
otacky. V poslednim kroku byly pozorované shluky spor pfeneseny do zkumavky
s destilovanou vodou a za pomoci Blrkerovy komurky byl roztok dale fedén az na
pozadovanou koncentraci 108 spor na 1 ml inokulaéniho media (Chytilova and
Dusek 2007).

Infekéni experimenty byly provadény po 6 rostlinach na testovany genotyp ve
Ctyfech opakovanich. Rostliny byly infikovany sporami a po 7 tydnech vyhodnocena
mira napadeni. Substrat pro vysev byl vytvofen smichanim standardniho
zahradniho substratu B (Forestina) a perlitu v poméru 1:1. Pfipraveny mix byl
rozsypan do sadbovacl o velikosti 4 x4 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 108 spor na 1 ml inokula.
Testované rostliny byly péstovany za laboratornich podminek v kultivaénich
mistnostech pfi teploté 20 °C pfes den a 18 °C v noci. Intenzita osvétleni dosahovala
80 — 100 yE.m2.s"! po dobu 16 hodin. Po dvou tydnech zalévani vodou byly rostliny
prihnojovany plno spektralnim hydroponickym hnojivem Jungle Garden - base a
Jungle Garden - listova zelenina dle specifikace vyrobce.

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

Mira napadeni kofenového systému u testovanych rostlin byla provedena
standardni metodou, jejiz vysledkem je hodnota indexu napadeni DI (disease index)
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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 pfiznakl 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
kaZzdou 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 genotypu byla pouzita terminologie citlivé DI > 80,
odolné DI < 20 (Chytilova and DuSek 2007; Li et al. 2016).

B. Identifikace genu zapojenych do reakce na napadeni
P. brassicae

Pro bioinformatické analyzy byla pouZita data z analyzy transkriptomu (RNA-seq
analyza kolekce brukvovitych rostlin) a fenotypova data z infekénich experimentu.
Asociacni analyzy vedou k nalezeni SNP marker(, které jsou v tésné vazbé
s externim znakem, nebo ke stanoveni vazby mezi genovou expresi a indexem
napadeni. Podle polohy asociovanych SNP markert Ize dohledat Uzkou oblast,
skupinu gent 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 marker(. Bylo
pouzito 256 397 SNP marker(, které se nachazely nad prahovou hodnotou MAF >
0,01. Na zakladé GEM asocia¢ni analyzy byla stanovena vazba mezi genovou
expresi a indexem napadeni DI a tato asociani analyza vyuziva linearni regresi
mezi expresnim profilem genu v kolekci jako zavislou proménnou a profil indexu
napadeni jako nezavislou proménnou. 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 gentl (RPKM > 0,4). K provedeni
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asociacni analyzy a zpracovani grafického vystupu byl pouzit program R (R core
team 2013).

Pro oznaceni 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 genl, ze kterych byly vybrany kandidatni geny pro GEM analyzu,
zahrnovaly v8echny geny s hodnotami vyznamnosti -log10P > 3,5. Anotace gend,
pfidruzeni GO terminl a InterPro analyza byla provedena na zakladé podobnosti
(blastn, e-hodnota < 1E-03) mezi vdemi 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 procest (BP) ziskana také
v databazi TAIR. V pfipadé InterPro analyzy byla pouzita databaze EMBL-EBI
(https://www.ebi.ac.uk/interpro). Na zakladé takto anotovanych genu byly vybrany
finalni kandidatni geny pro jednotlivé analyzy.

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 vertikdlni osa zobrazuje zaporné hodnoty log10P,
predstavujici miru asociace s méfenym znakem, v tomto pfipadé DI nadorovitosti.

8 co7

.........................................................................................................................................................................................................................

-log10P
N

Manhattan plot SNP asociacni analyzy pro chromozom CO7.
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Lokus BnC07 0421
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=== B079g107710.1: Disease resistance (TIR-NBS-LRR class) family
mmms B07g107730.1: Disease resistance (TIR-NBS-LRR class) family
Bo7g107740.1: target of AVRB operation1

Manhattan plot SNP asociaCni analyzy pro lokus BnC07_0421.

Bioinformaticka analyza WGCNA (Weighted gene co-expression network analysis),
na zakladé vytvoreni koexpresnich siti ukazala na potencialné velké mnozZstvi
kandidatnich genu 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).

Priklad vystupu WGCNA analyzy a vizualizace koexpresni sité genu
zapojenych do reakce na napadeni P. brassicae.
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vyuzit informace o poctu identifikovanych spojeni mezi geny v siti. Hornich 5 %
nejvice propojenych genl 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 pfekrocilo 5% hranici po Hub Gene
Analysis. Jedna se o geny (BnaC04g51160D, B07g099220.1, Bo3g034720.1,
Bo9g148100.1, Bo3g103420.1, Bo9g095710.1, Bo8g033950.1, BnaC04g26030D,
B02g098970.1, Cab035124.1, BnaA03g07940D). Pocet interakci téchto genl
shrnuje nasledujici tabulka.

hub gene connection
BnaC04g51160D 94
Bo7g099220.1 71
Bo3g034720.1 63
Bo9g145100.1 42
Bo3gl03420.1 40
Bo9g095710.1 36
Bod&g033950.1 35
BnalC04g26030D 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 genl ukazala, zZe je se vétSinou se jedna o transkripéni
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).

C. PCR detekce kandidatnich geni odolnosti a selekce
vhodnych rostlin na zakladé molekularni analyzy

Na zakladé analyzy transkriptomickych a fenotypovych dat bylo vytipovany
kandidatni geny podminujici rezistenci vici jednotlivym patot\pdm P. brassicae,. Na
pFikladu Ctyfech gend je uveden postup molekularni detekce SNP markerut a vybéru
rostlin s potencialem vyssSi odolnosti k P. brassicae.
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Izolace DNA z rostlinného materialu

Izolace je provadéna z déloznich nebo prvnich pravych list rostlin. Semena jsou
vyseta do vysevniho substratu nebo perlitu. Rostliny se nechaji vyrast do faze piné
vyvinutych déloznich listkd, tento proces trva pfiblizné jeden tyden. Odbér vzorku
pro izolaci DNA v této fazi se jevi jako optimalni, protoZe koncentrace DNA je velmi
vysoka a délozni listky jsou velmi mékké a je mozné je velmi snadno
homogenizovat. DalSim typem materidlu jsou pIné vyvinuté prvni pravé listy. Z
odebraného vzorku listu (disk o primeéru 8-10 mm) je izolovana DNA napf. pomoci
modifikované CTAB-PVP metody (Doyle 1991).

Metoda je zaloZzena na schopnosti CTAB (cetyltrimetylamoniumbromid) vytvaret
komplex s nukleovymi kyselinami, ktery je pfi vysoké koncentraci soli rozpustny
(0,7M NacCl), ale pfi snizené koncentraci soli (0,45M NaCl) vytvafi srazeninu
(Murray a Thompson, 1980). CTAB zaroven puUsobi jako detergenéni €inidlo, které
uvolfiuje DNA z komplexu membran a proteintd. Na zakladé rozdilné rozpustnosti
CTAB v porovnani s DNA jej Ize oddélit a ziskat dostatecné Cistou rostlinnou DNA.
Tato izolaéni metoda je vhodna pro izolaci DNA z vét§iho mnozstvi rostlinného
materialu. Ziskana DNA je velmi kvalitni a Cista, pfi dlouhodobém skladovani
nedegraduje.

Pracovni postup:

- homogenizace vzorku pomoci homogenizatoru (napf. Beat Ruptor 96) po dobu 30
sec a pfi maximailni frekvenci

- ke zhomogenizovanému materialu pfidat 1000 pl extrakéniho pufru (990 pl 2x
CTAB-PVP +10 ul B-merkaptoethanol), material promichat s pufrem (v pfipadé
Cerstvého materialu nebo mensiho mnozstvi listll je mozné objem extrakéniho pufru
snizit na polovinu). PouZitému objemu je nutné vybrat vhodny objem
mikrocentrifugacnich zkumavek (1,5 nebo 2,0 ml)

- nechat 45-60 min inkubovat pfi 65 °C ve vodni 1azni, promichat kazdych 15 minut

- centrifugovat na 14 000 rpm (maximum) 10 minut — v pfipadé velkého znecisténi je
mozné tento krok prodlouzit na 15 minut

- prevést supernatant do novych mikrocentrifuga¢nich zkumavek

- pfidat 750 pl chloroformu : IAA (24 : 1) a 10 min nechat protfepavat (v pfipadé pouziti
poloviéniho objemu extrakéniho pufru se pfidava pouze 500 ul chloroformu : 1AA)

- centrifugovat 5 min na maximum

- prepipetovat vodnou fazi do novych mikrocentrifugacnich zkumavek

- pfidat 1/5 (cca 100-200 pl) 5% CTAB a promichat

- pfidat 750 pl chloroformu : IAA (24 : 1) a 10 minut protfepavat (v pfipadé pouZziti
polovi¢niho objemu extrakéniho pufru se pfidava pouze 500 ul chloroformu : 1AA)

- centrifugovat 5 min na maximum

- prepipetovat vodnou fazi do novych mikrocentrifugacnich zkumavek
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pfidat 2/3 izopropanolu, 2-3x promichat

nechat v -20 °C pfes noc

centrifugovat 5 minut na maximum pfi 4 °C

odstranit supernatant

pfidat 300 pl TE pufru a nechat 30-60 minut rozpoustét na tfepacce pfi 37 °C
pridat 2 objemy (600 ul) 96% studeného ethanolu (z mrazaku), 2-3x promichat
nechat v -20 °C 20 min - 12 hod (pfes noc)

centrifugovat 10 minut na maximum pfi 4 °C

odstranit supernatant

pfidat 1000 pl 70% studeného etanolu (z mrazaku) a promichat
centrifugovat 2 min na maximum

odstranit supernatant

pridat 1000 pl 70% studeného etanolu a promichat

centrifugovat 2 min na maximum

prebyteénou tekutinu odpipetovat a nechat susit pfi 37 °C po dobu 15-20 minut

(nenechat pelet pfeschnout, Spatné se rozpousti)

pfidat 100 - 200 pl TE pufru (podle mnozstvi peletu) a cca 40 minut nechat

rozpoustét pii 37 °C
skladovat v -20 °C

PCR analyza a elektroforéza v agarézovém gelu:

Kandidatni geny podminuijici rezistenci vici P. brassicae, patotyp P2:

Cab028881.1

Kandidatni geny podminuijici rezistenci vici P. brassicae, patotyp P4:

BnaA03g45000D

Kandidatni geny podmiriujici rezistenci vuci P. brassicae, patotyp P7:

Bo3g087130.1

Koncentrace a kvalita DNA jsou ovéfeny spektrofotometricky (BioSpec-nano,
Shimadzu, Japonsko), koncentrace DNA je vyjadiena v ng/ul, pomér 260/280 by
mél byt v idealnim pfipadé v rozmezi 1,8-2,0 a pomér 260/230 by mél mit hodnoty
od 2,0 do 2,2. Vysoce kvalitni genomova DNA z kazdého izolatu je nasledné pouzita
pro PCR testy.

Vzhledem k cili analyz — detekce SNPs je nutno pouzit specifické DNA polymerazy
pro highfidelity PCR (Hi-Fi PCR). Ziskané amplikony jsou sekvenovany a po
vyhodnoceni sekvenacnich dat jsou identifikované rostliny nesouci pfislusny SNP
marker.
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Detekovany gen

Sekvence primeru (5’ — 3’)

Teplota nasedani

Cab028881.1

F: ACTGCGCTGCACATCAATTG 65 °C

R: ATGCGGACATAGCGAGTGAG

BnaA03g45000D

F: TGCAGGTAAGCTCCCTTTGG 65 °C

R: CCCTGCAAAAGAACCCAACG

Bo3g087130.1

F: AATCTTCCCCAGCTTCCACG 65 °C

R: TCGCCCCCATCTTTTGTCAA

Reakce probiha v objemu 10 ul a slozeni PCR reakce pro amplifikaci cilovych
sekvenci je nasledujici:

e 5 pl Master Mix s Hi-Fi DNA polymerazou (napf. Phusion High-Fidelity DNA

Polymerase)

e 3,75 pl PCR vody
e 0,1 pl kazdého primeru (10 pmol)

. 0,05 pl BSA
1 ul DNA (5-10 ng/pl)

Teplotni cyklus:

pocCateCni denaturace 5 min
30 cyklu 30s
30s
1 min
konecna elongace 5 min
stop °0

94 °C

95 °C

teplota nasedani dle primeru
72 °C

72 °C

4°C

PCR produkty jsou separovany a vizualizovany pomoci gelové elektroforézy
v agarézovém gelu, PCR fragmenty jsou vyfiznuty z gelu a pfecistény pomoci napfr.
NucleoSpin® Gel a PCR Clean-up kitu (Macherey-Nagel). Poté jsou fragmenty
odeslany do sekvenacni laboratofe a sekvenovany. Na zakladé ziskanych sekvenci
jsou vybrany rostliny nesouci pozadovany SNP marker.
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D. Identifikace patotypi P. brassicae na zakladé biotestu

Patogenni material, pfiprava inokula, péstovani rostlin, inokulace a vyhodnoceni
urovné napadeni byla provedena podle postupl uvedenych v bodu “A“ této
technologie.

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

Pro klasifikaci patotypu byla vyuzita Williamsova klasifikace izolata P. brassicae
(Williams 1966) a inokulovany byly ¢tyfi genotypy testovaciho souboru:

Brassica oleracea var. capitata cv. Jersey Queen — ECD13

Brassica oleracea var. capitata cv. Badger shipper — ECD 11

Brassica napus ssp. rapifera cv. Wilhelmsburger — ECD10

Brassica napus ssp. napobrassica cv. Laurentian — LAU.

Na zakladé zjisténého DI u tohoto testovaciho souboru byl uréen patotyp patogena.

E. Molekularni identifikace patotypu P. brassicae

Molekularni identifikace patotypu byla provedena na zakladé celogenomového
sekvenovani a identifikace unikatnich oblasti v genomu jednotlivych patotypa. Pro
ucely celogenomového sekvenovani byly infekéni experimenty provedeny
hydroponicky v perlitu, aby se minimalizovalo znecisténi substratem. Po deuviti
tydnech od inokulace byly nadory na kofenech omyty od perlitu a ulozeny v
mrazicim boxu pfi teploté —26 °C az do dalSiho zpracovani. Pro extrakci DNA byl
pro kazdy vzorek vybran vhodny nador o hmotnosti pfiblizné 25 g. Poté byla
provedena dikladna povrchova dezinfekce v tficetiprocentnim roztoku sava po
dobu 10 minut, nasledné 1 minutu v devadesatiprocentnim etanolu a 20 minut ve
dvouprocentnim roztoku chloraminu T. V poslednim kroku byly nadory oplachnuty
ve sterilni destilované vodé. Povrchové dezinfikovany nador byl umistén do sterilni
nadoby mixéru s 250 ml sterilni destilované vody. Po 5 minutach mixovani byla
kapalina precedé&na pres tfi vrstvy sterilni netkané textilie. Cast vzniklého roztoku se
spdérami byla nalita do zkumavky o objemu 50 ml a centrifugovana 10 minut pfi 2000
RCF. Poté byl odstranén supernatant a pfidana dalSi ¢ast pfecezeného roztoku.
Proces centrifugace a odstranéni supernatantu se opakoval, dokud nebyl
zpracovan cely precezeny roztok. Po finalnim odstranéni supernatantu bylo do
zkumavky pfidano 5 ml Sedesatiprocentni sacharézy. Zkumavka byla dikladné
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protfepana a opét centrifugovana 10 minut pfi 2000 RCF. Vysledny supernatant byl
prelit do nové zkumavky a doplnén destilovanou vodou na pfiblizné 40 ml. Po
ruénim protfepani byl roztok opét centrifugovan a supernatant odstranén. Stény
zkumavky lze opatrné oplachnout vodou, aby nedosSlo k poskozeni peletu se
spoérami. Prechozi kroky s pfidanim vody a centrifugaci byly zopakovany jesté
dvakrat pro odstranéni sacharézy. V poslednim kroku byl pelet dikladné protfepan
v 5 ml vody, €¢imz bylo ziskano 5 ml vysoce koncentrovaného roztoku extrahovanych
spor. Extrahovany roztok spor je nutné dikladné precistit. K tomuto ucelu byl pouzit
zjednoduSeny Ludoxovy gradient. K 5 ml koncentrovaného roztoku spor bylo
pfidano 5 ml Ludoxu HS 40 a roztok byl dikladné promichan. Poté bylo do
zkumavky po sténé opatrné pipetou pfidano 5 ml d{tyficetiprocentniho,
tficetiprocentniho, dvacetiprocentniho a desetiprocentniho Ludoxu. Poslednich 5 ml
tvofila destilovana voda. Zkumavka byla opatrné pfenesena do centrifugy, kde se
centrifugovala 30 minut pfi 1000 RCF. Ve vzniklém Ludoxovém gradientu byla
vizualné identifikovana vrstva spor, ktera byla opatrné prenesena pipetou do nové
zkumavky. Nasledné byly provedeny kroky k odstranéni Ludoxu z roztoku.
Desetkrat byla do zkumavky pfidana voda, spory promichany, centrifugovany 10
minut pfi 2000 RCF a supernatant odstranén. Vysledny pelet pfecisténych spor byl
pipetou rozmichan v 5 ml vody a pfenesen do tfi mikrozkumavek, které byly v
poslednim kroku opét centrifugovany. Vysledny pelet extra Cistych spoér byl poté
pouzit k izolaci genomové DNA.

Purifikované spéry patogenu ve formé peletu byly ponechany v 2ml
mikrozkumavkach a byla provedena izolace DNA. V prvnim kroku extrakce
genomové DNA byly do zkumavek pfidany ocelové kulicky, a obsah byl tfepan v
homogenizatoru tfikrat po 1 minuté pfi 20 otackach za sekundu. Nasledné byla
pouzita standardni extrak¢ni metoda CTAB. V posledni fazi byl vysuSeny pelet DNA
rozpustén ve 40 ul TE pufru ve vodni lazni pfi teploté 37 °C. Z izolované DNA byly
pfipraveny knihovny pro sekvenovani a samotné sekvenovani bylo provedeno na
pristroji lllumina NovaSeq. Na kazdy vzorek bylo vygenerovano minimalné 10
milionU parovych sekvenci o délce 150 bp. Toto mnozstvi by mélo zajistit vice nez
stonasobné pokryti genomu P. brassicae, jehoz velikost je odhadovana na 25 Mb.

Ziskana sekvenacni data byla podrobena bioinformatické analyze. V prvnim kroku
byla kvalita dat vyhodnocena programem FastQC. Standardné bylo pfistoupeno k
odstranéni malého mnozstvi nekvalitnich sekvenci nebo k jejich zkraceni. Na
zakladé pouzitého sekvenacéniho protokolu byly vyhledany adaptorové sekvence,
které byly nasledné validovany programem BBtools. Filtrace na zakladé kvality a
pritomnosti zbytkovych adaptorovych sekvenci byla provedena programem
Trimmomatic. Vysledky tohoto kroku byly opét zkontrolovany programem FastQC. |
pres vysokou Cistotu pouzitych spor data ukazala na pfitomnost malého mnozstvi
hostitelské DNA. Z tohoto dlivodu bylo pfikro¢eno k jejimu odstranéni na zakladé
referenCni genomické sekvence hostitelské rostliny. Mapovani sekvenci na
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referenéni genom bylo provedeno programem STAR. VS8echny namapované
hostitelské sekvence byly z dalSiho zpracovani vyrazeny.

Vzhledem k nepfedvidatelnosti patogennich genomu byl pfi rekonstrukci zvolen
opatrny pristup, kdy byly testovany dva rizné assemblery a dva programy pro
scaffolding. Prvotni rekonstrukce genomu jednotlivych vzorkl byla provedena
metodou de novo, protoze jsme se snazili co nejvice zachytit zmény v jednotlivych
patotypech. K tomuto ucelu byly vybrany dva programy, SPAdes a Unicycler, u
kterych mame 2z pfedchozich zkuSenosti vyborné vysledky pro organismy
podobného typu a velikosti genomu. Vysledkem tohoto kroku bylo sestaveni
sekvenci do contigu. VSechny rekonstruované sekvence kratSi nez 500 bp byly z
dalSiho zpracovani vyfazeny.

Vyhodou sekvenovani pomoci technologie lllumina je vysoka presnost a relativné
nizka cena za osekvenovanou bazi. Nevyhodou vsak je, Zze ziskané sekvence jsou
pouze 150 bp dlouhé. | kdyZ jsou v parech, bez jasného prekryvu nelze urcit, jak
jsou jednotlivé pary od sebe vzdalené. Timto vznika problém pfi preklenuti
repetitivnich oblasti, jejichZ délka pfesahuje 150 bp. Dlouhé repetitivni oblasti jsou
s témito daty prakticky neprfekonatelné. Pro naSe ucely nejsou tyto oblasti dulezité,
nicméné pro rekonstrukci genomu na urovni chromozému je nutné spojit jednotlivé
contigy pomoci scaffolding. K tomuto ucéelu byly opét pouzity dva rizné programy,
Medusa a Ragout. Jako referen¢ni sekvence chromozomu byla pouzita sekvence
GCA _036867785.1_ULAVAL Pb3A _genomic.fna stazena z databaze NCBI.
Vzhledem k tomu, Ze izolovana DNA obsahuje také mitochondrialni sekvenci, byla
pfidana jesté referencni sekvence mitochondria CM077642.1 z databaze NCBI.
Celkové byly pro kazdy ze sekvenovanych vzorkd sestaveny Ctyfi rizné genomy,
které vznikly pouzitim kombinaci dvou de novo assemblert (SPAdes, Unicycler) a
dvou scaffolderd (Medusa, Ragout). NejlepSi kombinace byla vybrana na zakladé
tfi rznych kritérii: podobnosti, kompletnosti a presnosti. K hodnoceni podobnosti
byl pouzit program QUAST, jehoz vystup posuzoval hlavné celkovou délku, pocCet
sestavenych sekvenci v porovnani s poctem chromozému v referenéni sekvenci,
statistické hodnoty N50, NG50 a dalSi. Kompletnost byla hodnocena pomoci
programu BUSCO. Jako referen¢ni databaze genu byla zvolena eukaryota_odb10,
protoze bliz§i soubor genli nadorovitosti v systému zatim neni k dispozici. KliCovou
hodnotou pro porovnani byl poCet nalezenych BUSCO genl a jejich fragmentd.
Pfesnost sestavenych genomu byla vyhodnocena na zakladé vystupu z programu
Qualimap, pficemz byla hodnocena primarné chybovost a uniformita pokryvu.

Na zakladé kritérii podobnosti, kompletnosti a pfesnosti byla jako nejvhodné;si
varianta vybrana kombinace programl de novo assembler SPAdes a scaffolder
Ragout. Obecné Ize fici, ze zadny z programu nevygeneroval Spatny vysledek, a
jakakoli kombinace by pro nase ucely byla dostacujici.

Pro kazdy vzorek byl vybran genom vytvofeny pomoci programu SPAdes a Ragout.
Ostatni moznosti byly vyfazeny z dalSiho zpracovani. V posledni fazi tvorby genomu
byl pouZit program Pilon, jehoZ ukolem je vyuZzit sekvenované pary k dalSimu
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vylepSeni genomu. Tento software se snazi opravovat chyby vzniklé pfi
sestavovani, uzavirat mezery mezi scaffoldy, odhalovat strukturni zmény a zajistit
rovnomérné pokryti. Vysledny navrh genomu byl nasledné analyzovan programem
Qualimap, ktery ovéfil, zda doslo k vylepSeni po aplikaci programu Pilon.

Na zakladé genomové a mitochondrialni referencni sekvence byly v sestavenych
genomech jednotlivych vzorku identifikovany chromozomové a mitochondrialni
sekvence. Nasledné byl proveden alignment pomoci programu Kalign. Celkové bylo
ziskano 21 multisekvencnich srovnani pro 20 chromozému a jeden mitochondrion.
Alignmenty byly nasledné vizualizovany programem Mview. Jako prvni bylo
pristoupeno k porovnani mitochondrialnich sekvenci, protoze mnozstvi
mitochondrialni DNA bylo pfiblizné desetinasobné. Celkova pokryvnost
mitochondrionu pro jednotlivé vzorky pfevySovala hodnotu 1000. Na zakladé
analyzy alignmentu mitochondrialnich sekvenci byly identifikovany rozdily mezi
jednotlivymi sekvencemi. Jednalo se vSak pouze o jednonukleotidové polymorfizmy,
které pro tvorbu selekénich marker( na bazi PCR nejsou pfili§ vhodné, hlavné kvuli
jejich nizké spolehlivosti. Zda se, ze mitochondrialni genom je v pfipadé patotypu
P. brassicae vysoce konzervativni. Z tohoto divodu byla provedena dukladna
analyza chromozomovych sekvenci, kde byla identifikovana mista s vyraznymi
zménami typickymi pouze pro urcité patotypy. Na téchto mistech byly pomoci
programu Primer3 navrzeny primerové pary pro PCR detekci specifickych patotypl
nadorovitosti. VSechny navrzené pary byly otestovany na jejich specifickou reakci
na dany patotyp. Zaroven byla provedena optimalizace PCR reakce a vizualizace
produktl pomoci elektroforézy. VSechny nize uvedené pary jsou schopné fungovat
za stejnych podminek PCR reakce a generovat rizné délky produktl pro jednotlivé
patotypy. V ramci optimalizace nakladu je tedy mozné v jedné reakci detekovat vice
nez jeden patotyp.

Pfiklad vizualizace jedné z oblasti s unikatni sekvenci pro patotyp P2:

1245401

6 1245600

1245601 8 1245800
[ CAACGC

1245801 6 1246000

GTCACCGOCTCG CGTCAAC

Navrzeny primerovy par pro tuto oblast:

P2 2 F  GCACGTTCCTGGACCCAT
P2 2 R ACTCTAAGCGTGTCGTCGAG
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Velikost produktu: 583

Slozeni PCR reakce:

10 ul
1 ul
1 ul
1 ul
7 ul

PPP Master Mix
F primer

R primer
templatova DNA
PCR H20

Prabéh PCR reakce:

Kroky Teplota Doba Pocet cyklu
Uvodni denaturace 94 °C 10 min 1
Denaturace 94 °C 16 s 30
Nasednuti primerti 60 °C 16 s 30

Extenze 72 °C 1 min 30

Finalni extenze 72 °C 10 min

Chlazeni 4 °C 0
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C. Testovani vlastni technologie - protokol o
ovéreni

Ovéfeni navrzeného technologického postupu bylo provedeno u vSech ¢tyfech
bodi uvedenych v kapitole ,Vlastni popis technologie, tj. u dvou postupl
zalozenych na fenotypovém hodnoceni na zakladé biotestd a u dvou postupl
zalozenych na molekularnich analyzach.

1/ Ovéreni vypovidaci schopnosti a spolehlivosti hodnoceni indexu napadeni

Vyhodnoceni indexu napadeni bylo provedeno na kolekci genetickych zdroja fepky.
Vysledky jsou uvedeny v nasledujici tabulce. Za GZ odolny k Plasmodiophora
brassicae lze povazovat material, jehoz ID dosahuje hodnot 0-10. V pokusném
souboru bylo determinovano 14 GZ, vykazujicich jistou miru odolnosti k napadeni.
V pfipadé velmi odolnych GZ (ID 0) se jednalo o odrudy tzv. picniho typu (napf.
Wilma, Dino, Napoleon), jako velmi perspektivni se ale jevi i moderni DH linie
z opavského Slechténi. Vybrané materialy jsou vhodné k vyuziti ve Slechtitelskych
programech.

Vysledky testu odolnosti vybranych GZ k smésnému polnimu izolatu
Plasmodiophora brassicae.

ECN Nazev Stupen | Stupen | Stupen | Stupen poée.t ID
0 1 2 3 rostlin

15001 Adriana 7 0 15 11 33 63,64
15001 Ametyst 2 0 5 21 28 86,90
15001 ANTEZAK 22 5 4 1 32 16,67
15001 Aquila 10 13 12 3 38 40,35
15001 Artus 8 7 14 7 36 51,85
15001 Astrid 17 0 7 3 27 28,40
15001 Axel 16 8 5 2 31 25,81
15001 B001 Samorai 5 9 6 14 34 61,76
15001 Bachus 9 7 9 14 39 57,26
15001 Bazalt 20 0 1 1 22 7,58
15001 Bono 11 7 14 12 44 53,79
15001 Cabriolet 6 2 7 8 23 57,97
15001 Cando 20 0 0 5 25 20,00
15001 Caroline 9 16 11 5 41 43,09
15001 Corida 2 3 9 33 47 85,11
15001 Corzar 10 4 10 20 44 63,64
15001 Croquet 39 0 0 0 39 0,00
15001 Diego 8 3 8 15 34 62,75
15001 Dino 41 0 0 0 41 0,00
15001 Elgar 0 0 2 34 36 98,15
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ECN Nazev Stupen | Stupen | Stupen | Stupen poée_t ID
0 1 2 3 rostlin

15001 ES Valegro 9 5 4 30 48 71,53
15001 Finley 8 8 10 6 32 47,92
15001 Frity 14 0 14 21 49 61,90
15001 Harvey 8 8 1 15 32 57,29
15001 lggy 3 0 7 15 25 78,67
15001 Iwan 3 3 7 22 35 79,05
15001 Jeremy 1 7 3 25 36 81,48
15001 Kuba 3 7 13 16 39 69,23
15001 Licapo 0 0 1 40 41 99,19
15001 Liforum 40 0 0 0 40 0,00
15001 Mandril 11 1 6 17 35 60,95
15001 Marley 0 3 3 20 26 88,46
15001 Marvin 5 7 8 12 32 61,46
15001 Murphy 9 9 8 7 33 46,46
15001 Napoleon 38 0 0 0 38 0,00
15001 NK Bravour 4 5 9 27 45 77,04
15001 Onca 8 11 7 8 34 48,04
15001 OP-BN-8135 9 8 9 1 27 35,80
15001 OP-BN-8137 35 0 0 0 35 0,00
15001 OP-BN-8148 38 0 0 0 38 0,00
15001 Pamela 7 6 8 10 31 55,91
15001 Prestige 4 8 5 10 27 59,26
15001 Quincy 1 4 6 14 25 77,33
15001 Randy 1 4 2 6 13 66,67
15001 Renzo KWS 0 3 6 21 30 86,67
15001 Salute 22 0 1 2 25 10,67
15001 Sammy 10 4 3 5 22 37,88
15001 Santana 2 10 9 12 33 64,65
15001 Sherwood 5 6 9 9 29 58,62
15001 Skye 5 5 4 15 29 66,67
15001 SL-853 Snézka |5 4 11 14 34 66,67
15001 Sparker 3 8 7 14 32 66,67
15001 Stanley 20 5 3 13 41 40,65
15001 Status 6 6 1 17 30 65,56
15001 SY llona 6 4 7 11 28 60,71
15001 SY Rokas 7 3 6 22 38 71,05
15001 Timothy 4 5 1 20 30 74,44
15001 Tom 38 2 1 0 41 3,25
15001 Wally 7 4 5 18 34 66,67
15001 Wilma 40 0 0 0 40 0,00
15001 Winny 10 7 12 13 42 55,56
1500100324 BNW 1.68-84 15 9 8 15 47 49,65
1500100325 BNW 1.88/86 8 5 8 12 33 57,58
1500100326 BNW 1.90/86 24 7 7 3 41 24,39
1500100327 BNW 1.91/86 30 0 1 1 32 5,21
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ECN Nazev Stupen | Stupen | Stupen | Stupen poée_t ID
0 1 2 3 rostlin

1500100328 BNW 1.100/87 |4 3 13 16 36 71,30
1500100329 BNW 1.89/86 20 10 11 7 48 36,81
1500100330 BOH 5 40 0 0 0 40 0,00
1500100331 BOH 283 40 0 0 0 40 0,00
1500100332 BOH 384 37 0 3 0 40 5,00
1500100333 BK-257 5 4 13 11 33 63,64
1500100334 GN-33/84 3 3 12 14 32 71,88
1500100335 MAH-386 9 8 10 8 35 49,52
1500100336 PB-1278 3 3 3 15 24 75,00
1500100337 PB-1065 4 4 5 19 32 73,96
1500100338 POB 128/83 18 1 3 14 36 45,37
1500100339 POB 286 0 0 2 31 33 97,98
1500100340 POB 488 8 1 0 8 17 49,02
1500100341 R 29/85 44 3 7 7 61 20,77
1500100342 R 257/84 15 6 6 13 40 47,50
1500100343 Lirafit 2 6 0 30 38 84,21
1500100344 Lirakotta 3 0 3 9 15 73,33
1500100345 Janus 35 0 3 2 40 10,00
1500100346 Shnitynskij 6 6 12 13 37 62,16
1500100347 Otradnenskij 6 7 9 13 35 60,95
1500100348 Libravo 2 2 12 18 34 78,43
1500100349 Annika 7 3 3 23 36 72,22
1500100350 VSB 1.96-87 1 3 15 15 34 76,47
1500100351 Ariana 1 5 7 26 39 82,91
1500100352 Falcon 1 1 3 39 44 93,94
1500100353 Liborius 2 10 9 8 29 59,77
1500100354 Lirajet 1 2 4 30 37 90,09
1500100355 Olymp 3 2 23 13 41 70,73
1500100356 Susana 0 0 1 39 40 99,17
1500100357 VSB 1.94-87 2 11 15 18 46 68,84
1500100358 Shogun 2 9 16 18 45 70,37
1500100359 Kentan Nova 0 14 15 10 39 63,25
1500100360 Pasha 0 4 10 9 23 73,91
1500100361 Viva 8 14 12 9 43 50,39
1500100362 Mikado 4 13 19 8 44 56,82
1500100363 Hobson 2 8 14 27 51 76,47
1500100364 Lonto 2 8 18 16 44 69,70
1500100365 Chrysander 3 15 10 7 35 53,33
1500100366 Panter 2 0 10 23 8 41 65,04
1500100367 PHP 2/90 2 1 15 10 28 72,62
1500100368 PHP 5/90 0 20 8 3 31 48,39
1500100369 PHP 14/90 0 7 19 30 56 80,36
1500100370 PHP 17/90 0 20 13 3 36 50,93
1500100371 .16 0 8 10 20 38 77,19
1500100372 Silex 3 5 10 12 30 67,78
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ECN Nézev Stupen pocet |,
0 1 3 rostlin

1500100373 Zeus 1 8 18 36 74,07
1500100374 Wotan 0 14 13 40 65,83
1500100375 Silvia 0 0 31 43 90,70
1500100376 Rasant 4 11 18 45 65,93
1500100377 Cathy 3 7 30 46 78,99
1500100378 AGR.89-3 6 12 11 43 56,59
1500100379 Indore 3 12 19 39 67,52
1500100380 Dwarf Essex 1 0 41 43 96,90
1500100381 Boxer 1 6 18 38 75,44
1500100382 Coriander 4 6 24 43 74,42
1500100383 Geurander 1 7 3 35 34,29
1500100384 Baraska 6 5 20 39 69,23
1500100385 Local 3 3 47 19,86
1500100386 Janek 6 5 41 28,46
1500100387 Nuvator 9 14 51 60,78
1500100388 Nuva 4 17 30 78,89
1500100389 Nutiva 1 12 55 49,70
1500100390 Nusi 3 17 37 63,06
1500100391 Granulo 7 13 44 40,91
1500100392 Barcoli 1 1 14 36 68,52
1500100393 Giriza 1 1 14 41 52,85
1500100394 Tomek 0 1 24 26 96,15
1500100395 Dolnoslaski 8 2 26 45 72,59
1500100396 Meander 0 4 14 22 81,82
1500100397 Liberator 0 2 10 35 74,29
1500100398 Lirektor 0 0 40 50 93,33
1500100399 Idol 0 2 40 52 91,03
1500100400 BNW 1.96-87 0 0 9 11 93,94
1500100401 BNW 1.98-87 5 5 7 22 54,55
1500100402 BNW 1.94-87 0 0 30 31 98,92
1500100403 BNW 1.75-85 5 5 17 37 68,47
1500100404 BNW 1.82-86 20 10 0 40 25,00
1500100405 BNW 1.84-86 15 15 12 52 45,51
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Hodnoceni indexu napadeni bylo provadéno i po inokulaci rostlin individualnimi
patotypy nadorovky. Pfiklad vysledk( reakce rostlin na inokulaci patotypem P2 je
uveden v nasledujici tabulce.

Vysledky testovani odolnosti odriud a Slechtitelskych materialt k patotypu

nadorovky P2.

Celkem

Citlivé

Citlivé %

Odolné

Odolné %

SY ALIBABA

6

2

33

4

CROCUS

SY llona

Gemini

SG-C1

0

67

SG-C2

CU 1079/24

CU 1100/24

CU 1107/24

CU 1144/24

CU 1150/24

CU 1197/24

CU 1203/24

CH 1233/24

CH 1234/24

CH 1241/24

CH 1311/24

CH 1496/24

CH 1512/24

CH 1532/24

CH 1560/24

QO NhOAOA|ROODIODIOD|IOD|OD|IOINOIN|IOO|O|O|O

O OO RAROIOINIOIOO|IO|OINO|~|O|OO|O|O

QOO0 |0O|0|O|dhO|O0O|O|O0O|OC|O|~|OO|O|O|O
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2/ Ovéreni postupu identifikace patotypu P. brassicae na zdkladé biotesti a
standardni Williamsovy klasifikace

Po provedeni inokulace rostlin testovaciho souboru a vyhodnoceni indexu napadeni
byly tyto vysledky porovnany s referen¢nimi hodnotami pro Williamsovu klasifikaci
izolatu P. brassicae.

Referenéni hodnoty testovaciho sortimentu (odolna/nachylna) pro systém pro
stanoveni jednotlivych patotypl Plasmodiophora brassicae (Williams 1966) jsou
uvedeny v nasleduijici tabulce.

patotyp Lau ECD10 ECD11 ECD13

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

( + citliva odrada, - rezistentni odrada)
Priklad reakce rostlin testovaciho souboru na inokulaci izolatem patogena An4969-

s1 je uveden na nasledujicich obrazcich. Na obrazcich je zietelné 100 % napadeni
odrudy ECD 13 a naopak rezistence reakce u odrad ECD 10, ECD 11 a Laurentian.
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| An4968-s1

L——

CQueer

1 e
i i — 5 B y E ECD 10
ECD 13 3 it / B.napus ssp. rapifera
8. oleraces var. capitata 3 3 \ Dc 130 Wilhelmsburger
R -‘ 1\ 4 ik )

Na zakladé tohoto vysledku hodnoceni odolnosti/nachylnosti k testovanému
izolatu patogena Ize tento izolat klasifikovat jako patotyp P6.

Lau ECD10 ECD11 ECD13 patotyp

An4969-s1 - - - + P6
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Obdobnym zplUsobem byly klasifikovany i ostatni izolaty P. brassicae a pfifazeni
jednotlivych izolatd k patotyplm je uvedeno v nasledujici tabulce.

Lau ECD10 ECD11 ECD13 patotyp

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

( + citliva odrada, - rezistentni odrtda)
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3/ Ovéreni funkénosti analyzy transkriptomu a postupu identifikace genu
zapojenych do reakce na napadeni patogenem

V ramci této aktivity byl analyzovan soubor 245 genotypl. Inokulum P. brassicae
bylo tvofeno vysoce agresivnim patotypem, ktery byl na zakladé ECD metody
identifikovan jako patotyp 17/31/31. Rostliny byly kultivovany v kontrolovanych
podminkach fytotronu po dobu 7 tydn( a poté byla hodnocena mira napadeni na
zakladé DI (Disease Index). Vysoce sensitivni genotypy mély hodnotu DI vice nez
80%, vysoce rezistentni rostliny mély hodnotu DI pod 20%.

Pro v8echny analyzované genotypy byla k dispozici data z analyzy transkriptomu,
v této studii byl pouzit soubor expresnich dat pro 53889 gen(. Pro analyzu vztaht
(sité) mezi jednotlivymi geny byla pouzita metoda WGCNA (weighted gene co-
expression network analysis) a byly identifikovany moduly , které byly signifikantné
korelovany se sledovanym znakem — odolnost k P. brassicae vyjadfena pomoci DI.
Vizualizace genové sité byla provedena v programu Cytoscape. GO analyza (Gene
Ontology) byla provedena v programu Cytoscape pomoci nastroje "The Biological
Networks Gene Ontology tool" (BINGO). Pro identifikaci kliCovych genu byla pouzita
"hub gene analysis", na zakladé které byly identifikovany nejvyznamnéjsi geny v
ramci analyzované sité.

Ukazka vizualizace genové sité a vazeb mezi jednotlivymi geny v modulu.
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Ukazka biologické interpretace analyzovanych
Ontology analyzy.
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4/ Ovéreni funkénosti molekularniho postupu identifikace patotypu P.
brassicae

Na zakladé celogenomového sekvenovani patotypd P. brassicae a
bioinformatického zpracovani sekvenacnich dat byly identifikovany unikatni
sekvence pro jednotlivé patotypy. Pro tyto sekvence byly navrzeny primery a byla
provedena PCR analyza. Byla ovéfena i specificita navrZzeného postupu PCR
detekce patotypli, primery navrzené pro dva useky vramci genomu kazdého
z patotypl byly zcela specifické a poskytovaly vysledky (amplikony) jen u patotypu
pro nez byly urceny.

Pfiklad vysledki PCR analyza a molekularni identifikace/detekce patotylu P.
brassicae je uveden na nasledujich obrazcich.

P2 P3
= = = =
613 e TP G a—— 583 O T R o 62
P4 P7
354 —m .—f - 455 —— T e— — T —— 431
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Priklad kombinovaného postupu fenotypového hodnoceni indexu napadeni a
molekularni detekce patotypu:

umoznuje rychlou a precizni identifikaci patotypu P. brassiceae za vyuziti postupu
uvedenych v této technologii a metodickém postupu molekularni detekce patotypl
(Hejna 2024). Pro tuto PCR detekci patotypl jsou dostupné primery, metodicky
postup izolace DNA patogena a postup pro provedeni PCR analyzy a jejiho
vyhodnoceni. PCR analyzu je mozné provadét v multiplexu a tim i snizit naklady na
molekularni analyzy. PCR detekce/identifikace patogena je mozna v molekularni
laboratofi se zakladnim pfistrojovym vybavenim. Reakce GZ rostlin — odrid,
Slechtitelskych materialt, DH linii, na napadeni patogenem, resp. jednotlivymi
patotypy patogena je pak provedena na zakladé inokulagnich/infekénich
experimentl a fenotypového hodnoceni indexu napadeni. Hodnoceni indexu
napadeni lze provést v laboratofi s bézné vybavenou kultivaCni mistnosti a
hodnoceni miry napadeni jednotlivych rostlin je mozné na zakladé porovnani
hodnocené rostliny se vzorovym klasifikatorem (velikost a mnozstvi nadort na
kofenech), pfipadné Ize pouzit systémy pro digitalni obrazovou analyzu. Tento
zpusob umoznuje relativné jednoduchou identifikaci donortd zvySené odolnosti Ci

vvvvvv

analyzy, identifikace pfi€innych genu a vyvoje selekénich markeru.

Priklad tohoto kombinované hodnoceni je uveden v nasledujici tabulce. Vysledky
testovani tohoto vzorového souboru ukazaly na znacné rozdily v odolnosti
jednotlivych genotypu vaéi  Ctyfem testovanym patotypum  nadorovitosti
(Plasmodiophora brassicae). Nejvy$Si miru odolnosti napfi¢ vSemi patotypy
vykazovaly genotypy SY Alibaba, SG-C1, SG-C2, CH1532/24 a CH1560/24, coz
naznacuje jejich potencial pro vyuziti ve Slechtitelskych programech. Naopak
vétSina genotypu z fady CU a odrady SY llona a Gemini prokazaly citlivost ke vSem
testovanym patotypim.

36



Vysledky testovani odolnosti odrud a Slechtitelskych materiala k jednotlivym
patotypum nadorovky.

P7 P3 P4 P2
SY ALIBABA 0 g
CROCUS 0 0 0
SY llona 0 0 0 0
Gemini 0 0 0 0
SG-C1
SG-C2
CU 1079/24 0 0 0
CU 1100/24 0 0 0
CU 1107/24 0 0 0
CU 1144/24 0 0 0
CU 1150/24 0 0 0
CU 1197/24 0 0 0
CU 1203/24 0 0 0
CH 1233/24 0 0 0
CH 1234/24 0 0 0
CH 1241/24
CH 1311/24
CH 1496/24
CH 1512/24
CH 1532/24
CH 1560/24

V priibéhu testovani technologie byla ovérena:
e vypovidaci schopnosti a spolehlivosti hodnoceni indexu napadeni
e postupu identifikace patotypli P. brassicae na zakladé biotestid a standardni
Williamsovy klasifikace
e funkénost analyzy transkriptomu a postupu identifikace genl zapojenych do reakce
na napadeni patogenem
e funkénost molekularniho postupu identifikace patotypl P. brassicae

U Lol alow &

' V Ceskych Budgjovicich, 1.12.2025

] prof. Ing. Vladislav Curn, PhD.
JIHOCESKA UNIVERZITA  (61)
v CESKYCH BUDEJOVICICH
rakulta zemédélska a technologicka
Katedra genetiky a biotechnologii
Na Sadkdch 1780,37005 Ceské Budéjovice
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Shrnuti

Vysledky ziskané béhem ovérovani technologie potvrdily vhodnost a pouZzitelnost
fenotypového a molekularniho pfistupu k hodnoceni odolnosti ¢ nachylnosti
genetickych zdroju a Slechtitelskych materiall fepky k napadeni patogenem P.
brassicae a identifikaci jednotlivych patotyp( nadorovky.

Béhem testovani jednotlivych postupl — biotest a molekularni detekce byly na
modelovém souboru genotypl Fepky a patotypld patogena ovéfeny pouzité
metodické postupy a jejich opakovatelnost. SOuc€asné byly navrzeny tfi varianty pro
implementaci technologie na Slechtitelském pracovisti v zavislosti na vybavenosti
laboratofi a zkuSenostech pracovnikl laboratofe. Kombinace fenotypového
hodnoceni miry napadeni (biotesty) a molekularni detekce patotypl poskyttuje
spolehlivé a vysledky dosazitelné i v laboratofich s béznym vybavenim. Postupy
uvedené v technologii jsou pIné vyuzitelné v laboratofich Slechtitelskych pracovist
a ovéfena technologie je tak rutinné vyuZzitelna pro aplikaci v programu rezistentniho
Slechténi fepky.

Vysledkem vyuZiti této technologie mohou byt genotypy fepky manifestujici
zvySenou odolnost vuci jednotlivym patotyplim nadorovky a znalost distribuce
patotypl nadorovky v péstitelské oblasti. Tyto informace pak mohou vést
k cilenému Slechténi a péstovani genotypu fepky se zvysenou odolnosti k patotypu,
ktery se v dané oblasti pfevazné vyskytuje.
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