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Souhrn

Soucasny tlak patogenii na hospodaiské plodiny predstavuje pro slechténi narocné ukoly.
Jednim z véaznych problémi, které soucasné moderni Slechténi fesi, predstavuje
nadorovitost kostalovin. Toto onemocnéni zpiisobuje pudni biotrofni patogen
Plasmodiophora brassicae. V soucasnosti predstavuje tento patogen zavazné problémy
pro vétsinu brukvovitych plodin v celosvétovém métitku. Moznosti regulace této nemoci
jsou nyni relativné omezené a z ekonomického hlediska se jevi jako jedind efektivni
moznost, péstovani rezistentnich odriid. Do soucasné doby bylo identifikovano n¢kolik
genetickych zdroji rezistence pro Slechténi, nicméné jejich pouziti pii Slechténi do jisté
miry brani neznalost principu fungovani rezistence. V ramci této prace je hodnocena
odolnost kolekce genotypt B. napus k nadorovitosti a nasledné jsou tato data pouzita pro
dvojici analyz zaloZzenych na metodach asociativni transkriptomiky slouzici K nalezeni
selekénich markerit a pfi¢innych genti. Pfi hodnoceni reakce 250 genotypil
ve variabilni kolekci B. napus byl pouzit smésny patotyp nadorovitosti ECD 17/31/31.
Vysledkem tohoto testovani bylo nalezeni 46 rezistentnich genotypi, jejichZ index
napadeni (DI) ptevysoval hodnotu 80. Pro 245 genotypii byla ziskana RNAseq data ze
sekvenovani jejich transkriptomu. V téchto datech byly identifikovany SNP markery a
expresni profily gent, které¢ byly nasledné pouzity ve dvou asociativnich analyzéch.
V prvnim ptipad¢ byla na zdkladé 256 397 SNP markeri provedena SNP asociacni
analyza. Vysledkem této analyzy bylo nalezeni 86 SNP markert, které byly lokalizovany
do 9 riznych oblasti na Sesti chromozomech. Tyto rezistentni lokusy byly pojmenovany
podle jejich polohy jako BnAOl1 0308, BnA02_0265, BnA02_0286, BnA03 0186,
BnA03_0263, BnA08_0009, BnC02_0414, BnC07_0238 a BnC07_0421. V ramci téchto
oblasti bylo nalezeno 392 gend. V piipad¢€ druhé asociacni analyzy byly pouzity expresni
profily 53 889 gent B. napus, které vykazovaly uréitou miru zmény exprese mezi
jednotlivymi genotypy. Samotna analyza hodnotila miru asociace mezi expresnimi
profily a DI. Na zakladé¢ této analyzy bylo nalezeno 19 asociovanych geni. V poslednim
kroku byly provedeny anotaéni analyzy GO, InterPro a anotace na zékladé podobnosti
s geny Arabidopsis thaliana pro geny, které byly vysledkem ptedchozich asociacnich
analyz. Na zaklad¢ téchto dat bylo vybrano 82 kandidatnich gend zapojujicich se do
odolnosti proti nddorovitosti kost’alovin. Tyto vysledky ptfedstavuji uzite¢né informace
jak pro samotné Slechténi identifikaci asociovanych SNP markert pouzitelnych pro

Slechténi odolnych odrid, tak pro pochopeni samotného principu rezistence u B. napus.

Klic¢ova slova: nadorovitost kost'alovin, Plasmodiophora brassicae, Brassica napus,
asociativni genomika a transkriptomika



Summary

The current high pathogenic pressure on agriculture crops is the task for breeders. One
of the serious problems that modern breeding is struggling to address is clubroot. This
disease is caused by the soil biotrophic pathogen Plasmodiophora brassicae. At present,
this pathogen presents serious problems for most cruciferous crops worldwide. The
possibilities for controlling this disease are very limited. From an economic point of
view, the most effective option is growing resistant or tolerant varieties against this
pathogen. To date, several genetic sources of resistance for breeding have been identified.
However, the application of these resources inbreeding is problematic, because there is
a lack of knowledge of the basis of the resistance and lack of understanding of causal
genes or proteins. In this study, the resistance of the B. napus genotypes to clubroot was
evaluated. An Associative Transcriptomics approach was used to identify markers and
causal genes associated with resistance to clubroot. In assessing the response of a genetic
diversity panel comprising 250 accessions of B. napus, the mixed pathotype ECD
17/31/31 was used. The result of this testing finds 46 genotypes with disease index (DI)
greater than 80. Such varieties can be considered resistant. For 245 genotypes, RNAseq
transcriptome data were obtained for use in two associative analyses. In the first assay,
SNP association analysis was performed with 256,397 SNP markers distributed across
the genome of B. napus. The result of this analysis revealed 86 SNP markers located in
9 different regions on chromosomes A01, A02, A03, A08, C02 and C07. Resistant loci
were named according to their location as BnAO1 0308, BnA02_0265, BnA02_0286,
BnA03_0186, BnA03_0263, BnA08_0009, BnCO02_0414, BnCO07_0238 and
BnCOO07_0421. Altogether, 392 genes were found in these regions. For the second
association analysis, transcript abundance data of 53,889 genes in the B. napus genome
were used. The analysis itself evaluated the degree of association between expression
profiles and DI profile. Based on this analysis, 19 associated genes were revealed. In the
last step, annotation analyzes GO, InterPro, and annotations were performed based on
similarity to Arabidopsis thaliana genes. Overall, 82 candidate genes were selected to be
involved in clubroot resistance. These results provide useful information both for
breeding by identifying associated SNP markers useful for breeding resistant varieties
and for understanding the elements of resistance in B. napus.

Key words: clubroot, Plasmodiophora brassicae, Brassica napus, associative genomics
and transcriptomics
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1. Uvod

Cilem slechténi zeméd¢lskych plodin je zlepSeni Zadoucich vlastnosti jak z pohledu
péstitele pozadujici vysoky vynos, snadné zpracovani a nizké naklady, tak i spotiebitele
hledajici vysokou kvalitu a zdravotni nezdvadnost. Soucasny vysoky tlak patogeni
predstavuje pro Slechténi naro¢né ukoly. Jednim ze soucasnych problémil péstovani
fepky olejky (brukev fepka, B. napus subsp. napus) je onemocnéni znamé jako
nadorovitost kostalovin. Toto onemocnéni zpusobuje obligatni biotrofni patogen
Plasmodiophora brassicae, ktery velice dlouho pieziva v pudé (Wallenhammar 1996).
V soucasnosti predstavuje toto onemocnéni Vv celosvétovém méfitku jedno
Moznosti boje proti nadorovitosti jsou v soucasnosti relativné omezené. Tradicni
metodou je vapnéni, pouziti fungicidii nebo péstovani rezistentnich/tolerantnich odrad.
Vzhledem k tomu, Ze vapnéni neni dostatecné G¢inné, pouziti fungicidl je finan¢né
narocné a omezeno kvili potencionalni zdravotni zavadnosti, pfedstavuje pouZiti
rezistentni odrid jedno z nejlepSich feSeni (Dixon 2009). Navzdory tomu, Ze je
v soucasnosti identifikovano nékolik Slechtitelskych zdroji rezistence, jen u velice
malého mnozstvi je znama jejich podstata, ktera by byla efektivné pouzitelna pro marker
asistované Slechténi (MAS) pfi tvorbé efektivnich genotypil s n€kolika rezistentnimi
mechanismy (Ueno et al. 2012). Soucasné rezistentni/tolerantni odridy jsou casto
vyslechténé z jednoho rezistentniho materialu a obsahuji pouze jeden gen rezistence.
U takovychto odrid je rezistence Casto patotypové specifickd a pii silném infekénim
tlaku ji patogen pfekond v ramci nékolika let nebo je genotyp napaden jinym patotypem,

ktery se na daném mist¢ také nachazi (Diederichsen et al. 2009).



2.  Literarni prehled

2.1 Nadorovitost koSt’alovin

wevr

brukvovitych plodin piisobici rozsahlé¢ skody po celém svéte. Pri¢inou této nemoci je
pudni, obligatné biotrofni patogen Plasmodiophora brassicae. Tento literarni piehled
shrnuje soucasné poznatky tykajici se nadorovitosti od ptivodu, taxonomie, zivotniho
cyklu pres ekonomické dopady az po ochranné opatieni a cilené Slechténi plodin

tolerantnich k tomuto onemocnéni.

2.1.1 Puvod a taxonomické zarazeni

Prvni zdznam tykajici se nadorovitosti kost'alovin pochazi od Palladia ze 4. stoleti naseho
letopoctu, ktery pozoroval ztloustlé houbovité kofeny na brukvich, tufinech a fedkvich
po pouziti hnoje, ktery pochazel od dobytka krmeného napadenymi koteny (Watson &
Baker 1969). Pozd¢jsi zminka o vyskytu nadorovitosti v Evropé pochazi ze 13. stoleti od
Alberta Velikého. Prvni vérohodné zaznamy o Skodach zptisobené nadorovitosti pochazi
z 18. stoleti z Anglie a pozdéji z 19. stoleti z Francie a Némecka (Karling 1968). Pro
tizemi Ceské republiky je prvni vérohodny zaznam az z 20. stoleti, kdy byla popsana
nadorovitost na zeli v okoli Veseli nad Luznici (Rod 1996). K identifikaci puvodce
tohoto onemocnéni vedla az rozsahla epidemie nadorovitosti v Rusku v 19. stoleti. Na
tuto udalost reagovala ruskd zahradnickd spolecnost vypsanim odmeény za odhaleni
pfi¢iny, které vedla k rozsahlé netirod¢ zeli v okoli St. Petersburgu. Tuto cenu ziskal
vroce 1875 rusky védec Michael Woronin, ktery jako prvni identifikoval piivodce
nadorovitosti a nazval tento organismus Plasmodiophora brassicae Wor. (Dixon 2009).
Tradi¢né byla P. brassicae patiici do skupiny Plasmodiophorida fazena do fiSe hub.
Pozdéjsi fylogenetické analyzy malé ribozomalni podjednotky tuto teorii vyvratily
(Cavalier-Smith & Chao 2003). Nasledné studie aktinu a ubiquitinu pfetadily celou tuto
skupinu do tise Protozoa (Archibald & Keeling 2004). Sekvenovani celého genomu
P. brassicae potvrdilo spravnost zafazeni do kmenu Cercozoa (Siemens et al. 2009).
Posledni studie se piiklanéji k zafazeni kmenu Cercozoa do fise Rhizaria, proto souc¢asné
zatazeni P. brassicae vypada nasledovné —fiSe: Rhizaria, kmen: Cercozoa, tfida:

Phytomyxea, fad: Plasmodiophorales, c¢eled: Plasmodiophoraceae, rod a druh:
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Plasmodiophora brassicae, ¢eskym nazvem nadorovka kapustova (Neuhauser &
Kirchmair 2011).

2.1.2 Zivotni cyklus a projevy napadeni

Dle soucasnych poznatkii se zivotni cyklus P. brassicae déli na tfi zivotni faze:
dormantni spory, primarni faze napadeni, sekundarni faze napadeni. Vytrvalé spory se
do pudy dostavaji z rozpadajicich se nadorti na kotenech brukvovitych rostlin. Jejich
velikost se pohybuje od 2 do 3 um. Nejvétsi vyskyt je pozorovan v horni vrstvé pudy,
nicméné dostavaji se az do hloubky 40 cm (Dixon 2009). Doba pieziti spor miize
dosahovat i vice nez 18 let se stfedni dobou pieziti 3 — 4 roky (Wallenhammar 1996;
2010). K aktivaci kliceni vede n€kolik faktort, pievazné vSak piitomnost kofent
hostitelské rostliny. Spory dokazi rozpoznat hostitele podle latek vylu¢ovanych z kofent.
K aktivaci spor dochazi i za pfitomnosti jinych druhti rostlin a neni proto zavislé jen na
vhodnych hostitelich. Dalsi faktory, které ovliviiuji aktivaci trvalych spor je rozsah teplot
od 6 — 27 °C, nizsi pH pudy, vyssi pudni vlhkost, pfipadné i ptitomnost jinych padnich
organismu (Karling 1968).

Primérni faze napadeni za¢ina po aktivaci dormantni spory, kterd se méni na primarni
zoosporu kapkovitého tvaru se dvéma charakteristickymi bi¢iky umoZznujici zoospoie
aktivni pohyb smérem ke koteni rostliny. Zoospory se dokazi pohybovat jen na kratkou
vzdalenost v pidnim prostfedi nasycenym dostate¢nym mnozstvim vody (Hwang et al.
2012). Pokud se v této velmi zranitelné fazi dokaze dostat ke kofenovému vlasku,
mechanicky prorazi buné¢nou sténu pomoci charakteristického penetra¢niho hrotu a
pronikne dovnitit (Dixon 2009). Ve vnitinim prostfedi bunky ztraci bi¢iky a méni se
Vv primarni jednojaderné plazmodium. V ¢asovém horizontu 5 — 7 dni dojde k déleni a
transformaci na mnohojaderné plazmodium, které dava vzniknout 4 — 8 sekundarnim
zoosporam vizualné neodlisitelnych od primarnich zoospor (Dixon 2009). Mechanicky
se vétSina téchto zoospor dostava zpét do padniho prostiedi. Timto procesem je ukonceno
primarni napadeni, které muze probihat pravdépodobné u vSech brukvovitych rostlin.
P. brassicae mize primarni fazi realizovat ale i v mnoha dalSich rostlinach z celedi
Poaceae, Papaveraceae nebo Rosaceae (Karling 1968).

Sekundarni fdze napadeni je iniciovdna opétovnym napadenim bunék kotenového
vlaseni piipadné i dalSich epidermalnich bun¢k kofene a hypokotylu. K tomuto kroku

dochazi ptiblizné kolem 13. dne po aktivaci trvalé spory (Devos et al. 2005). Sekundarni
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napadeni je na rozdil od primarni faze charakteristické tim, ze sekundarni zoospory
pronikaji hloubé&ji do vnitinich pletiv kofene, kde se transformuji na sekundéarni
plazmodia. Pfedpoklada se, ze ¢ast sekundarnich zoospor je schopna se ptimo premistit
do vnitfnich ¢asti kofene bez opusténi rostliny (Feng et al. 2013). Sekundarni plazmodia
nasledné naruSuji rovnovahu regulacnich drah cytokininti, auxind a brassinosteroidi
V okolnich bunkach. Konkrétni mechanismus neni piesné¢ zndm, nicméné disledkem
téchto zmén dochazi k nadprodukci rostlinnych hormonti vedoucich ke zmnozeni a
hypertrofii bun¢k a dale také ke zmén€ toku zivin ve prospéch oblasti s patogenem
(Ludwig-Miiller et al. 2009). Vizualn¢ lze pak pozorovat vytvaieni nadorti na kotenech
rostlin. V této fazi sekundarni plazmodia zaroven prochazi karyogamii a meiotickym
délenim, které dava vzniknout velkému mnozstvi haploidni spor. K tomuto kroku
dochazi ptiblizné¢ 21. dne od pocatku napadeni (Devos et al. 2005). Dusledkem silnych
morfologickych zmén ztraci kofenovy systém integritu a vlivem dalSich piidnich
organismi dochézi k rozpadu nadord. Timto zplsobem je zajisténo, ze se Vzniklé trvalé
spory dostavaji do pudy, kde budou dalsi sezony ¢ekat na podnét k vykli¢eni (Ludwig-
Miiller et al. 2009). Cely zivotni cyklus patogenu je znazornén na obr. 1.

zoospore
resting spore cortex soil root hair
* — resting spore
e I 20 dai i
- b primay =S@+— o @
= G zoospore :
\Q@' = Q primary
Xy plasmodium

clubbed roots I d 3-4dai

disintegrate arge secop ary

releasing resting — plasmodium
FRoms encysts on 14 dai
&~ root hatrs zoosporangium
(2% 5 6 dai
0 @)\ <
0} (-
secondary secondary «—— «—1 @
infection plasmodium secondary 04
9 dai Zoospore
=6 -8 dai
plasmodium invades cells and
causes gall formation

Obr. 1: zivotni cyklus nadorovky (Auer & Ludwig-Miiller 2015)

Prvni pozorovatelné symptomy piedstavuji abnormalné velké a deformované koteny
oznacované jako nadory. V prvnim stadiu se objevuji na postrannich kofenech, pozdéji
je zasazen i hlavni kofen. Tvar nadort a jejich rozmisténi se muze lisit podle druhu
i odriady. BéZné jsou beztvaré zvétSeniny na kofenech. U nékterych druhti nabyvaji

kulovitého, perlickovitého nebo vietenovitého tvaru. Zpocatku jsou nadory na povrchu
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svétlé, uvniti mekké bez dutin, pozdéji ale tmavnou, stavaji se dievnaté. V posledni fazi
dochazi k jejich hniti a rozpadu vlivem pidnich mikroorganismt (Brown & Morra 1997).
Na nadzemnich castech rostlin lze napadeni pozorovat v pozdéjsi fazi, kdy miize
dochazet k deformaci hypokotylu, bulvy, ptipadné i vyssich stonkovych partii. V této
fazi je Casto poskozen transport vody a minerdlnich latek 1 mechanicka schopnost
kotfenového systému, proto se obecné rostliny vyznacuji vadnutim pfi slunec¢ném pocasi
v disledku neschopnosti kompenzovat zvyseny odpar vody z listd. Spatné ukotveni
rostlin vede Kjejich vyvraceni (Agrios 2005). Pusobenim patogenu vede téz ke
zvySenému toku asimilatti do deformovanych kotfent, coz ma za nésledek zakrnély nebo
omezeny rust, piedasné kveteni a dozravani semen, Zloutnuti a akumulace antokyanil
v listech (Hwang et al. 2012). V ptipad¢ napadeni semenackd je cCasté odumieni
postizené rostliny, pii napadeni v pozd¢jSich fazich vyvoje vétsinou jedinci piezivaji do

konce sezony, ale se snizenou produkéni schopnosti (Karling 1968).

2.1.3 Hostitelské rostliny

Rozsah hostitelskych rostlin tohoto onemocnéni je Siroky. P. brassicae dokaze
parazitovat jak na dvoudé¢loznych, tak i jednodé€loznych rostlinach (Neuhauser et al.
s priblizné€ 330 rody zahrnujici pfes 3700 druhd rostlin (Dixon 2009). Hostitelské rostliny
jsou k napadeni citlivé v jakékoli rustové fazi, zvlasté pak v pocatecnim stadiu vyvoje.
Dosavadni studie pfedpokladaji, Ze prvni faze napadeni muze probihat v kterémkoli
z druhi &eledi brukvovitych (Howard et al. 2010). Siroké spektrum druhtl, ve kterych je
patogen schopen dokongit cely zivotni cyklus zakonéeny tvorbou dormantnich spor,
zahrnuje velké mnozstvi ekonomicky vyznamnych plodin. K hospodaisky nejvice
zasazenym patii naptiklad B. rapa ssp. rapa (vodnice), B. rapa ssp. chinensis (¢inské
zeli), B. rapa ssp. pekinensis (pekingské zeli), B. oleracea ssp. italica (brokolice),
B. oleracea ssp. botrytis (kvétak), B. oleracea ssp. capitata (zeli), B. oleracea ssp.
gongyloides (kedluben), B. oleracea ssp. sabellica (kadefavek), B. oleracea ssp. sabauda
(hlavkova kapusta), B. oleracea ssp. gemmifera (ruzickova kapusta), B. napus ssp.
oleifera (fepka olejka), B. napus ssp. napobrassica (tutin), B. juncea ssp. oleifera (fepice
olejna), Raphanus sativus ssp. major (fedkev), Raphanus sativus ssp. radicula

(tedkvicka), Raphanus sativus ssp. oleiferus (fedkev olejnd) a dalsi.



Tab. 1: Seznam citlivych druht k nadorovitosti

Armoracia rusticana

Chai et al. (2014)

Beta vulgaris

Ludwig-Muller et al. (1999)

Brassica carinata

Howard et al. (2010)

Brassica juncea ssp. megarrhiza

Chai et al. (2014)

Brassica juncea ssp. crassicaulis

Chai et al. (2014)

Brassica juncea ssp. tumida

Chai et al. (2014)

Brassica juncea ssp. gemmifera

Chai et al. (2014)

Brassica juncea ssp. multisecta

Chai et al. (2014)

Brassica juncea ssp. leucanthus

Chai et al. (2014)

Brassica juncea ssp. longepetiolata

Chai et al. (2014)

Brassica juncea ssp. linearifolia

Chai et al. (2014)

Brassica juncea ssp. strumata

Chai et al. (2014)

Brassica juncea ssp. latipa

Chai et al. (2014)

Brassica juncea ssp. involuta

Chai et al. (2014)

Brassica juncea ssp. multiceps

Chai et al. (2014)

Brassica juncea ssp. rugosa

Chai et al. (2014)

Brassica juncea ssp. foliosa

Chai et al. (2014)

Brassica juncea ssp. oleifera

Chai et al. (2014)

Brassica juncea ssp. utilis

Chai et al. (2014)

Brassica napus ssp. oleifera

Gibbs (1932)

Brassica napus ssp. hapobrassica

Gibbs (1932)

Brassica nigra

Howard et al. (2010)

Brassica oleracea ssp. acephala

Gibbs (1932)

Brassica oleracea ssp. botrytis

Gibbs (1932)

Brassica oleracea ssp. capitata

Gibbs (1932)

Brassica oleracea ssp. gemmifera

Gibbs (1932)

Brassica oleracea ssp. ramosa

Gibbs (1932)

Brassica oleracea ssp. italica

Gibbs (1932)

Brassica oleracea ssp. gongyloides

Gibbs (1932)

Brassica oleracea ssp. sabauda

Gibbs (1932)

Brassica oleracea ssp. sabellica

Gibbs (1932)

Brassica rapa ssp. chinensis

Chai et al. (2014)

Brassica rapa ssp. pekinensis

Ludwig-Miller et al. (1999)

Brassica rapa ssp. rapa

Gibbs (1932)

Brassica rapa ssp. sylvestris

Gibbs (1932)

Brassica rapa ssp. trilocularis

Bhattacharya et al. (2014)

Brassica rapa ssp. toria

Bhattacharya et al. (2014)

Camelina sativa

Seguin-Swartz et al. (2009)

Capsella bursa-pastoris

Gibbs (1932)

Diplotaxis muralis

Gibbs (1932)

Eutrema wasabi

Chai et al. (2014)

Erysimum cheiranthoides

Karling (1968)

Lepidium africanum

Gibbs (1932)

Lepidium campestre

Gibbs (1932)

Lepidium sativum

Karling (1968)

Nasturtium officinale

Chai et al. (2014)

Raphanus sativus ssp. longipinnatus

Chai et al. (2014)

Raphanus sativus ssp. radiculus

Chai et al. (2014)

Raphanus sativus ssp. major

Chai et al. (2014)

Raphanus sativus ssp. radicula

Chai et al. (2014)

Raphanus sativus ssp. oleiferus

Chai et al. (2014)

Sinapis alba

Gibbs (1932)

Sinapis arvensis

Karling (1968)

Sisymbrium altissimum

Karling (1968)

Sisymbrium officinale

Gibbs (1932)

Thlaspi arvense

Howard et al. (2010)

Tropaeolum majus

Ludwig-Miller et al. (1999)




Z planych druht, které se mohou podilet na zvySovani nebo udrzeni Zivotaschopnych
spor v pud¢é, muzeme jmenovat napiiklad Raphanus raphanistrum (fedkev ohnice),
Thlaspi arvense (penizek rolni), Capsella bursa-pastoris (kokoska pastusi tobolka) a
mnoho dalSich. Naopak druhy, ve kterych neni patogen schopen dokoncit sviij zivotni
cyklus, snizuji mnozstvi trvalych spor v pudé. V tomto piipadé je zivotni cyklus
patogenu zastaven u druhé faze a nedochazi k destruktivni tvorbé nadort a vytvoieni
trvalych spor. K tomuto vyvoji dochazi napiiklad u Lolium perenne (jilek vytrvaly),
Agrostis stolonifera (psinecek vybézkaty) a dalsi. Seznam citlivych druhd se piehledné
zobrazuje tab. 1. V soucéasnosti vySlechténé rezistentni odridy B. napus, B. oleracea a
B. rapa nejsou odolné proti prvni fazi napadeni, tim sice pozitivné plisobi na sniZeni
trvalych spor v ptidé, ale odolnost proti patogenu neni dokonald. V nezanedbatelném
procentu piipadi Ize na kofenech pozorovat malé kulovité nadory, které sice nijak

neovliviuji vitalitu rostlin, ale podileji se na zachovani spor v pudé (Rennie et al. 2013).

2.1.4 Rozsireni a ekonomické diisledky

V soucasné¢ dobé je nddorovitost kost'dlovin celosvétoveé rozsifena do vSech oblasti
s produkci brukvovitych olejnin a zeleniny (Dixon 2009). Predpoklada se, ze prvotni
$iteni nakazy zapocalo na Blizkém vychodg, ze kterého se rozsitila do Ciny a Japonska
pfenosem z puvodnich kultivara B. rapa ssp. chinensis a ssp. pekinensis (¢inské a
pekingské zeli). Do Evropy byla pravdépodobné pienesena s kultivary olejnin a picnin
pro dobytek. Rozsiteni péstovani brukvovitych plodin doslo v dobé priamyslové
revoluce, ktera je také obdobim kdy byla zavlecena nadorovitost do Ameriky s krmivem
pro dobytek (Dixon 2009). V druhé poloviné dvacatého stoleti doslo k mnohonasobnému
zvetSeni osevnich ploch fepky na produkci oleje pro potravinarsky primysl a v 21. stoleti
bylo dal§i zvySeni osevnich ploch fepky vyvolano potiebou suroviny pro vyrobu
bioslozky do pohonnych hmot (Tolmac et al. 2014). V tuto dobu se P. brassicae objevuje
v podstaté celosvétove véetné Australie. Globalni ztraty zpisobené timto patogenem se
odhaduji na 10 — 15 procent z produkce brukvovitych plodin (Dixon 2006).

Na asijském kontinentu jsou nejvétsimi péstiteli brukvovitych plodin Cina a Indie.
V Ciné bylo vypozorovano, Ze vyznamnéji je napadena pfiblizné tfetina osevnich ploch
s brukvovitymi plodinami se ztratami na celkové produkci 20 — 30 procent (Chai et al.
2014). V Indii je velice rozsifena fepice a hoicice. Zde jsou ztraty odhadovany na 32,5

procent (Bhattacharya et al. 2014). Na australském kontinentu jsou napadeny hlavné
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brukvovité plodiny péstované jako zelenina. Zasazena je zde zhruba pétina ploch
(Donald & Porter 2014). Nejvétsim producentem brukvovitych plodin na americkém
kontinentu je Kanada. Zacitkem nového tisicileti zde doslo k velkému rozmachu
pestovani jarni fepky. V soucasnosti je Kanada jednim z nejvétSich producentl
fepkového oleje na svéte (Strelkov & Hwang 2014). Se vzristajici osevni plochou fepky
zde doslo také k velkému rozsifeni nadorovitosti. V nékterych regionech doslo témét
ke stonasobnému nardstu vyskytu nadorovitosti (Strelkov & Hwang 2014). V nékterych
regionech je zasazeno vice nez 90 procent pudy (Strelkov & Hwang 2014). Celkové
ztraty se odhaduji na 30 procent produkce v zasazenych oblastech (Tewari et al. 2005).
Evropa patii k velkym péstitelim ozimé fepky, a i zde doslo v poslednim desetileti
K v§znamnému rozmachu nadorovitosti. Césteéné je zasazena vétSina péstitelskych
oblasti jako jsou Skandinavie (Wallenhammar et al. 2014), Anglie (McGrann et al. 2016),
Francie (Rouxel et al. 1983), Némecko (Diederichsen et al. 2014), Polsko (Korbas et al
2014) a Ceska republika (Ri¢afova et al. 2016). Nékteré oblasti v Evropé jsou zasazeny
témef z 80 procent (Wallenhammar et al. 2014).

V Ceské republice byla nadorovitost monitorovana od poloviny osmdesatych let
20. stoleti. Rod (1986) ve své studii uvadi pfitomnost patogenu téméf na celém tzemi
Ceské republiky. Nejsilngji byly zasazeny oblasti s tradici péstovani zeleniny (Brno,
Hradec Kralové, Litométice, Mélnik, Pardubice, Prostéjov a Olomouc). Zeli, kapusta,
kvétak a kedluben patiily k nejvice napadenym plodinam. Nejvétsi skody kolem 30
procent byly zaznamenany na kapusté, kvétaku, hlavkovém zeli a fepce (Rod 1986).
V soucasné dob¢ je z ekonomického hlediska problém hlavné u fepky olejky. Osevni
plocha této plodiny se za poslednich tficet let nasobné zvétsila z 102 376 ha (r. 1989) az
na soucasnych 411 802 ha (r. 2018) (www.czso.cz — Cesky statisticky ufad). S rozifujici
se plochou s brukvovitymi plodinami v Ceské republice roste i oblast a intenzita
zamoieni nadorovitosti (Ri¢afova et al. 2016). V soucasnosti jsou nejvice zasazené kraje
Moravskoslezsky a Liberecky s 36 % resp. 27 % napadené pudy (Ri¢atova et al. 2016).
Lokalné silny vyskyt zlistava v tradi¢nich oblastech péstujicich hlavkové zeli: Darkovice,
Hlu¢in, Kravate, Semily a Veseli nad Luznici (Kopecky & Dusek 2012; Ri¢afova et al.

2016). Soucasna podoba rozsiteni na uzemi Ceské republiky ukazuje Obr. 2.
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Obr. 2: mapa rozsiteni nadorovitosti v Ceské republice (Ri¢afova et al. 2016)

2.2  Zpisoby detekce nadorovitosti

Identifikace pritomnosti P. brassicae a jejich trvalych spor je jednou ze zakladnich
ochrannych opatieni. Navzdory faktu, Ze se jedna o obligatniho parazita, kterého zatim
nebylo mozno péstovat v umélych podminkach, bylo v prub&hu poslednich let vyvinuto
nékolik detekénich metod. Pomoci téchto technik je mozné zjistit pfitomnost spor, typ
patotypu P. brassicae i odhadnout intenzitu infekce ve vzorku. Pouzité techniky
vyznamné pomahaji pii volbé ochrannych opatieni a vhodnych plodin pro vysev (Hwang
et al. 2012). Wallenhammar et al. (2012) navrhl zakladni smérnice pro péstovani
brukvovitych plodin podle koncentrace trvalych spor v pudé€. V piipadé, Ze neni mozno
detekovat trvalé spory v pude¢, tzn. koncentrace spor je pod detekéni hranici (< 1000 spor
v jednom gramu pudy), je mozno pé&stovat jakékoli odrady (Wallenhammar et al. 2012).
P#i koncentraci 3000 — 130000 spor na jeden gram pidy je zadouci pouzit odolné odrady
nebo zvolit jinou plodinu. Pokud obsah spor ptekroc¢i hranici 130 000 spor na jeden gram
pudy, neni vhodné péstovat ani rezistentni odridy. Tlak patogenu je pii téchto
koncentracich tak velky, ze i odolné odrtidy mohou byt ¢aste¢né napadené a je zde daleko
veétsi riziko vzniku nového patotypu P. brassicae schopného prolomit obranny

mechanismus odolné odrudy.



2.2.1 Biotest

Prvni metoda vytvorena k detekci trvalych spor je zaloZzena na pouziti citlivych odrad
k napadeni nadorovitosti. Tyto odridy jsou péstovany v odebrané pidé po dobu péti
tydnl a nasledné je odhadnuta mira napadeni na ctyistupiiové skale (kofenovy systém
bez napadeni, drobné nddory na postrannich kotfenech, pln¢ vyvinuté nadory na
postrannich kotenech, poskozeni celého kofenového systému vcéetné hlavniho koienu)
(Faggian & Strelkov 2009). Dnes je tato metoda stale pouzivana v riznych modifikacich
i pro urovani patotypt P. brassicae. Jako kontrolni odrida se pouziva vysoce citliva
odrida ¢inského zeli var. Granaat (Hwang et al. 2012). Nevyhodou této metody je
citlivost detekce. Hrani¢ni hodnota je detekce spor je ptiblizné 1000 spor na jeden gram

pudy. Dalsi nevyhodu je velka ¢asova a prostorova naro¢nost (Faggian & Strelkov 2009).

2.2.2 Mikroskopické metody

Prvni metoda k detekci a odhadu mnozstvi trvalych spor za pouziti mikroskopu byla
navrzena Garrettem (Garrett 1945). Princip metody spociva v poéitani infikovanych
vlasovych kotinki na urené délce kofenu obarvené jednoprocentni acetokarminem.
Ptiprava pro tuto metodu spociva v napéstovani tyden starych semendcki v testované
pudeé. Tato metoda byla pozdéji upravena pro presnéjsi vysledky pouzitim pétitydennich
rostlin (Colhoun 1957). Protokol této metody byl dale zptesnén naptiklad o systém
odbéru vzorku, specifikaci péstebnich podminek a ptidruzenim vysoce citlivé odrudy
¢inského zeli var. Granaat (Wallenhammar 1996).

K detekci zivotaschopnych spor byla vyvinuta dalsi technika za pouZziti kombinace dvou
fluorescenc¢nich barviv. Calcoflor White M2R je fluorescenéni barvivo, které se vaze na
chitin na povrchu spor. Zivotaschopnost je pak zji§téna druhym fluorescenénim
barvivem ethidium bromidem, ktery pronika dovnitt bunék a vaze se na DNA (Takahashi
& Yamaguchi 1988). V soucasné dob¢ jsou stale barvici metody pouzivany v riznych
modifikacich za pouziti napiiklad orceinu (Rod 1996) nebo barviva Evans blue (Rennie
et al. 2011). Nevyhody téchto metod je nutna preciznost, pfedchozi zkusenosti, ¢asova

narocnost a toxicita pouZivanych barviv.
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2.2.3 Detekce pomoci PCR

Nov¢jsim pristupem k detekci nadorovitosti je pouziti polymerazové fetézové reakce
(PCR). Pomoci technik na bazi PCR lze detekovat P. brassicae jak v hostiteli, tak v ptde.
Nékterymi PCR metodami lze i kvantifikovat mnozstvi spor. Tento pfistup je rychly,
citlivy a relativné levny, ale pii pfipravé vzorki je nutné prekonat nékteré obtize, jako
jsou napftiklad silnd a odolnd sténa spor, silnd vazba na puadni Castice a pfitomnost
inhibitordi PCR reakce v pud¢ (Kageyama et al. 2003). Pfiprava vzorku v mnoha
ptipadech vyzaduje enzymatickou degradaci stény spor (Porteous et al. 1994), precisténi
DNA pomoci gelové filtrace (Moran et al. 1993) a eliminaci inhibitorti pouzitim aditiv
napt. bovine serum albumin (BSA) (Kreader 1996).

Prvni detek¢ni metody na bazi PCR vyuzivaly tzv. nested-PCR k zisku vétsi citlivosti.
Faggian et al. (1999) navrhl dvé dvojice specifickych primert amplifikujici ITS oblast
P. brassicae (Faggian et al. 1999). Stejného roku byla publikovana také metoda zalozena
na dvojici specifickych primerd, které cili na amplifikaci genu pro isopentyl transferazu
v genomu P. brassicae (Ito et al. 1999). O nékolik let pozdéji byla navrzena klasicka
PCR pro jeden par specifickych primerd amplifikujici jednu z ITS oblasti P. brassicae
(Kageyama et al. 2003). Zatim posledni navrzena a dnes nejpouzivangjsi PCR metoda na
zakladné jednoho paru primert je popsana ve studii (Cao et al. 2007). Tato PCR metoda
je pouzivana i v komer¢ni verzi s citlivosti 1000 spor na jeden gram pudy (Faggian &
Strelkov 2009). Posledni znamé techniky vyuzivaji kvantitativni PCR (qPCR). Tyto
metody na bazi PCR dokazi nejen detekovat pfitomnost patogenu, ale i odhadnout
intenzitu vyskytu a mnozstvi trvalych spor (Rennie et al. 2011; Wallenhammar et al.

2012). Citlivost JPCR detekénich metod se podobna jako v pfedchozich piipadech.

2.3  Ochranna opatreni

Navzdory mnoholetému vyzkumu nadorovitosti dosavadni znalosti zatim nedokazaly
tento nebezpecny patogen brukvovitych plodin zastavit. Naopak v souc¢asné dobé celime
rychlému rozsifovani ve vSech péstitelskych oblastech (Howard et al. 2010). Hlavnim
problémem dosavadniho nezdaru lezi pravdépodobné v kliCovych vlastnostech tohoto
patogenu. Jedna se obligatniho vnitrobunééného parazita velmi malych rozmérd, jehoz
velmi odolné spory jsou V nékterych ptipadech Zivotaschopné i po vice nez 18 letech

(Wallenhammar 1996). Primarné¢ dochazi k Sifeni pfenosem napadenych rostlin a
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infikované pudy (Cao et al. 2009). Nicméné bylo zaznamenano i pienos spor vétrem
(Rennie et al. 2015), splachem z poli (Strelkov et al. 2011) nebo pies odvodniovaci a
zavlahové systémy (Dixon 2015). Jedina spora muize byt pii¢inou napadeni (Buczacki &
White 1977). Aplikace ochrannych opatieni musi byt komplexni, zalozena v prvni fadé
na prevenci. V piipadé napadeni je tieba volit kombinaci biologickych, chemickych,

agrotechnickych a fyzikalnich opatteni.

2.3.1 Preventivni a agrotechnicka opatieni

Jako preventivni opatteni ke snizeni pfenosu nakazy na dal$i nezasazené pozemky jsou
kli¢ova sanitarni opatieni. Nejéast&jSim typem rozsifeni je pienos nakazené pudy (Cao
et al. 2009). Z tohoto duvodu je kli¢ové vzdy ocistit zemédélskou techniku od zbytkd
pudy a plodin pfed opusténim pole. Dle doporuceni je vhodné postupovat ve trech
krocich. Nejdiive je tfeba ocistit ulpélou zeminu a zbytky plodin. Poté k omyti pouzit
tlakovou trysku s vodou a v poslednim kroku je tfeba pouziti vhodného dezinfekéniho
prostfedku (chlornan sodny, peroxid vodiku) a nechat pasobit po dobu 20 minut (Howard
et al. 2010). Bylo potvrzeno, Ze tato sanitarni opatfeni byla v praxi velice efektivni proti
dalsimu Sifeni (Strelkov et al. 2011). Vzdy je tieba brat ohled, co je z infikovaného
pozemku odvezeno a zda neni mozna dalsi infekce naptiklad krmivem pro dobytek,
kompostovanim, chlévskou mrvou, kejdou a podobné.

Agrotechnicka opatfeni slouzi predev$im ke snizeni a eliminaci infekce na zasazenych
pozemcich. Kvili dlouhodobému pteziti trvalych spor v pid¢ je nutné pfistoupit
k omezeni péstovani brukvovitych plodin na infikovanych pozemcich nebo aspon upravit
osevni postup tak, aby ¢asovy odstup mezi brukvovitymi plodinami byl minimalné ¢ctyti
roky. Takovéto opatieni se v praxi ukazalo jako vyznamny Cinitel k snizeni infekéniho
tlaku (Peng et al. 2015). Dalsimi faktory snizujici mnozstvi trvalych spor je snizena
vlhkost pudy (Howard et al. 2014), teplota (Gossen et al. 2014) a vitalita rostlin (Howard
et al. 2014). Proto je vhodné dle potieby pfistoupit k cilenym opatienim jakou jsou
drenazni systém, posunuti vysadby do chladnéjSiho obdobi a spravné hnojeni dusikem a
dal$imi mineralnimi latkami, aby dochazelo ke zvySeni vitality rostlin (Howard et al.
2014).
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2.3.2 Péstovani inhibi¢nich a spory vychytavajicich plodin

Jednim z alternativnich zptsobii ochrany je péstovani inhibi¢nich rostlin nebo rostlin
vychytavajici spory nadorovitosti. Bylo prokazano, ze nékteré typy plodin inhibuji
zivotaschopnost trvalych spor P. brassicae v pudé¢ napiiklad Mentha piperita (mata
peprnd), Satureja hortensis (saturejka zahradni) nebo Thymus vulgaris (tymian obecny)
(Reddy 2017). Zafazenim téchto druhti do osevniho postupu jako piedplodin mize mit
pozitivni vliv na snizeni onemocnéni u brukvovitych plodin. Dalsi alternativni moznosti
je vyuziti tzv. spory vychytavajicich plodin. Kli¢eni spor P. brassicae je vyvolano nejen
ptitomnosti hostitelskych rostlin ale i Sirokého spektra dal§ich druhd. Tyto druhy
provokuji spory ke kliceni latkami uvoliiovanych z kotenil. Vykli¢ené spory vSak nejsou
schopny vyvolat u téchto druhi tvorbu nadori. Celkové tak dochazi k cilenému snizovani
spor v pud¢ (Feng et al. 2014). Takovyto efekt byl prokazan naptiklad u jilku vytrvalého
(Lolium perenne) (Friberg et al. 2005). Pouzitim provokaénich rostlin bylo sniZzeno
mnozstvi trvalych spor P. brassicae o 30 — 60 procent v zavislosti na druhu rostliny
(Murakami et al. 2001). V piipadé silného infek¢éniho tlaku, ale nemusi byt sniZeni
trvalych spor dostate¢né na to, aby doslo nasledné ke zmirnéni projevu onemocnéni u
brukvovitych plodin (Ahmed et al. 2011). Pouziti téchto dvou alternativnich zptisobu
ochrany je vétSinou spjato s vysokymi finan¢nimi naklady, proto je k nim pfistoupeno

jen v ojedinélych piipadech.

2.3.3 Chemicka ochrana

Dlouhodobé nejpouzivanéjsi chemicka ochrana proti nddorovitosti je vapnéni. Vapenaté
ionty zvySuji alkalitu pidy, a tim vytvafeji zhorSené podminky pro napadeni a vyvoj
nadorovitosti (Howard et al. 2010). K ucelu vapnéni je mozné pouzit uhlicitan vapenaty,
uhli¢itan vapenatohofecnaty, hydroxid vapenaty nebo oxid vapenaty. V zavislosti na
pouzitém typu, doby aplikace a piidnim reakci je odli$na G€innost vapnéni proti patogenu
(Donald & Porter 2009). Pro efektivni kontrolu nadorovitosti je tfeba zvysit pH ptdy na
hodnotu vétsi nez 7,2 (Howard et al. 2010). N¢které doprovodné prvky jako hoicik nebo
bor také potlacuji toto onemocnéni (Tremblay et al. 2005; Deora et al. 2011).
Alternativou K tradi¢nimu vapnéni je pouziti dusikatych hnojiv naptiklad dusikatého
vapna nebo kyanidu vapenatého, ktery ma i siln¢ fungistaticky ucinek. Pti aplikaci

spravné zvolené formy kyanidu vapenatého lze kompletné potla¢it nadorovitost na
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oSetfené plose (Donald et al. 2004). Pouziti vSech vapenatych derivati s sebou nese
znacné vyhody v boji proti nadorovitosti. Nicméné jejich aplikace musi byt vzdy
provadéna ve vysokém davkovani, které pro polni pouziti nese az piili§ velké finan¢ni
naroky obhajitelné jen pro specifické pouziti napiiklad potladeni zacinajici infekce,
maloplos$né parcely a podobné.

Radikélngj$iho uc¢inku v boji proti naddorovitosti 1ze dosdhnout pouzitim chemickych
ptipravki. Nejstarsi a zaroven nejucinngjsi fungicidnim ptipravkem proti P. brassicae je
chlorid rtutny proddvany pod nazvem Calomel. Velmi vysoka Gc¢innost je ale vykoupena
silnou toxicitou a dlouhou perzistenci v zivotnim prostedi. Z téchto divodu je jiz delsi
dobu tento pfipravek zakazan téméf ve vech zemich svéta (Buczacki 1998). V nékterych
zemich je mozné pouzit fungicid quintozene prodavany pod obchodnim nézvem
Terraclor 75WP, Terraclor F, Adobe 75WP, Crusoe 75WP nebo Quintozene 75WP. Tato
latka plisobi na patogen v hostitelské rostling a inhibuje vytvareni nadori, ale neptisobi
na trvalé spory. Ptipravky na bazi tohoto fungicidu jsou povoleny napiiklad v Kanadé
nebo Australii (Donald & Porter 2009). Dalsim fungicidnim pfipravkem proti
nadorovitosti je fluazinam prodavany pod nazvy jako Omega, Shirlan nebo Allegro 500F.
Tento fungicid ptisobi podobné jako quintozene, a navic inhibuje trvalé spory. Tento
ptipravek je také povolen v Kanadé a Australii (Donald & Porter 2009).
Nepouzivangjsim fungicidem v USA je metam sodium, ktery inhibuje jak spory
nadorovitosti, tak i rozvoj nadord. Tento piipravek je prodavam naptiklad pod
obchodnimi nazvy Vapam nebo Sectagon. Jeho uziti je povoleno také v Kanadé (Hwang
et al. 2014). Jeden z nov¢ uvedenych ptipravki proti nadorovitosti je cyazofamid. Tento
ptipravek vykazuje vysokou aktivitu v inhibici trvalych spor, potlaceni infekce
kotenového vlaSeni a zamezeni tvorby nadorti. V soucasnosti je prodavan naptiklad pod
nazvem Ranman (Mitani et al. 2003). Pro kontrolu nadorovitosti u brukvovité zeleniny
je povolen v Kanadg¢. Siln¢ inhibi¢ni fungicid proti trvalym sporam je také flusulfamide.
Na rozdil od ptfechoziho ptipravku vSak nedokdze zamezit rozvoji patogenu Uvnitf
hostitele a nema tudiz inhibi¢ni G¢inky na rozvoj nadord. Tento fungicid je prodavam
pod nazvy jako Nebijin nebo MTF651 (Tanaka et al. 1999). V Ceské republice je
registrovan jen jediny ptipravek proti nddorovitosti dazomet proddvany pod obchodnim
nazvem Basamid (Chytilovd & Dusek 2007).

V boji proti nadorovitosti byly také testovany nékteré nespecifické syntetické pesticidy
ze skupiny neionogennich tenzidl. Pozitivnich vysledki na siln¢ infikovanych ptdach
bylo dosazeno napfiklad pfi pouziti pfipravkt Agral (90 % nonylfenoxy-polyetoxy
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ethanol), Citowett Plus (50 % octylfenoxypolyethoxy ethanol), AquaGro 2000-L (sm¢s
80 % alkyl fenoly, 5% estery mastnych kyselin) a dalSich. Problémem téchto typtd
ptipravki mize byt jejich ¢astecna fytotoxicita (Hildebrand & McRae 1998).

Celkové lze fici, ze proti nddorovitosti existuji relativné silné a spolehlivé fungicidni
piipravky, nicméné jejich pouziti je vzhledem K jejich toxicité vazano na maloplo$né
oSetfeni pudy pro brukvovitou zeleninu nikoli v8ak napiiklad fepky olejky. V piipadé
jejich pouziti zde hraje jeste¢ vice nez u vapnéni ekonomické hledisko. Pouziti vSech
zminénych fungicidi je finan¢ni velice naro¢né a obhajitelné pro polni pouziti pouze pro
lokalni aplikaci na nové loZisko choroby piipadné vzniku nového patotypu P. brassicae.
V neposledni fadé€ je také tfeba fici, Ze pfi silné koncentraci spor Zadny ze zminénych

fungicidi neni schopen zcela zabranit rozvoji napadeni (Hwang et al. 2014).

2.3.4 Biologicka ochrana

V biologické ochrané proti nddorovitosti byly testovany dvé hlavni skupiny latek. Prvni
testovanou skupinou jsou organické latky, které stimuluji trvalé spory ke kliceni
V neptitomnosti hostitelské rostliny. Aplikaci téchto latek dochazi k redukci trvalych spor
v pudé. S pozitivnim efektem byly testovany napiiklad extrakty z motskych rostlin
posidonie moiské (Posidonia oceanica) a posidonie australské (Posidonia australis)
nebo latek jako kyselina kavova, kyselina 2-pyron-5-karboxylova a corilagin (Ohi et al.
2003). Dobré¢ ucinnosti téchto latek l1ze dosahnout pii mirné€ az stfedné¢ zamotenych
pudach. U silné infikovanych pozemkt by aplikace téchto latek nedosahovala takové
urovné, aby dokézala vyrazné snizit nasledky napadeni (Ohi et al. 2003). V neposledni
fadé je také tfeba fici, ze pouzitim téchto latek podobné jako fungicidii S sebou nese
vysokou finanéni zatéz a v nékterych ptipadech i problematickou aplikaci.

Druhou skupinou latek v biologické ochrané proti nddorovitosti jsou ptipravky obsahuji
zivé mikroorganismy. Vyhodou téchto piipravki je v n&kterych piipadech moznost
aplikace jak klasicky do pidy, tak i osetfeni semen pied setim. Velice pozitivnich
vysledku na stiedné zasazenych pudach bylo dosazeno aplikaci dvou druhd hub Phoma
glomerata (Arie et al. 1998) a Heteroconium chaetospira (Narisawa et al. 2005). Prvni
zminény druh se obecné vyznacuje syntézou epoxydonu, ktery potlacuje vznik nadorti a
blokuje aktivitu auxinu. Pfedpokldda se, Ze inhibi¢nimi U€inky na auxin dochazi
k zabranéni vzniku nadord (Arie et al. 1998). DalSimi testovanymi biologickymi

organismy byly Bacillus subtilis, Gliocladium catenulatum, Streptomyces griseoviridis,
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Verticillium dahlie, Phytophthora cactorum, Pythium oligandrum, Trichoderma spp. a
podobné¢ (Chytilovda & Dusek 2007). V pfipadé¢ prvnich dvou zminénych
mikroorganismi (Bacillus subtilis a Gliocladium catenulatum) prodavanymi pod
obchodnimi nazvy Serenade resp. Prestope je prokazana témét stoprocentni i¢innost na
mirn¢ zamotenych pudach. Navic tyto preparaty zvysily Zivotaschopnost rostlin (Peng et
al. 2014). Podobné jako v piedchozich ptipadech, biofungicidni ptipravky jsou vhodnou
a ucinnou alternativou k syntetickym fungiciddm. Nicméné i v téchto piipadech je
aplikace vhodna jen pro mirné az stfedné zasazena mista a je také nutné akceptovat

vysoké finan¢ni ndklady.

2.4 Obranné reakce rostlin k patogentiim

Rostliny pfedstavuji nepohyblivé organismy, které ve svém pfirozeném zivotnim
prostfedi musi neustéle Celit biologickému tlaku z fad patogennich hub, virii a baterii.
Vypotadani se s timto biotickym tlakem vyzaduje tadu slozitych mechanismu, které si
rostliny vytvotily v pribéhu evoluce (Engelsdorf & Hamann 2014). Na rozdil od
zivocicht, rostliny nedisponuji obc¢hovym systémem a primarni imunitni reakce je
vétSinou realizovdna jednotlivymi buitkami. Rostlinné bunky disponuji fadou
antipatogennich latek i1 schopnosti vytvofit rizné fyzikdlni a mechanické bariery
eliminujici viceméné vSechny patogeny. Nicméné nepfetrzita tvorba obrannych struktur
a syntéza antimikrobialnich latek je pro rostlinu energeticky velmi nevyhodna. Omezuje
vyménu latek s okolim a méni fyziologické procesy v burice, které v konecném diisledku
negativné ovliviiuji rist a vyvoj organismu (Bacete et al. 2018). Z tohoto duvodu si
rostliny na bunéc¢né Grovni vytvorily sloZité obranné monitorovaci systémy, které cilené

aktivuji a reguluji adekvatni imunitni reakce (Couto & Zipfel 2016).

241 Typy interakci a zdkladnich imunitnich odpovédi

Interakce na bunétné urovni probiha detekci charakteristickych latek indukujici
pritomnost patogenu. K tomuto ucelu rostlinné bunky disponuji Sirokou paletou
rozpoznavacich struktur (receptorti), které jsou obecné¢ znamé jako PRR (pattern
recognition receptors). Tyto PR (pattern recognition) receptory jsou naprosto kli¢ové pro
iniciaci imunitni odpovédi rostlinné buiiky. Prvni typem latek, které PRR rozeznévaji se

obecné oznacuji jako PAMP (pathogen-associated molecular patterns). Jejich ptitomnost
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je hlavné dulezitd pro obranné reakce s biotrofnimi a hemibiotrofnimi patogeny. Mezi
tyto latky patii naptiklad specifické peptidy, enzymy, metabolity, komponenty
bunécnych stén patogenu (Couto & Zipfel 2016). Obranné reakce iniciované PAMP jsou
oznacované jako PTI (PAMP-triggered immunity) a spoustéji PTI imunitni reakce
(Kushalappa et al. 2016). Ukazka souc¢asného pochopeni PTI reakce je znazornéna na
obr. 3.
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Obr. 3: Schéma PTI obranné reakce (Bigeard et al. 2015)

Druhym typem latek rozeznavajici PRR jsou DAMP (damage-associated molecular
patterns). Tyto latky jsou produkovany napadenymi bufikami hostitele a slouzi jako
bunéény signal nebezpe¢i (Boller & Felix 2009). Mezi tyto latky patfi prevazné
specifickd skupina rostlinnych signalnich molekul. DAMP aktivuji v bunice DTI
(damage-triggered immunity) imunitni odpovéd’ (Kushalappa et al. 2016). VVzhledem
k tomu, ze PR receptory rozeznavaji obecné struktury jako napiiklad flagelin u bakterii
nebo chitin u hub, ptedstavuji zakladni typ obrannych reakci proti Sirokému spektru
patogenii. Tento typ reakce je oznacen jako nespecificky (Macho & Zipfel 2015). Pokud
je rostlina schopné odvratit napadeni pomoci PTI a DTI imunitni reakci disponuje tzv.

nespecifickou/bazalni rezistenci (Kushalappa et al. 2016).
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Nekteré druhy patogenti jsou schopny zablokovat nespecifickou imunitni reakci produkci
tzv. efektort. Tyto latky naptiklad blokuji aktivitu PR receptorii nebo jiné procesy
V bunice zajistujici plnohodnotnou obrannou reakci, tim je narusena primarni imunitni
odpovéd’ buiiky. Obecné jsou tyto latky oznacovany jako produkty AVR genti patogenu
(Boller & Felix 2009). Produkce efektort je typicka hlavné pro biotrofni typy parazita.
Pfi prolomeni primarni imunitni reakce efektory patogenu vstupuji do obrannych reakci
dalsi typ specifickych obrannych proteinid, oznacované jako rezistentni (R) proteiny,
které jsou produktem R gend hostitele (Boller & Felix 2009). Pfi rozpoznani efektor R
proteiny dochdzi k aktivaci sekundarni imunitni odpovédi, oznacované ETI (effector-
triggered immunity), dale ETI imunitni odpovéd’ (Kushalappa et al. 2016). V pribéhu
evoluce patogent doslo k vyvoji mnoha riznorodych efektort. Existuje proto mnoho
typt efektord, které se 1i$i podle druhu i patotypu patogenu. V ptipad¢, Ze rostlinna burika
je schopna uspésné aktivovat ETI imunitni odpovéd’ (specificka obranna reakce) jedna
se 0 specifickou rezistenci (Kushalappa et al. 2016). Schéma soucasného pojeti ETI

imunitni odpovédi zobrazuje obr. 4.
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Obr. 4: Schéma ETI obranné reakce (Bigeard et al. 2015)
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PTI, DTI a ETI imunitni reakce jsou ¢asto vzajemn¢ vice ¢i méné provazané a vysledny
efekt obrany proti napadeni je dan kombinaci vSech téchto mechanismt. Vysledkem
imunitnich odpovédi neni vzdy plné potlaceni infek¢niho tlaku, proto je mozné najit
mnoho stupnd odolnosti od ¢aste¢né citlivosti az po plnou rezistenci. V tomto piipadé
l1ze dé€lit na kvantitativni rezistenci, dochazi jen k ¢astenému potlaceni patogenu, a

kvalitativni rezistenci, absolutni odolnost proti napadeni (Kushalappa et al. 2016).

2.4.2  Casti imunitniho systému rostlinnych bunék

Rychlé a cilené PTI, DTI a ETI imunitni reakce zajist'uji maximalni zivotaschopnost
rostlin za daného biotického tlaku pomoci spravné vyvazeného vydeje energie na obranu,
ktery co nejméné naruSuje rust a vyvoj organismu. Imunitni aparat bunék v kone¢ném
dusledku produkuje specifické obranné proteiny a metabolity, které pfimo potlacuji
prunik patogenu (strukturni proteiny a metabolity) nebo pfimo eliminuji patogen
(antimikrobidlni proteiny a metabolity). Obecné jsou tyto dvé skupiny latek nazyvany
jako RRP (resistance-related proteins) a RRM (resistance-related metabolites), dale
Vv textu oznacované jako RR (resistance-related) proteiny a RR metabolity (Kushalappa
et al. 2016). Dale je mozno RR proteiny a metabolity délit podle toho, zda jsou trvale
ptitomné v buiitkach RRC (resistace-related constitutive) nebo jsou produkovany pouze
pti obranné reakci RRI (resistance-related induced). RR proteiny a metabolity jsou
produkty R gent, které jsou aktivovany a regulovany nékolika stupni imunitniho systému
rostlinnych bunék. Tento obranny systém aktivovany PTI/DTI/ETI zahrnuje receptory,
MAP (mitogen-activated protein) kinazy, fytohormony, transkrip¢ni faktory (TF), které
vedou k aktivaci R gend a syntéze RR proteinti a RR metaboliti (Kushalappa et al. 2016).

24.2.1 Receptory imunitniho systému

V boji proti patogenim rostlinné bunky disponuji Sirokou Skdlou rtiznych receptor,
které jsou soucasti plasmatické membrany nebo vnitrobunééného prostoru. Primérni
obrannd linie zahrnuje receptory v plazmatické membrané, které se skladaji ze tfech
hlavnich domén. Prvni doména na C konci proteinu (ektodoména) je umisténa do
vnéjSiho prostoru bunky a slouzi jako receptorova cast vazajici ligandy. Druha
transmembranova doména zakotvuje protein v plasmatické membran¢. Posledni ¢ast na
N konci proteinu je slozena z kinazové domény, ktera je soucasti vnitiniho prostoru

bunky a slozi ke spousténi obranné reakce smérem do cytosolu buniky (Kushalappa et al.
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2016). Obecné je tento typ receptorti oznacovan jako RLK (receptor-like kinase) a RLP
(receptor-like protein). RLP se od RLK lisi absenci kinazové domény, a proto jsou
doprovéazeny dopliikovym receptorem s kindzovou aktivitou, s nimz tvofi receptorovy
komplex. Tento typ primarnich imunitnich receptori je hlavni soucasti PTI a DTI
imunitni reakce. Jejich ektodomény jsou velmi casto uzplsobeny na rozpoznavani
charakteristickych struktur patogent napiiklad peptidoglykanu u bakterii nebo chitinu
u hub (Couto & Zipfel 2016). Navazanim ptislusného ligandu na receptorovou doménu
je aktivovana vnitrobunééna kindzova doména, ktera svou fosforylacni aktivitou piendsi
signal na obranné drahy v cytosolu (Kushalappa et al. 2016).

Nejdulezitéjsi casti RLP a RLK je jejich variabilni rozpoznavaci ektodoména. Do
soucasnosti bylo objeveno pét typi extracelularné orientovanych rozpoznavacich
ektodomén. Nejvice zastoupenym typem je leucinovy motiv LRR (leucine-rich reapeat
domain), ktery byl nalezen u receptorti vazici naptiklad elonga¢ni faktor Tu, flagelin
nebo AtPep pepdidy (Zipfel 2014). Druhym pocetnym motivem je lyzinovy motiv LysM
(lysine motif domain), typicky naptiklad pro receptory identifikujici pfitomnost chitinu
u houbovych patogenti a peptidoglykanu, hlavni slozky bakterialni stén (Zipfel 2014).
Ttetim objevenym motivem ektodomény je lektinovy motiv (lectin S-domain), detekujici
extracelularni ATP a lipopolysacharidy bakterialnich stén. Poslednim zatim znamym
motivem ektodomény je motiv epidermalniho ristového faktoru (EGF-like domain)
podilejici se na identifikaci oligogalakturonidazy (Ranf et al. 2015).

Sekundérni obranna linie je iniciovdna receptory ve vnitrobunécném prostoru. Hlavnim
typem ektodomény téchto receptorti je NBS-LRR (nucleotide-binding domain leucine-
rich repeat). Tyto receptory slouzi detekci velkého mnozstvi rtiznorodych efektord
narusSujici imunitni reakci v rostlinné bunice. NBS-LRR receptory mohou dale obsahovat
dva druhy znamych adaptort: TIR (Toll/interleukin-1 receptor-like domain) TIR-NBS-
LRR receptor a CC (coiled-coil domain) CC-NBS-LRR receptor (McHale et al. 2006).
Ke spusténi sekundarni obranné reakce NBS-LRR receptory dochdzi bud’ piimo
rozpoznani patogenniho efektoru nebo nepfimo identifikaci zmén, které efektor
inicioval. Tento typ receptor spousti ETI imunitni odpovéd’ (Couto & Zipfel 2016).
Dale bylo objeveno, Ze se tento typ receptori uplatituje pii rozpoznani virovych patogenti

a spousti antivirovou imunitni odpovéd’ (Zorzatto et al. 2015).
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24.2.2 Fytohormony v imunitnim systéemu

Fytohormony jsou vyznamnymi signalnimi molekulami, které funguji jako regulatory
ristu, vyvoje a obrany rostlinného organismu. V obrannych reakcich hraji klicovou roli
ve zprostfedkovani imunitni odpovédi, kterd nésleduje po prvotnim rozpoznani
pritomnosti patogenu v piipadé vnéjSich imunitnich receptor spoustéjici PTI imunitni
reakci, tak 1 v pripad¢ detekce efektorti patogenu vedouci k ETI imunitni odpovédi
(Pieterse et al. 2012). Za hlavni rostlinné fytohormony podilejici se na imunitnich
reakcich jsou povazované kyseliny salicylova a jasmonova (Pieterse et al. 2012) a etylen
(van Loon et al. 2006). Nemén¢ dilezitou roli hraji také dalsi fytohormony, jako jsou
kyselina abscisova (ABA) (Ton et al. 2009), gibereliny (Navarro et al. 2008), auxiny
(Kazan & Manners 2009), cytokininy (Walters & McRoberts 2006) a brassinosteroidy
(Nakashita et al. 2003). Podstatou piisobeni rostlinnych hormoni pfi napadeni je omezeni
ristu a vyvoje ve prospéch obrannych mechanismu rostliny (Walters & Heil 2007;
Pieterse et al. 2012).

Salicylova kyselina

Jeden z dvou hlavnich fytohormoni podilejici se na obranné reakci je kyselina salicylova
(SA). Tato latka je indukovana pfevazné pii napadeni biotrofnimi a hemibiotrofnimi
patogeny. V piipadé PTI imunitni reakce je zahdjeni syntézy SA iniciovano zvySenou
hladinou vapenatych iontd, na kterou reaguji enzymy EDS1 (enhanced disease
susceptibilityl) a PAD4 (phytoalexin deficient4). V ptipadé ETI imunitni reakce je
zahdjeni syntézy vazano na dvojici enzymii EDS1 a PAD4 nebo NDR1 (non-race-
specific disease resistancel) v zavislosti na typu imunitniho receptoru (Bernoux et al.
2011). Samotna syntéza SA je zprostfedkovana enzymy PAL (phenylalanine ammonia
lyase) nebo ICS (isochorismate synthase) (Mishina & Zeier 2007; Pieterse et al. 2012).
Zvysena koncentrace SA vede v jadie k aktivaci nékterych RR transkripénich faktort pro
R geny, jakymi jsou napiiklad WRKY transkrip¢ni faktory. Aktivace SA v jedné
rostlinné bunice Casto vede ke dlouhodobému spusténi obrannych reakci proti patogenu
v dalSich ¢astech rostliny. Tento typ obranné odpovédi je oznaCovan jako systemicka
rezistence SAR (systemic acquired resistance) (Vlot et al. 2009). Zpétna regulace
mnozstvi tohoto fytohormonu je pievazné zajisténa regulacnim proteinem NPR1 (non-

expressor of pathogenesis related genesl) a nékterymi R geny, jejichz syntéza byla
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iniciovana TF aktivované SA (Rushton et al. 2010; Pieterse et al. 2012). Znazornéni

schématu plisobeni SA je zobrazeno na obr. 5.
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Obr. 5: Schéma aktivace SA pfi obranych reakcich (Pieterse et al 2012)

Jasmonova kyselina

Druhym hlavnim fytohormonem podilejici se na obranych reakcich je kyselina
jasmonova (JA), pro kterou je typicka zvySena aktivita pfi napadeni nekrotrofnimi
patogeny a fyzického poskozeni rostliny. Syntéza tohoto fytohormonu zacina
a linolenovou kyselinou po oxylipinové draze s kliCovymi enzymy 13-LOX (13-
lipoxygenase), 13-A0S (13-allene oxide synthase), AOC (allene oxide cyclase) a OPR3
(OPDA-specific reductase) (Wasternack & Hause 2013). Stresovy signal vede k
enzymatické reakci za pomoci proteinu JAR1 (jasmonate-resistantl) k transformaci na
vysoce aktivni formu jasmonové kyseliny JA-lle, ktera dale nasledné aktivuje Sirokou
paletu R gend. Pii ETT imunitni reakci se JA uplatiiuje také jako pozitivni regulator RPS2
(resistant to P. syringae2) (Liu et al. 2016). Regulace tohoto fytohormonu je zajisténa
enzymy COI1 (coronatine insensitivel), JAZ (jasmonate zim) a receptory kyseliny
salicylové NPR3 (non-expresser of PR genes3) a NPR4 (non-expresser of PR genes4)
(Liu et al. 2016). Schéma pisobeni JA v imunitni odpovédi znazornuje obr. 6.

SA a JA casto predstavuji vzajemné antagonisty a rostlinnd bunika musi velice piesné

fidit aktivitu obou téchto fytohormonti. Obranna reakce fizena SA je vétSinou zamétfena
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na biotrofni parazity, které ke svému vyvoji potiebuji zivé buiniky rostlin. Velice efektivni
obrana je proto hypersenzitivni reakce vedouci k bunééné smrti a zamezeni Sifeni
patogenu do dalSich bun¢k. Naopak obranna reakce vyvolana JA je pfevazné cilena na
nekrotrofni parazity, které vyuzivaji mrtvé buiiky a hypersenzitivni reakce by byla
prospésna pouze pro patogen. Z tohoto divodu dochazi k aktivaci jinych R gent (Liu et
al. 2016).
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Obr. 6: Schéma piisobeni JA v imunitnich reakcich (Pieterse et al 2012)

Etylen

Etylen (ET) pifedstavuje signalni fytohormon v plynné formé, ktery se vyznamné podili
na opadu listu, otevirani kvétl, dozravani plodd, ale také na obrannych reakcich proti
patogenim. ET je syntetizovan z metioninu. Pomoci SAM syntazy dochazi k preméné
metioninu na SAM (S-adenosylmehtionine). V dalsim kroku je SAM pteménén na ACC
(amonicycloopropane-1-carboxylic acid) enzymem ACS (ACC synthase). V poslednim
kroku je za pomoci ACO (ACC oxidase) pteveden ACC na etylen (Argueso et al. 2007).
Naruseni produkce ET je primarné v aktivit¢ enzymu ACS, na ktery je zaméfena
pozornost patogennich efektor (Han et al. 2010). Samotna signalizace ET v buiice
zaCina vazbou na etylenové kinazové receptory ETR1 (ethylene responsel), ETR2
(ethylene response2), ERS1 (ethylene response sensorl), ERS2 (ethylene response
sensor 2) a EIN4 (ethylene insensitive4) (Shigenaga & Argueso 2016). V neptitomnosti

ET negativniho regulatoru CTR1 (constitutive triple responsel) dochazi k zablokovani
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piesunu EIN2 (ethylene insensitive2) do jadra. Naopak pokud je ET pfitomen EIN2
putuje do jadra, kde stabilizuje transkripcni faktory s komplexy EIN3/EILL (EIN3-likel)
a je iniciovana exprese ET regulovanych genti (Merchante et al. 2013). Soucasné studie
naznacuji, ze ET muize hrat roli pozitivniho nebo negativniho regulatoru v zavislosti na
typu patogenu. Samostatné¢ se uplatiiuje hlavné v pifitomnosti biotrofnich patogenti,
nicméné velice Casto plisobi synergicky s JA v pfitomnosti nekrotrofnich patogent.
Aktivita ET a JA pusobi negativné na obranné reakce regulované SA (Shigenaga &
Argueso 2016).

24.2.3 MAP kinazy v imunitnim systému

MAP (mitogen-activated protein) kindzy hraji vyznamnou roli v regulaci mnoha
biologickych procest v buiice, vyznamné se také podileji na obrannych reakcich proti
patogenim. Tyto proteiny prendSeji signal v kaskadé, podle které jsou obecné
oznacovany jako MAPK (mitogen-activated protein kinase), MAPKK (mitogen-
activated protein kinase kinase), MAPKKK (mitogen-activated protein kinase kinase
kinase) podle stupné pienosu signalu. Pfenos signalu probiha vzajemnou fosforylaci, kdy
MAPKKK fosforyluje MAKK a MAKK fosforyluyje MAPK. MAPK jako kone¢ny
clanek MAP kinazové kaskady fosforylaci aktivuje cilovy produkt napiiklad metabolit
nebo transkripéni faktor. MAP kindzové drahy se specialné uplatiiuji ve stresovych
reakcich. Doposud byla odhalena fada kindzovych drah indukovanych stresovymi
podminkami naptiklad SAMK (stress-activated MAP kinase), SIMK (salt-stress induced
MAP kinase), SIPK (salicylic acid induced MAP kinase) nebo WIPK (wound induced
protein kinase) (Thulasi Devendrakumar et al. 2018). Dosud nejlépe popsané MAP
kinazové kaskady v imunitnich reakci jsou MEKK1-MKK1/2-MPK4 a MAPKKK3/5—
MKK4/5-MPK3/6. Ob¢ se vyznamné podileji na PTI imunitni reakci. MEKKI1-
MKK1/2-MPK4 kinazova kaskada zprostfedkovava pienos signalu napiiklad od
flagelinového receptoru FLS2 (flagellin-sensitive2). Postupnou fosforylaci je signal
ptenesen z MEKK1 na plazmatické membrané az na MPK4 do bunécného jadra, kde je
spusténa exprese R gent (Gao et al. 2008). Druha velice znama MAP kinazova kaskada
podilejici se na imunitni odpovédi MAPKKK3/5-MKK4/5-MPK3/6 hraje roli v aktivaci
etylenu, syntéze kamalexinu, indol glukosinolatli a zavirani priduchd pii obrannych
reakcich. Cilové substraty pro posledni MPK3/6 kinazu fosforyluji ACS2 a ACS6
vedouci ke stabilizaci produkce etylenu. Druhy cilovy protein MPK3/6 kindzy
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piedstavuje transkripéni faktor WRKY spoustéjici expresi R genli pro syntézu
kamalexinu, vyznamného antibakteridlniho a fungicidniho metabolitu. Cilové enzymy
pro MPK3/6 kinazu jsou také MYB (myeloblastosis) transkripéni faktory, které se
vyznamn¢ podileji na syntéze indol glukosinolatli, vyznamnych antipatogennich proteint

(Thulasi Devendrakumar et al. 2018).

2424 Transkripcni faktory v imunitnim systému

Transkrip¢ni faktory (TF) jako hlavni regulatory genové exprese fidi a reguluji Sirokou
Skélu déja v bunice od vyvoje, déleni bun€k az po expresi R gent pfi riznych imunitnich
reakcich. Podle soucasnych studii se do obrannych reakci zapojuji specifické skupiny
TF. Doposud nejlépe poznané rodiny imunitnich TF jsou AP2/ERF (apetala2/ethylene-
response element binding factor), bHLH (basic helix-loop-helix), bZIP (basic leucine
zipper), MYB (myeloblastosis), NAC (NAM ATAF1,2 CUC2) a WRKY (podle
rozpoznavaci sekvence W-box WRKYGQK) (Tsuda & Somssich 2015).

Transkripcni faktory s AP2/ERF doménou

Pocetna skupina transkripénich faktorti charakteristickd specifickou sekvenci
60 aminokyselin, ktera je schopna se vazat na komplementarni aseky DNA. Tato doména
vytvaii trojrozmérnou strukturu organizovanou do tfech antiparalelnich [ listd
nasledované jednou paralelni a Sroubovici (Licausi et al. 2013). Podle své specifity se
TF AP2/ERF dale déli na dvé podskupiny. Prvni obsahuje doménu DREB (dehydration-
responsive element binding protein) charakteristicka pro reakci na abioticky stres a druha
podskupina s doménou ERF (ethylene-response element binding factor) typicka pro
reakce na bioticky stres. DREB doména se specificky vaze na sekvenci A/GCCGAC,
ktera se Casto vyskytuje u gent reagujicich na stres chladem a suchem (Licausi et al.
2013). ERF doména vaze podobnou sekvenci AGCCGCC nazyvanou také jako GCC-
box. Tato specificka sekvence je Casto charakteristicka pro nékteré R geny spojené
obrannymi reakcemi proti patogent, regulaci etylenu a reakci na mechanické poskozeni

pletiv (Licausi et al. 2013).

Transkripcni faktory s bBHLH doménou

TF s bHLH doménou jsou rozsahlou skupinou TF podilejici se na regulaci fady
biologickych procesi vcetn¢ vyvoje trichomu, listovych praduchd, hormondlni
signalizace, symbiotické interakce, reakce na stres suchem, obranné reakce proti
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biotickému stresu a mechanickému poskozeni rostliny (Carretero-Paulet et al. 2010).
Charakteristicka vlastnost téchto TF je pfitomnost bHLH domény, ktera je slozena
z 60 aminokyselin. Trojrozmérnd struktura proteinu se sklada z dvojice hydrofobnich
a Sroubovic, mezi kterymi se nachazi specificka sekvence aminokyselin tvotici smycku.
Struktura téchto proteinl ¢asto umoznuje vytvaret heterodimerni komplexy s piesnéjsi
vaznosti na cilové struktury. Schopnost vazat se na specifickou sekvenci bazi v DNA je
zprostiedkovana prvnimi 20 aminokyselinami na N konci proteinu. Specificka
oblast v DNA, na kterou se doména bHLH vaze, ma konzervativni sekvenci
oznac¢ovanou E-box CA(A/T/G/C)(A/T/G/C)TG. Nejcastéjsi forma E-boxu piedstavuje
sekvenci CACGTG, ktera je téz znama jako G-box (Carretero-Paulet et al. 2010).
Rostlinné proteiny s bHLH spadaji pfevazné do dvou podskupin. Tradiéné je prvni
podskupina oznacovana jako A s E-box rozpoznavaci schopnosti. Druha podskupina B
je typicka vaznosti na vice specificky G-box a proteiny téz obsahuji ZIP doménu.
Zakonceni proteinu podskupiny B je charakteristické zbytkem COOH nebo ORANGE
doménou (Carretero-Paulet et al. 2010).

TF s doménou bHLH, které se uplatituji v imunitnich reakcich tvofi minoritni skupinu
této rodiny TF. Do soucasnosti bylo nalezeny naptiklad TF MYC2, MYC3, MY C4, které
predstavuji kli¢ové regulacni prvky pro obranné reakce s JA a SA (Carretero-Paulet et
al. 2010).

Transkripcni faktory s TGA-bZIP doménou

TF s bZIP (basic leucine zipper) doménou piedstavuji rozséhlejsi rodinu proteint, které
se podileji na vyvoji rostlinného organismu, tvorbé semen, odpovédi na abioticky stres a
regulaci imunitnich reakci proti patogentim. TF s touto doménou se déli do nékolika tiid
podle pozice a mnozstvi bZIP domén v protein (Alves et al. 2013). Z pohledu imunitnich
reakci jsou klic¢ové dvé skupiny bZIP TF, které rozpoznavaji cilovou sekvenci ACGT.
Nejlépe prozkoumana skupina TGA, oznaovana podle rozpoznavaci sekvence
TGACGTCA v DNA. TF této skupiny hraji vyznamnou roli v obrannych reakcich proti
biotrofnim paraziti (Alves et al. 2013). TF z této skupiny se dale podle funkce dé€li do
titech podskupin. Prvni skupina obsahujici TF TGAL a TGA4 a druha podskupina s TF
ATG3 a TGADS interaguji s NPR1 (non-expresser of pathogen related genes1) klicového
regulatoru SA. Interakce je zprostfedkovana pomoci AR (ankyrin repeat) motivu. Tteti
podskupina s TF TGA2, ATGS5 a TGA6 hraji klicovou roli v aktivaci dlouhodobé

rezistence SAR (systemic acquired resistence), dale se také podileji na odstranéni
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toxickych latek produkovanymi patogeny. V neposledni fadé se TF tieti podskupiny

podileji na aktivaci imunitni reakce realizované ET (Tsuda & Somssich 2015).

Transkripcni faktory s MYB doménou

TF s MYB (myeloblastosis) doménou predstavuji Sirokou skupinu rostlinnych TF, které
jsou casto spojeny s ABA a interakci s dalSimi TF v rostlinném genomu. Klicové oblasti
téchto proteinti obsahuji pro rostliny typickou doménu R2R3-like MYB interagujici se
specifickou sekvenci v DNA. Podle této sekvence se R2R3 MYB TF rozdélujici do dvou
podskupin. Prvni se vaze na sekvenci (T/C)AAC(T/G)G, druha podskupina vyhledava
sekvenci G(G/T)T(A/T)G(G/T)T (Tsuda & Somssich 2015). Druha polovina
aminokyselinového fetézce na C konci predstavuje modulator, ktery je zodpovédny za
regulacni schopnosti téchto enzymt. MYB doména se typicka fetézcem 52 aminokyselin
tvotici trojrozmérnou strukturu tifi o Sroubovic. Druhd a tieti o Sroubovice navic tvofi
hydrofobni formace HTH (helix-turn-helix). Pro rostliny typicka R2R3-like MYB
doména je oznacena podle poétu opakujicich se MYB domén (Ambawat et al. 2013).
imunitnich odpovédi spojenych s JA. MYB15, MYB34, MYB51 a MYB7S5 se podili s JA
s obrannych reakci proti mechanickému poskozeni a SAR proti hmyzim herbivorim,
naopak MYB4 je dileZitym ¢lankem v signalni draze spoustéjici obecné obranné reakce
JA (Ambawat et al. 2013). Dalsi dulezit¢ MYB TF podilejici se na obranych reakcich
jsou napiiklad MYB102 a MYB44(Liu et al. 2010), MYB30 piedstavuje aktivator
hypersensitivni reakce proti biotrofnim patogentim (Li et al. 2009), MYB72 spousti SAR
v interakci s pidnimi bakteriemi a houbami. Dale napiiklad MYB96 se podili na regulaci
syntézy SA pii imunitni reakci a pisobi jako koordina¢ni ¢lanek SA a ABA (Seo & Park
2010).

Transkripcni faktory s NAC doménou

TF s NAC (NAM, ATAF1,2 a CUC2) doménou piedstavuji jednu z nejpocetnéjSich
skupin TF u rostlin skladajici se ze tfech skupin: NAM (non apical meristem), ATF
(Arabidopsis transcription activation factor) a CUC (cup-shaped cotyledon) vSechny s
vysoce konzervativnimi doménami vazajici se na specifickou sekvenci DNA. Navzdory
vysoké specifité¢ domén se TF NAC podileji na mnoha riznych biologickych procesech,

od vyvoje a fizeni starnuti organismu az po obranné reakce na bioticky stres, abioticky
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stres a vytvafeni mechanickych bariér v podobné sekundarnich bunéénych stén (Puranik
et al. 2012).

Struktura NAC TF se sklada ze dvou ¢asti, prvni ¢ast se 150 aminokyselin na N konci
proteinu zahrnuje NAC doménu schopnou se vazat na specifickou sekvenci v DNA.
Druha ¢ast na C konci proteinu piedstavuje transkripéni regulacni oblast (Puranik et al.
2012). Podle schopnosti vazat se na DNA a vzajemné interakce je NAC doména délena
na pét poddomén A —E. Klicovou vazbu na rozpoznavaci sekvenci DNA zajiStuji
poddomény C a D. Poddoména A zajist'uje tvorbu dimertt NAC TF. Zbylé poddomény
B a E predstavuji oblasti, které jsou zodpovédné za specifické funkce NAC TF (Ooka et
al. 2003). Trojrozmérna struktura u testovanych NAC proteint napiiklad SNACI (stress-
responsive NAC1) je slozena z antiparalelnich B listd s poddomény C a D vazajici se na
DNA, které jsou obklopeny dvojici a Sroubovic (Chen et al. 2011). Z pohledu biotického
stresu hraje nejvyznamné;jsi roli poddoména D, ktera kromé vazebné specifité na DNA,
ma také v nékterych ptipadech i1 siln€¢ hydrofobni vlastnosti. V tomto piipadé se
specifickd poddoména oznacuje jako NARD (NAC repression domain). Silna
hydrofobilita NARD poddomény dava piislusSnym NAC proteini schopnost negativné
regulovat dalsi TF podilejici se na imunitni reakci. Ptiklady takovychto TF jsou jiz diive
zminéné¢ AP2/DRE, Dof (DNA-binding with one finger) nebo TF WRKY popsané
v dalsi kapitole (Puranik et al. 2012).

Posledni studie zabyvajici celou skupinu NAC proteinii ukazuji, Ze nejveétsi Cast je
tvofena proteiny, které jsou zapojeny do reakce na abiotické stresy suchem, chladem a
zasolenim se silnou vazbou na ABA a jeji signalni drahy (Puranik et al. 2012). Druha
nejvetsi ¢ast NAC proteinit je zapojena do ETI imunitni reakce proti houbovym,
bakterialnim nebo virovym patogenim, ptipadné imunitnich odpovédi na mechanické
poskozeni okusem zpiisobenym hmyzem. V mnoha ptipadech bylo ukézano, ze imunitni
reakce SA (Delessert et al. 2005), JA (Yokotani et al. 2009) a ET (Jensen et al. 2010)
vedou K aktivaci NAC gent. Tyto NAC TF (napfiklad ATAF1, ATAF2, NAC6) se
nasledné podileji naptiklad pfimo na aktivaci PR genli vedouci hypersensitivni reakci
jako odpovéd’ na napadeni biotrofnimi patogeny (Kaneda et al. 2009) nebo se jak jiz bylo
dfive zminéno podili na negativni regulaci dalsich TF zahrnutich v imunitnich reakcich
(Wang et al. 2009; Puranik et al. 2012). Dalsi elementarni NAC proteiny zaélenéné do
imunitnich reakci jsou naptiklad NACO019, NACO055 a NACO072 (Tsuda & Somssich
2015).
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Transkripcni faktory s WRKY doménou

WRKY proteiny piedstavuji velkou skupinu rostlinnych TF, které se podileji na regulaci
fady biologickych procest. I pies n¢kolik neddvnych studii odhalujici za¢lenéni WRKY
TF do regulace kliceni, starnuti organismu a reakci na abioticky stres, WRKY TF jsou
pravdépodobné z drtiveé vétSiny zapojeny do imunitnich reakci jako receptory, aktivatory
a regulatory obrannych reakci. Doposud nejvétsi skupina WRKY proteint piedstavuji
pozitivni nebo negativni regulatory PTI a ETI imunitni reakce (Rushton et al. 2010).
Oznaceni WRKY vychazi z konzervativni aminokyselinové sekvence WRKYGQK
klicového useku rozpoznavajici specificky usek DNA. V nékolika malo ptfipadech byla
objevena ¢asteCna zména této sekvence na WRRY, WSKY, WKRY, WVKY nebo
WKKY (Xie et al 2005). WRKY doména, ktera ptedstavuje piiblizné usek dlouhy
60 aminokyselin, je slozena ze dvou casti. V prvni ¢asti na N konci se nachazi
charakteristickh WRKY rozpoznavaci oblast, ktera je schopna se vazat na specifickou
DNA sekvenci TTGAC(C/T) oznacovanou jako W-box. Druha ¢ast WRKY domény na
C konci obsahuje atypicky zinkovy prst. Podle po¢tu WRKY domén v proteinu jsou pak
tyto TF déleny do n¢kolika ttid I, Ila + IIb, Ilc, IId + lie a III (Rushton et al. 2010).
Trojrozmérna struktura WRKY domény je tvotena ¢tyimi B skladanymi listy. Klicova
rozpoznavaci aminokyselinova sekvence WRKYGQK je umisténa na N konci prvniho
B listu. Tato Cast vystupuje vné proteinu a umoznuje jeho vazbu na W-box na DNA
molekule. Struktura alternativniho zinkového prstu je umisténa mezi druhym a tieti
B listem a na C konci domény (Rushton et al. 2010).

Z pohledu imunitnich reakci jsou WRKY TF klicovymi aktivatory exprese R gent jak
pro PTI, DTI a ETI, tak i pro bazalni a systemickou rezistenci SAR. WRKY proteiny
jsou také Casto cilovymi proteiny pro MAP kinazy, 14-3-3 proteiny, kalmodulin a ostatni
TF podilejici se na imunitnich reakcich, které vedou k jejich aktivaci naptiklad WRKY'1
a WRKY2. K vytvoreni aktivni formy WRKY proteind mize dojit také pfimou interakci
s imunitnimi receptory napiiklad WRKY45 interaguje s CC-NB-LRR imunitni
receptorem. Nékteré WRKY TF naptiklad WRKYS52, WRKY19 a WRKY 16 obsahuji
pfimo imunitni receptorové domény TIR-NBS-LRR a sami ptedstavuji receptory pro
efektory patogent. Vzajemnd provazanost s ostatnimi ¢astmi imunitnich drah zahrnujici

SA a JA byla objevena u WRKY50 a WRKY51 (Ishihama & Yoshioka 2012).
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2.4.2.5 RR proteiny a RR metabolity

Na konci obrannych drah dochazi k expresi takovych R gent, jejichz produkty v podobé
riznorodych proteinli a metabolitli pfimo plisobi negativné na patogen nebo vytvareji
mechanické bariéry zabranujici jeho priniku a negativnimu ptisobeni na rostlinné burky.
Takovéto produkty R gent jsou obecné nazyvany jako RR proteiny a RR metabolity.
Obecné lze tyto latky rozdélit do dvou kategorii, kdy prvni skupina zahrnuje RR proteiny
a metabolity, které jsou trvale pritomné v bunce, oznaCované jako RRC
(resistance related constitutive) a druha skupina latek, které jsou produkovany jen pfi
detekci patogenu, nazyvané RRI (resistance related induced) (Kushalappa et al. 2016).
RR proteiny piedstavuji riznorodou skupinu latek potlacujici patogeny. Jedna se
naptiklad o proteiny rozkladajici elicitory, neutralizujici toxické latky produkované
patogenem, posilujici pevnost primarni bunééné stény nebo se podili na zpevnéni
sekundarni stény (Lazniewska et al. 2012). RR metabolity ptedstavuji hlavné latky
Z antipatogenim G¢inkem jako jsou napiiklad fytoanticipiny a fytoalexiny a metabolity
ukladané do bunéénych stén zvysujici jejich pevnost (Yogendra et al. 2014; Kushalappa
et al. 2016).

RR proteiny

Rostlinné buniky produkuji fadu RRC a RRI proteinii, které aktivné ¢i pasivné zabranuji
nezadouci aktivité patogenu. Skupina téchto latek podle plisobeni rozdélena na nékolik
podskupin. Degradaci bunéCnych stén bakterii, hub a protist zprostfedkovavaji
B-1-3-glukandzy, B-1-3-endoglukandzy a chitindzy. Antibakteridlni a antifungélni
ucinky charakterizuji skupinu denfensint, inhibitori proteaz, thionind, rezistentnich
peptidi a specifickych endoproteinaz (Kushalappa et al. 2016). Eliminaci toxickych latek
patogenu zajistuji napiiklad DON-3-glukosyl transferazy, degradujici toxin
nekrotrofnich patogeni deoxynivalenol nebo RR ABC transportéry uzavirajici toxiny do
vakuol s pomoci transportnich proteinii PDR (pleiotropic drug resistance) (Lazniewska
etal. 2012). Posileni buné¢nych stén je zprostiedkovana skupinou extensind (Kushalappa
et al. 2016).

RR metabolity

RR metabolity pfedstavuji n¢kolik skupin latek, které lze rozdé€lit do dvou hlavnich
proudi: RR metabolity s antimikrobidlnim u¢inkem a metabolity zesilujici bunééné
stény. RR metabolity s antimikrobidlnimi G¢inky ptestavuji fytoanticipiny, které jsou
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produkovany bez ohledu na pfitomnost patogenu a fytoalexiny, jejichz syntéza je
iniciovana detekci patogenu. Typické fytoanticipiny piedstavuji fenoly, flavonoidy,
terpeny a alkaloidy, které rostliny ukladaji do vakuol nebo specializovanych struktur
(trichomy, mlécnice, sekre¢ni zlazy). Fytoalexiny zahrnuji fenylpropanoidy, terpeny a
indoly. RR metabolity posilujici mechanické vlastnosti bunéénych stén predstavuji
lignin, HCAA (hydroxycinnamic acid amid), kaldza, kaempferol, quercetin a

Vv neposledni fadé i kutin, rostlinné vosky a suberin (Kushalappa et al. 2016).

2.5  Slechténi proti nadorovitosti

Boj s nadorovitosti vyzaduje striktni agrotechnicka opatieni, pouzivani chemickych nebo
biologickych pifipravkl. VSechny tyto ¢innosti S sebou nesou dodateéné financni vydaje.
Vynechani brukvovitych plodin z osevniho postupu je pro tradi¢ni zelinarské oblasti
nerealné a vzhledem ke vzristajici poptavce po fepkovém oleji je péstitele tézko
predstavitelné i péstovani fepky v odstupu vice jak 5 —7 let. Z téchto divodi je velka
pozornost vénovana Slechténi brukvovitych plodin, které by byly viéi nadorovitosti
odolné a piedstavovaly by trvalé feSeni v boji proti tomuto onemocnéni (Diederichsen et
al. 2009).

2.5.1 Problémy pf¥i Slechténi proti nadorovitosti

Do soucasné doby bylo identifikovano nékolik odolnych genotypt u druhti 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 piedstavuji jen malé skupiny specifickych
plodin z velice raznorodé skupiny brukvovitych. Odolné odrudy B. rapa se nachazeji
mezi vodnicemi, u B. napus mezi tufiny. Caste¢né rezistentni odrtidy druhu B. oleracea
byly objeveny mezi kadefavky. Prvotnim problémem je neptitomnost odolnych genotypt
u velmi zaddanych olejnatych zastupct B. napus, zelnych kultivarti B. rapa a celé fady
rtuznorodych zelenin druhu B. oleracea. Ziskani rezistentni linie pozadovaného typu
vyzaduje kiiZzeni a nasledné velice narocné zpétné kiiZeni pro dosazeni Zadaného
pfi Slechténi proti nadorovitosti piedstavuje existence mnoha patotypt P. brassicae a

schopnost vzniku novych (Diederichsen et al. 2009). Vétsina identifikovanych
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rezistentni genotypil predstavuje patotypové specifickou (kvalitativni) rezistenci, ktera
Casto byva zalozena pouze na jednom R genu (monogenni rezistence). Kvantitativni
(patotypové nespecifickd) rezistence, Casto zalozena na mnoha genech mensiho u¢inku
(polygenni rezistence) byla pozorovana pfevazné u B. oleracea, nicméné nedosahuje
takového efektu jako v ptipadé kvalitativnich rezistenci u B. rapa. Podle soucasnych
studii dochazi u nadorovitosti k prolomeni monogenni rezistence v pribchu 3 az 5 cykla
v zavislosti na infekénim tlaku a vhodnych podminkach (LeBoldus et al. 2012).
Prakticky ptfiklad ukazuje i prvni rezistentni odriida ozimé fepky ‘Mendel’, jejichz
monogenni rezistence byla prolomena zahy po tom, kdy byla uvolnéna na trh

(Diederichsen et al. 2014).

2.5.2 Klasifikace patotypu pri Slechténi proti nadorovitosti

Zakladnim ptedpokladem Slechténi proti nadorovitosti je identifikace cilovych patotypti.
Takovéato identifikace se provadi pomoci biotestd, ve kterych je pfipravené inokulum
Vv kontrolnich podminkéch aplikovano na vhodné vybrané genotypy. Prvnim navrzenym
a stale pouzivanym souborem ctyit genotypt Williams (1966) lze rozlisit 16 moznych
patotypt. Soubor se sklada ze dvou genotypu kapusty B. oleracea a dvou linii tufind
B. napus (Williams 1966).

Nejvice propracovany a mezinarodné uznavany soubor testovanych genotypl byl
publikovan Buczacki et al. (1975) pod ozna¢enim ECD (European clubroot differential)
(Buczacki et al. 1975). Kolekce je slozena z 15 riznych genotypt, pét od kazdého druhu
B. rapa, B. oleracea a B. napus. Odhaduje se, Ze tento zatim nejpropracovanéjsi systém
dokdze realn¢ odliSit 23 rlznych patotypl, teoreticky az 48 rlznych patotypi
(Diederichsen et al. 2009).

Kviili nekvalitni rozliSovaci schopnosti nékterych evropskych patotypii byl navic pro
B. napus navrzen dopliikovy soubor téech testovacich linii (Some et al. 1996). Kolekce
se sklada ze tfech genotypu B.napus a je schopnad rozlisit 8 rtznych patotypi
P. brassicae. Piehledny seznam testovacich linii pro jednotlivé systémy uréeni patotypt

zobrazuje tab. 2.
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Tab. 2: Odrady v jednotlivych uréovacich systémech

testovaci odrtda \ druh systém
Dc 130 Wilhelmsburger B. napus ssp. rapifera Williams (1966)
Badger Shipper B. oleracea ssp. capitata Williams (1966)
Jersey Queen B. oleracea ssp. capitata Williams (1966)
Laurentian B. napus ssp. napobrassica | Williams (1966)
line aaBBCC B. rapa ssp. rapifera Buczacki et al. (1975)
line AAbbCC B. rapa ssp. rapifera Buczacki et al. (1975)
line AABBcc B. rapa ssp. rapifera Buczacki et al. (1975)
line AABBCC B. rapa ssp. rapifera Buczacki et al. (1975)
Granaat B. rapa ssp. pekinensis Buczacki et al. (1975)
Dc 101 Nevin B. napus ssp. hapus Buczacki et al. (1975)
Dc 119 Giant Rape B. napus ssp. napus Buczacki et al. (1975)
Dc 128 selection from Dc 119 | B. napus ssp. hapus Buczacki et al. (1975)
New Zealand resistant rape B. napus ssp. hapus Buczacki et al. (1975)
Dc 130 Wilhelmsburger B. napus ssp. rapifera Buczacki et al. (1975)
Badger Shipper B. oleracea ssp. capitata Buczacki et al. (1975)
Bindsachsener B. oleracea ssp. capitata Buczacki et al. (1975)
Jersey Queen B. oleracea ssp. capitata Buczacki et al. (1975)
Septa B. oleracea ssp. capitata Buczacki et al. (1975)
Verheul B. oleracea ssp. capitata Buczacki et al. (1975)
Dc 101 Nevin B. napus ssp. napus Some et al. (1996)
Dc 130 Wilhelmsburger B. napus ssp. rapifera Some et al. (1996)
Brutor B. napus ssp. napus Some et al. (1996)

2.5.3 Genetické zdroje rezistence

V soucasné¢ dobé je hlavni pozornost Slechténi proti nddorovitosti zaméfena na tfi
ekonomicky nejdulezitéjsi brukvovité plodiny B. rapa, B. oleracea a B. napus. U vsech
téchto druhii byly nalezeny n¢které genotypy disponujici alesponl ¢astecnou rezistenci.
NejcastéjsSim objevenym typem odolnosti je kvalitativni patotypoveé specificka
rezistence. Vzhledem k tomu, ze B. napus piedstavuje alopolyplodni druh vznikly
relativné nedavno mezidruhovym kiizenim B. rapa a B. oleracea, nabizi se zde i moznost
prenosu rezistence mezi zminénymi druhy (Hwang et al. 2011).

Zdroje rezistence u B. rapa byly nalezeny pouze u genotypu B.rapa var. rapifera
predstavujici mén& vyznamnou zeleninu. Usp&$nym kiizenim byl zdroj rezistence
prenesen i do ekonomicky vyznamnéjsich B.rapa var. chinensis a B.rapa var.
pekinensis. Vyslechténé odridy B. rapa disponujici patotypové specifickou rezistenci
jsou napiiklad Debra, Gelria R, Milan White a Siloga (Hwang et al. 2011).

Nalezené rezistentni genotypy B. oleracea disponuji ¢asto pouze ¢asteénou odolnosti
polygenniho charakteru (Diederichsen et al. 2009). Z tohoto dtiivodu se v ptipadé tohoto

druhu pouzivéd prenos genli z odolnych genotypti B.napus a B.rapa. Uvolnéné
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rezistentni odriady B. oleracea jsou napiiklad Badger Shipper, 8-41 nebo
Bohmerwaldkohl.

V ptipadé B. napus, mezidruhového kiizence B. rapa a B. oleracea nejsou k dispozici
plané formy tohoto druhu. V historii byla hlavni pozornost $lechténi proti nadorovitosti
vénovana kotfenovym a listovym genotypt B. napus, které i dnes piedstavuji hlavni zdroj
rezistentnich genotypu (Diederichsen et al. 2009). Druhym vyuzitym zplsobem je
mezidruhové kiiZzeni s rezistentnimi genotypy B. rapa a B. oleracea. V soucasné dob¢ je
hlavni pozornost vénovana Slechténi olejnatych forem B. napus ssp. napus ozimych a
jarnich typt. Prvni odolné odridy uvedené na trh byly ozimé odridy Mendel a Tosca.
Obé¢ odrudy disponuji patotypove specifickou rezistenci zalozenou na jednom R genu,
ktera byla jiz na mnoha mistech vyskytu nadorovitosti prolomena (Diederichsen et al.
2014). V nasledujicich letech bylo vyslechténo nékolik dalSich rezistentnich odrid
odvozenych od odridy Mendel (ozimé formy napiiklad: SY Alister, Mentor,
Archimedes, jarni formy napiiklad: 73-67RR, VR9562GC, 45H29, 6076CR) (Hirani et
al. 2016).

2531 Nalezené rezistentni lokusy a geny u B. rapa

Do soucasné doby bylo nejvice rezistentnich lokusi a R genti objeveno v genomu
B. rapa. Rezistence je v piipad¢ toho druhu ¢asto zaloZena na jediném R genu, ktery byl
pro dva rezistentni lokusy CRa a Crrl naklonovan (Ueno et al. 2012; Hatakeyama et al.
2013). Velice presné bylo lokalizovano sedm dalsich rezistentnich lokusti v genomu
B. rapa: Crr3 (Hirai et al. 2004), CRb (Piao et al. 2004), CRb*a® (Kato et al. 2013), CRd
(Pang et al. 2018), Rcrl (Chu et al. 2014), Rcr2 (Huang et al. 2017) a Rcrd (Yu et al.
2017). Kromé¢ jiz zde zminénych rezistentnich oblasti bylo nalezeno jesté nejmén¢ deset
lokusi s ptibliznou polohou v genomu tohoto druhu: Crr2 (Suwabe et al. 2003), Crr4
(Suwabe 2006), CrrA5 (Nguyen et al. 2018), CRc (Sakamoto et al. 2008), CRk
(Sakamoto et al. 2008), PbBa 3.1 (Chen et al. 2013), PbBa 3.3 (Chen et al. 2013), Rcr8
(Yuetal. 2017) aRcr9 (Yu et al. 2017).

Pozice jednotlivych rezistentnich lokusi jsou rozmistény na Sesti z deseti chromozomu
B. rapa A01, A02, A03, A05, A06 a A08. Jejich pozice neni nahodna, ale Casto se
vyskytuji v uréitych ¢astech genomu. Nejveétsi kumulace R lokusi se nachazi ve dvou
oblastech chromozému A3, kde jsou lokalizovany tyto lokusy: Crr3, CRa, CRb, CRb
CRd, CRk, PbBa 3.1, PbBa 3.3, Rcrl, Rcr2 a Rcr4. Druhym chromozémem s vétsi

34



kumulaci R lokusii je A02 s lokusy CRc a Rcr8. Dvojice rezistentnich oblasti se také
nachazi na chromozému AO8 s lokusy Crrl a Rcr9. Dalsi objevené R lokusy lze
lokalizovat na chromozomu AOQO5 v pripadé lokusu CrrA5 a na chromozéomu A06

obsahujici lokus Crr4. Jednotlivé publikované R lokusy s jejich pozici a nejbliz§im

markerem shrnuje nasledujici tab. 3.

Tab. 3: Rezistentni oblasti nalezené v genomu B. rapa

R lokus chr. ‘ marker studie
Crrl A08 BRMS-088 Suwabe et al (2003)
Crr2 A01 BRMS-096 Suwabe et al (2003)
Crr3 A03 OPC11-2S Hirai et al (2003)
Crrd A06 BRMS-125 Suwabe et al (2006)
CrrA5 A05 tau_cBrCR404 Nguyen et al (2018)
CRa A03 HC352b Matsumoto et al (1998)
CRb A03 TCRO5 Piao et al (2004)
CRbkato A03 | KB59NO7 Kato et al (2013)
CRc A02 m6R Sakamoto et al (2008)
CRd A03 yau389 Pang et al (2018)
CRk A03 OPC11-2S Sakamoto et al (2008)
PbBa 3.1 A03 sau_um438a Chen et al (2013)
PbBa 3.3 A03 sau_um398a Chen et al (2013)
Rerl A03 | sN8591 Chu et al (2014)
Rcr2 A03 SNP_A03 08 Huang et al (2017)
Rcr4 A03 SNP_A03_ 23710236 Yu et al (2017)
Rcr8 A02 SNP_A02_18552018 Yu et al (2017)
Rcr9 A08 SNP_A08_ 10272562 Yu et al (2017)

2.5.3.2

Nalezené rezistentni lokusy a geny u B. oleracea

Na rozdil od B. rapa se v genomu B. oleracea doposud nepodafilo najit vétsi mnozstvi
dominantnich R lokust. Rezistence je v tomto piipadé vétSinou zalozena na vétsim
mnozstvi gendl s mensim rezistentnim ucinkem, ktery je ale naopak nezavisi na patotypu
nadorovitosti (Zhang et al. 2016). Dominantni Gc¢inek je predpokladan u Sesti
rezistentnich lokust CR2a (Landry et al. 1992), CR2b (Landry et al. 1992), pb-3
(Voorrips et al. 1997), pb-4 (Voorrips et al. 1997), Pb-Bol (Rocherieux et al. 2004) a
Rcr7 (Dakouri et al. 2018). Zbyvajici R oblasti jsou typické mensim Gc¢inkem Pb-Bo2,
Pb-Bo3, Pb-Bo4, Pb-Bo5a, Pb-Bo5b, Pb-Bo8, Pb-Bo9a a Pb-Bo9b (Rocherieux et al.
2004), PbBo(Anju)1, PbBo(Anju)2, PbBo(Anju)3, PbBo(Anju)4 a PbBo(GC)1 (Nagaoka
et al. 2010), CRQTL-GN_1, CRQTL-GN_2 a CRQTL-YC (Lee et al. 2015), DIC.I-1 a
DIC.1I-1 (Peng et al. 2018). Rezistentni lokusy v genomu B. oleracea se vyskytuji na
vSech deviti chromozomech CR2b, pb-4 a Pb-Bol na CO1; Pb-Bo2, PbBo(Anju)l,
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PbBo(Anju)2 a CRQTL-GN_1 na C02; pb-3, Pb-Bo3, PbBo(Anju)3, CRQTL-GN_2 a
CRQTL-YC na C03; Pb-Bo4 na C04; Pb-Bo5a, Pb-Bo5b a PbBo(GC)1 na C05; CR2a
na C06; PbBo(Anju)4 a Rcr7 na CO7; Pb-Bo8, DIC.I-1 a DIC.11-1 na C08; Pb-Bo9a a
Pb-Bo9b na C09. U starSich studii nemusi lokalizace odpovidat dnes$ni piedstavé
0 uspotfadani genomu B. oleracea, vzhledem k tomu, Ze autofi neméli k dispozici
referen¢ni sekvenci tohoto genomu. VySe zminéné R lokusy lze nalézt v nasledujici

tabulce v¢etné jejich pozice a nejblizsiho publikovaného markeru viz tab. 4.

Tab. 4: Rezistentni oblasti nalezené v genomu B. oleracea

R lokus ‘ chr. marker studie
CR2a LG6 2NF11-2ND3 Landry et al. (1992)
CR2b LG1 3NE4a-3ND3 Landry et al. (1992)
pb-3 LG3 4NElla Voorrips et al. (1997)
pb-4 LG1 2NA8c Voorrips et al. (1997)
Pb-Bol LG1 T2 Rocherieux et al. (2004)
Pb-Bo2 LG2 s07.1900 Rocherieux et al. (2004)
Pb-Bo3 LG3 aa7.1400 Rocherieux et al. (2004)
Pb-Bo4 LG4 2a9.983 Rocherieux et al. (2004)
Pb-Bo5a LG5 PBB7b Rocherieux et al. (2004)
Pb-Bo5b LG5 ab1.1350 Rocherieux et al. (2004)
Pb-Bo8 LG8 c01.980 Rocherieux et al. (2004)
Pb-Bo9a LG9 aj16.570 Rocherieux et al. (2004)
Pb-Bo9b LG9 a04.1900 Rocherieux et al. (2004)
PbBo(Anju)l LG2 KBrH0O59L13R Nagaoka et al. (2010)
PbBo(Anju)2 LG2 CAM2 Nagaoka et al. (2010)
PbBo(Anju)3 LG3 KBrH008J04R Nagaoka et al. (2010)
PbBo(Anju)4 LG7 | KBrBO84F01N1 Nagaoka et al. (2010)
PbBo(GC)1 LG5 CB10027 Nagaoka et al. (2010)
CRQTL-GN_1 C02 C2h-1 Lee et al. (2016)
CRQTL-GN_2 C03 C3b-3 Lee et al. (2016)
CRQTL-YC C03 C3a-65 Lee et al. (2016)
DIC.I-1 C08 swucp-1098 Peng et al. (2018)
DIC.1I-1 C08 swucp-1101 Peng et al. (2018)
Rcr7 Cco7 SNP_C7_44 Dakouri et al. (2018)

2.5.3.3

Nalezené rezistentni lokusy a geny u B. napus

B. napus jako mezidruhovy kiizenec druht B.rapa a B.oleracea doposud nebyl
vyznamnéj$im cilem pro hledani rezistentnich lokusi a gent pravé kvali
alotetraploidnimu uspotfadani genomu. Doposud se touto problematikou zabyvaly
komplexné pouze tfi studie. Manzanares-Dauleux et al. (2000) nalezl tfi R lokusy,
z nichz Pb-Bnl nachazejici se na chromozomu AO03 a piedstavoval dominantni oblast.
Ostatni dva lokusy jsou lokalizované pravdépodobné na chromozomech C02 a C09 a
maji na odolnost jen mensi vliv. Druha prace Werner et al. (2008) odhalila
19 rezistentnich QTL na chromozomech A02 (PbBn-k-1), A0O3 (PbBn-k-2, PbBn-1-1,
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PbBn-01:60-1, PbBn-01.07-1), A08 (PbBn-1-2, PbBn-01.07-2, PbBn-a-1), AQ09
(PbBn-Korp-1, PbBn-Korp-2, PbBn-Korp-3), C03 (PbBn-01.07-3, PbBn-01:60-2),
C05 (PbBn-k-3), C06 (PbBn-Korp-4, PbBn-Korp-5) a CO09 (PbBn-01:60-3,
PbBn-01:60-4, PbBn-e4x04-1). Posledni studie Li et al. (2016) vyuzivajici SNP
markery odhalila pfitomnost 10 rezistentni lokusi ¢asto s velmi pfesnym uréenim pozice
v genomu B. napus. Nalezené lokusy se nachazeji na chromozémech A04 (MCR-A4),
Al10 (SCR-A10a, SCR-A10b), C03 (SCR-C3, MCR-C3), C04 (SCR-C4a, SCR-C4b),
C06 (SCR-C6) a C09 (MCR-C9). Vsechny zminéné lokusy lze vyhledat v nasledujici
tabulce s jejich pozici na chromozomu a nejbliz§im markerem. V ptipadé studie Li et al

(2016) jsou uvedena piimo poloha v genomu B. napus (tab. 5).

Tab. 5: Rezistentni oblasti nalezené v genomu B. napus

R lokus

‘ chr. ‘

Pb-Bnl A03 OPV09.2100 Manzanares-Dauleux et al. (2000)
minorQTL C02 OPC18.1250 Manzanares-Dauleux et al. (2000)
minorQTL CQ09 OPQO01.930 Manzanares-Dauleux et al. (2000)
PbBn-k-1 A02 152 373 Werner et al. (2008)
PbBn-k-2 A03 128 330 Werner et al. (2008)
PbBn-1-1 A03 128 330 Werner et al. (2008)
PbBn-01:60-1 AQ3 107_106 Werner et al. (2008)
PbBn-01.07-1 A03 128 330 Werner et al. (2008)
PbBn-1-2 A08 84 258 Werner et al. (2008)
PbBn-01.07-2 A08 84 258 Werner et al. (2008)
PbBn-a-1 A08 79 168 Werner et al. (2008)
PbBn-Korp-1 A09 6_450 Werner et al. (2008)
PbBn-Korp-2 AQ9 107_366 Werner et al. (2008)
PbBn-Korp-3 A09 158 154 Werner et al. (2008)
PbBn-01.07-3 C03 160 _186 Werner et al. (2008)
PbBn-01:60-2 C03 19 329 Werner et al. (2008)
PbBn-k-3 C05 79 75 Werner et al. (2008)
PbBn-Korp-4 C06 19 155 Werner et al. (2008)
PbBn-Korp-5 CO06 148 105 Werner et al. (2008)
PbBn-01:60-3 CQ09 84 174 Werner et al. (2008)
PbBn-01:60-4 CQ09 107 _370 Werner et al. (2008)
PbBn-e4x04-1 CQ09 163 448 Werner et al. (2008)
MCR-A4 A04 16,356,482-16,733,484 Li et al. (2016)
SCR-A10a A10 15476654 Li et al. (2016)
SCR-A10b A10 885083 Li et al. (2016)
SCR-C3 C03 58,088,063-58,097,249 Li et al. (2016)
MCR-C3 C03 21,372,298-21,810,339 Li et al. (2016)
SCR-C4a Co4 2,498,886—-2,511,207 Li et al. (2016)
SCR-C4b Co4 8,065,329-8,102,210 Li et al. (2016)
SCR-C6 C06 25596721 Li et al. (2016)
MCR-C9 C09 41,753,926-41,967,651 Li et al. (2016)
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3. Hypotézy a cile disertacni prace

3.1 Hypotézy

1) Je mozné nalézt vyznamnou Vvariabilitu vreakci na infikovani nadorovitosti

u kolekce 250 vybranych genotypt B. napus?

2) Je mozné pomoci asociativni transkriptomiky identifikovat oblasti a geny, které jsou

vyznamné pii reakci na napadeni nadorovitosti?

3.2 Cile prace

Cilem této prace je identifikace miry rezistence vyjadiend jako disease index (DI) pro
siln¢ variabilni kolekci genotypti B. napus. Tato fenotypova data poté porovnat
S transkriptomickymi daty zndmymi pro tuto kolekci dvéma rlznymi pfistupy, které
zahrnuji moderni piistup asociativni transkriptomiky.

V prvnim piipad¢é vyuzit SNP markerti detekovanych v RNAseq datech pro jednotlivé
genotypy a jejich DI k provedeni asociativni analyzy. Vystupem z této analyzy by mély
byt hodnoty asociace jednotlivych SNP markerti k porovnavanému znaku, v tomto
piipadé DI pro nadorovitost. Vyssi pocet asociovanych SNP markerti pak bude urcovat
polohu v genomu s kli¢ovymi geny ovlivijici DI.

Druhy pfistup bude zahrnovat vyuZiti miry exprese jednotlivych gent ziskanych také
Z RNAseq dat. Expresni profily jednotlivych genl napfi¢ genotypy budou pomoci
asociativni analyzy porovnany s profilem DI ziskaného pro stejnou skupinu genotypt.
Vysledkem této analyzy je asociace DI k jednotlivym geniim, které¢ byly do hodnoceni
zafazeny. Mira asociace jednotlivych gen bude vyjadfovat dllezitost tohoto genu
Vv reakci na naddorovitost.

V poslednim kroku budou piipadné geny v oblasti asociovanych SNP markerti a vysoce
asociované geny na zaklad¢ expresnich profili podrobeny anotac¢ni analyze GO, InterPro
a prifazeny anotace na zakladé podobnosti s geny Arabidopsis thaliana provedené
pomoci blastn. Na zaklad€ téchto anotacnich analyz budou vytipovany kli¢ové geny

V obrannych reakcich proti nadorovitosti.
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4.  Material a metody

4.1 Hostitelské rostliny a sekvenovani jejich transkriptomu

4.1.1 Kolekce rostlin

Pro testovani odolnosti k nadorovitosti a nasledné bioinformatické analyzy byla pouzita
kolekce 250 riznych genotypt B. napus. Jedna se velmi rtiznorodou kolekci, ktera byla
slozena z odrid a dihaploidnich linii pochazejici z Evropy, Asie, Severni Ameriky,
Australie i Afriky. Testovaci panel je nejen variabilni z pohledu geografického ale
i Casového, jelikoz zahrnuje komeréni odrudy od 50.let az do soucasnosti, véetné
polodivokych a resyntetizovanych forem B. napus. V ramci kolekce 1ze nalézt riznorodé
typy B. napus naptiklad olejnaté: ozima fepka (101), poloozima fepka (5), jarni fepka
(92); picnin (4); kofenové a listové zeleniny (43). Podrobnéjsi informace o kolekci lze
najit v praci Havlickova et al. (2018) a vtab. 29 obsahujici kompletni seznam

testovanych genotypd.

4.1.2 Péstovani rostlin pro RNA sekvenovani

Péstovani rostlin pro odbér RNA byla provadéna ve sklenicich s umélym osvétlenim
methylhalogenovych Zarovek zarudujici Sestnactihodinovou fotoperiodu. Teplota
ve skleniku se pohybovala kolem 15 °C. Semena jednotlivych odrid byla nejdiive
predpéstovana Vv substratu pro vysev (Levington F1 kompost). Po 11 dnech byly ¢tyfi
semenacky od kazdé odriidy presazeny nahodnym vybérem do sadbovaci se substratem
Levington M2 kompost. Po 15 dnech byl do tekutého dusiku odebran od kazdé rostliny
prvni pravy list pro izolaci RNA. Péstovani rostlin bylo provadéno ve sklenicich
univerzity v Yorku. Podrobny popis postupu lze najit v praci Bancroft et al. (2011) a
Harper et al. (2012).

4.1.3 Priprava RNA a sekvenovani transkriptomu

Vzorky listd byly homogenizovany v tekutém dusiku. Samotné izolace RNA byla
provedena kitem E.Z.N.A. Plant RNA Kit podle vyrobce. Po extrakci byla koncentrace
RNA zmétena pomoci spektrofotometru NanoDrop ND-1000 a pozadovana kvalita RNA
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pro sekvenovani ovéfena pomoci Cipu Agilent RNA 6000 Nano LabChip a pfistrojem
Agilent Technology 2100 Bioanalyzer. Podrobné&jsi postup metody extrakce popisuje
studie Trick et al. (2009) a Bancroft et al. (2011).

Samotné sekvenovani transkriptomu piedchazela ptiprava knihoven pomoci kitu
[llumina MRNA-Seq kit podle manualu od vyrobce. Nasledné byly vSechny knihovny
sekvenovany na piistroji lllumina HiSeg2500. Vysledna data byla upravena v programu
GERALD, jehoz vystupem byly 100 bazové ¢teci ramce ve formatu Illumina FASTQ.
Pro dal$i zpracovani byla data pfevedena na vhodné&jsi Sanger FASTQ format. Pro
podrobnéjsi popis piipravy RNA, vytvoteni knihoven a samotného sekvenovani je

mozné vyuzit praci Lu et al. (2014).

4.1.4 Detekce SNP markeru a kvantifikace transkripti

SNP markery byly rozpoznany na zéakladé analyzy podobnosti osekvenovanych tseki
transkriptomu a referenéni sekvence pro A a C chromozomy B. napus publikované
ve studii (He et al. 2015). Detailng&jsi postup generovani SNP vcetné vyuzitych programi
a scriptu lze nalézt v praci Bancroft et al. (2011).

Sada SNP markeri byla vygenerovana pro vSechny osekvenované vzorky. Kvalita SNP
byla nasledné¢ zvySena pozadavky na hloubku ¢&teni minimalné 10, kvalita
sekvenovanych bazi ve SNP minimalné Q20, frekvence jednotlivych bazi ve SNP 0,2 a
vice, parametr ztraty dat 0,25 a identifikace maximalné dvou alel v misté SNP markeru.
VySe zminéné striktni parametry vedly k vygenerovani 355 536 SNP markerti, Z nichz
256 397 SNP predstavovalo druhou nejvyssi frekvenci alely v populaci oznac¢ovanou
jako minor allele frequency (MAF) > 0,01. Podrobny postup filtrace vygenerovanych
SNP marker je popsan v praci Havlickova et al. (2018).

Kvantifikace exprese jednotlivych genovych modeli CDS (coding DNA sequence)
B. napus byla provedena na zaklad¢ analyzy podobnosti sekvenacnich dat pro jednotlivé
genotypy s referen¢ni sekvenci publikovanou He et al. (2015). Data byla nasledné
normalizovana na hodnoty RPKM (reads per kb per million aligned reads) predstavujici
vysi exprese jednotlivych CDS. Timto zplisobem byly vygenerovany hodnoty RPKM
pro vSechny genové modely ve vSech osekvenovanych genotypech. Po stanoveni
minimalni hodnoty RPKM > 0,4 byl celkovy pocet 53 899 CDS pouzit pro dalsi analyzy.
Detailng&jsi postup zde popisové kvantifikace genové exprese lze nalézt v praci Harper et
al. (2012).
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4.2  Zdroj patogenu, aplikace a hodnoceni napadeni

4.2.1 Patogenni material

Patogenni material pouzity pro testovani citlivosti 250 genotypu B. napus k nadorovitosti
byl ziskdn kombinaci nejagresivngjsich patotypt P. brassicae v Ceské republice.
Po namnozeni patogenu na citlivych odriidach bylo pomoci biotestu zafazen tento
material jako patotyp 17/31/31 dle ECD (European Clubroot Diferencial set) metodiky
Buczacki et al. (1975).

4.2.2 Priprava inokula

Po namnozeni patogenniho materidlu byly napadené kofeny s nadory ulozeny
do mraziciho boxu nastaveného na teplotu -18 °C. Pti pfipravé nového inokula¢niho
media byly nejprve nadory rozmrazeny, mechanicky ocistény a oplachnuty v destilované
vodé. Nasledné byly nadory spole¢né s destilovanou vodou rozmixovany Vv mixeru.
Po tfech minutdch mixovani byla vysledna suspenze prefiltrovana ptes jemnou tkaninu a
poté centrifugovana 20 minut. V poslednim kroku byly pozorované shluky spor
preneseny do zkumavky s destilovanou vodou a za pomoci Biirkerovy komurky byl
roztok dale fedén aZ na pozadovanou koncentraci 10° spor na 1 ml inokulaéniho media

(Chytilové & Dugek 2007).

4.2.3 Péstovani rostlin a zpiisob aplikace inokula

Od kazdého testovaného genotypu bylo vyseto pét rostlin, které byly infikovany
nadorovitosti a po sedmi tydnech vyhodnocena mira napadeni. Substrat pro vysev byl
vytvofen smichanim standardniho zahradniho substratu B (Florestina) a perlitu v poméru
1:1. Vysledné pH substratu se pohybovalo v rozmezi Sest az sedm. Pfipraveny mix byl
rozsypan do sadbovaci o velikosti 4 x 4 cm. Do kazdé bunky sadbovace bylo na povrch
substratu umisténo jedno seminko, na které bylo pomoci pipety aplikovano 0,5 ml
pfipraveného roztoku spor o koncentraci 108 spor na 1 ml inokula. V poslednim kroku
byl substrat pfekryt 1 cm perlitu.

Testované rostliny byly péstovany za laboratornich podminek v kultiva¢nich mistnostech

pti teploté 20 °C pies den a 18 °C v noci. Intenzita osvétleni byla nastavena na hodnoty
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80 — 100 pnE.m2.s? s $estnactihodinovym cyklem. V tydennim intervalu byly semenacky
piihnojovany roztokem Kristalon Start o koncentraci 0,5 g na 10 litrt vody. Jako kontrola
spravné inokulace byla pouzita velmi citliva odriida ¢inského zeli B. rapa var. pekinensis
‘Granaat’, u které¢ byla provedena kontrola ¢tvrty tyden od vysevu, zda dochazi k tvorbé
nadort. Ostatni testované odrady a genotypy B. napus byly hodnoceny na pfitomnost

nadort na kofenech po sedmi tydnech od vysevu.

4.2.4 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 sedmi tydnech od vysevu byly kofeny hodnoceny podle miry poskozeni na
Ctyistupnové Skale (0, 1, 2, 3), kde jednotlivé hodnoty odpovidaji nasledovné: 0 = bez
priznakd napadeni, 1 = malé nadory na postrannich kotfenech, 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 =[(ny + 2n2 + 3n3) / (N7 % 3)] x 100

n; = pocet rostlin daného genotypu se stupném 1
Nz = pocet rostlin daného genotypu se stupném 2
nz = pocet rostlin daného genotypu se stupném 3

Nt = celkovy pocet rostlin daného genotypu

Pro odliseni odolnych a citlivych genotypt byly dle metodiky stanoveny hranice pro
citlivé genotypy DI > 80 a odolné genotypy DI < 20 (Chytilova & Dusek 2007; Li et al.
2016).
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4.3 Bioinformatické analyzy

4.3.1 SNP analyza

Asociacni SNP analyza slouzi k nalezeni SNP markert, které jsou v tésné vazbé
s externim znakem. Podle polohy asociovanych SNP markert 1ze dohledat uzkou oblast,
skupinu genii nebo dokonce i piimo pfiinny gen stojici za externim znakem.
K provedeni asocia¢ni analyzy byl pouzit program R dostupného na https://cran.r-
project.org s integrovanym balickem Genome Association and Prediction Integrated
Tool (GAPIT) vyuzivajici smiSeny linearni model zahrnujici fixni a ndhodné efekty
(Lipka et al. 2012). Do programu byla nahrana Q matice reflektujici strukturu populace
vygenerovana metodou PSIKO (Popescu et al. 2014) a sada SNP markert
vygenerovanych podle popisu v kapitole 4.1.4. Bylo pouzito 256 397 SNP markert, které
se nachazely nad prahovou hodnotou MAF > 0,01. Detailngjsi popis asociacni SNP
analyzy pouzité v této praci lze dohledat ve studii Harper et al. (2012) a Havlickova et
al. (2018).

4.3.2 GEM asocia¢ni analyza

Ke stanoveni vazby mezi genovou expresi a indexem napadeni DI byla pouZita asocia¢ni
analyza, kterd 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 genotypti. Celkem byla pouzito 53 889 gent
(RPKM > 0,4) dle popisu Vv kapitole 4.1.4. K provedeni asociacni analyzy a zpracovani
grafického vystupu byl pouzit program R dostupného na https://cran.r-project.org.
Detailngjsi popis GEM asocia¢ni analyzy lze najit ve studii Havlickova et al. (2018).

4.3.3 Anotace a predikce kandidatnich genu

Pro oznaceni oblasti s kandidatnimi geny SNP analyzy byly stanoveny dvé prahové
hodnoty vymezujici uz§i a Sir§i oblast. Potenciadlné dilezité geny byly umistény
ve vzdalenosti 200 000 bazi od SNP s hodnotou -log10P > 4 a samotné kandidatni geny

byly vybirany z uzsi oblasti do 100 000 bazi v ramci polohy na chromozomech. Dvé
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prahové hodnoty byly navrzeny na zaklad¢ predbézné opatrnosti ve stanoveni roztahu
asociovanych oblasti. Skupiny genti, ze kterych byly vybrany kandidatni geny pro GEM
analyzu, zahrnovaly vSechny geny s hodnotami vyznamnosti -log10P > 3,5.

Anotace gent, ptifazeni GO terminti a InterPro analyza byla provedena na zaklad¢
podobnosti (blastn, e-value < 1e®) mezi viemi identifikovanymi geny v B. napus (He et
al. 2017) a geny Arabidopsis thaliana z aktualni verze genomu araportl1 z databaze
TAIR dostupna na https://www.arabidopsis.org. K pfidruzeni GO termind byla pouzita
nejvice zastoupena kategorie biologickych procest (BP) ziskana také v databazi TAIR.
V ptipadé¢ InterPro analyzy byla pouzita databdze EMBL-EBI dostupnd na
https://www.ebi.ac.uk/interpro. Na zaklad¢ takto anotovanych genti byly vybrany finalni

kandidatni geny pro jednotlivé analyzy.
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5.  Vysledky

5.1 Fenotypova variabilita u testovanych genotypi

Pii hodnoceni fenotypové variability pro nddorovitost byl pouzit asociacni panel
s 250 genotypy B. napus s obecné vysokou genetickou variabilitou (tab. 29). Konkrétné
byla hodnocena mira napadeni vyjadiend pomoci DI (disease index) u sedm tydni
starych rostlin inokulovanych trvalymi sporami tohoto patogenu. Nameétena data a
vygenerované DI vykazovaly vysokou uroven fenotypové variability napfi¢ celou
testovanou kolekci. Vysledné hodnoty DI pro kazdy genotyp jsou uvedeny V pfiloze
(tab. 29). Hodnoty DI se pohybovaly od nuly az do maximalni hodnoty 100. Primérna
hodnota tohoto indexu byla 45,7 se standardni odchylkou (SE) 2,29. Celkové rozlozeni

jednotlivych testovanych zastupcu kolekce 1ze vidét na obr. 7.

Histogram indexu napadeni (DI)

0 20 40 60 80 100
Pocet

Obr. 7: Histogram hodnot DI rozdélenych do péti kategorii

Z obr. 7 je patrné, ze je zde urita mira rozdéleni na odolné linie, obecné klasifikované
80. Pocet odolnych pifi tomto rozloZeni ptedstavuje 46 zastupct a za citlivé je mozné
pocitat 88 genotypu.

Pouzity panel se vyznacoval vysokou genotypovou a fenotypovou variabilitou a rovnéz
také obsahoval ruzné typy kultivard z okruhu B. napus. Kolekce obsahovala bézné
kultivary typu ozimé a jarni fepky, ale také i nevsedni typy jako 0zima a jarni krmna
fepka vyuZzivana jako picni plodina, poloozimé fepka, tufiny a mrazuvzdorné listové
zeleniny vyslechténé z B. napus zde nazyvané jako kadetavky. Pii hodnoceni téchto typt
kultivarii bylo 246 genotypti rozdéleno do ctyf skupin. Nejpocetnéjsi skupinu

predstavovaly ozimé fepky S 119 polozkami, dale poloozimé odriidy s Sesti polozkami a
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jarni fepka s 95 zastupci. Posledni skupina byla slouzena z genotypi vyuzivanych jako
zelenina zahrnujici dohromady 26 zastupct. Nasledné byla pro vyhodnoceni tohoto
rozdé€leni vypocitana primérnéd hodnota DI pro kazdou skupinu. Ziskané hodnoty shrnuje

tab. 6. Na obr. 8 jsou pak zobrazeny jednotlivé histogramy hodnot DI podle jednotlivych
skupin.

Tab. 6: Vyhodnoceni hodnot DI podle typt kultivart

0zima repka poloozima repka Jarni repka turin, kaderavek nespecifikované
Primér 45.705 68.10067227 47.685 23.44473684 22.13730769 58.335
Standardni chyba 2.289551009 2.262650536 8.913159466 3.243291593 6.902506558 20.9719831
Median 66.67 66.67 54.165 0 0 66.67
Modus 0 66.67 66.67 0 0 66.67
Standardni odchylka 36.20098003 24.68260331 21.83269269 31.61169615 35.19601563 41.94396619
Rozptyl 1310.510955 609.2309063 476.66647 999.2993337 1238.759516 1759.2963
Koeficient Spicatosti -1.544941469 1.84122058 0.23416403 -0.940521068 -0.222313534 2.227398757
Koeficient Sikmosti -0.194776593 -1.340495038 -1.066062116 0.863535123 1.162634493 -1.12952831
Variaéni rozpéti 100 100 55.56 100 100 100
Minimum 0 0 11.11 0 0 0
Maximum 100 100 66.67 100 100 100
Soucet 11426.25 8103.98 286.11 2227.25 575.57 233.34
Pocet 250 119 6 95 26 4
Ozima fepka Poloozima fepka Jarni fepka Tufrin, kaderavek
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Obr. 8: Histogramy hodnot DI podle typt kultivart

Vysledky ukazuji, ze nejvétsi zastoupeni odolnych odrid predstavuje skupina zelenin

(v tabulce uvedena jako ‘Tufin, kadefavek). Primérna hodnota DI pro tuto skupinu
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predstavuje 22,1 (SE = 3,24). Podobné vysledky DI byly ziskany u skupiny jarnich fepek,
kde se hodnota DI rovnala 23,4 (SE = 8,91), coZ ukazuje, ze v obou zminénych kategorii
jsou zastoupeny prevazné odolné genotypy. Opacného vysledku bylo dosazeno
u nejpocetnéjsi skupiny ozimych fepek se 119 zastupci, kde primérna hodnota DI byla
pouze 68,10 (SE = 2,26). U posledni skupiny poloozimych fepek byl praimér DI roven
47,7 (SE = 8,91).

Zastoupeni nejvyssiho poctu odolnych genotypt bylo zaznamenano u jarnich fepek, zde
bylo celkem nalezeno 59 genotypl odolnych (DI < 20). Celkové tento pocet tvoril
62 procent zastupct z této kategorie. Druhy nejvétsi pocet silné odolnych genotypi
0 po¢tu 18 piedstavovala skupina zelenin. Celkem bylo v této skupiné vice nez
62 procent genotypu silné odolnych. Naopak pouze osm odolnych zastupcti bylo uréeno
ve skupiné ozimych fepek. Pocet tvofil pouze devét procent zastupci této skupiny,
naopak 32 procent z této skupiny bylo ohodnoceno jako citlivé k nadorovitosti (DI > 80).
V ramci pouzitych genotypt v Kolekci byly dale vyhledany dalsi tii charakteristiky
jednotlivych polozek. Prvni z téchto znaki byl ptivod daného genového zdroje. Celkove
se podafilo tuto informaci ziskat pro 240 polozek z testované kolekce. Tyto genotypy
byly pak rozdéleny do péti skupin podle svétadili. Nejvétsi zastoupeni piedstavovala
Evropa se 190 zastupci, dale Asie se 22 poloZkami, Amerika se 14 genotypy, Australie

s poctem 22 polozek a posledni dva zastupci byly pfifazeni k Africe.

Tab. 7: Vyhodnoceni hodnot DI podle pivodu

Evropa Amerika Australie

Pramér 45.705 48.22863158 17.06428571 33.335 49.67272727 38.42583333
Standardni chyba 2.289551009 2.658856493 7.559301651 33.335 6.028662964 10.2907807
Median 66.67 66.67 0 33.335 66.67 47.22
Modus 0 0 0 66.67 0
Standardni odchylka 36.20098003 36.64980753 28.28431686 47.1428091 28.27693578 35.64831003
Rozptyl 1310.510955 1343.208392 800.0025802 2222.44445 799.585097 1270.802008
Koeficient spicatosti -1.544941469 -1.500349346 -0.718184473 -0.751395666 -1.988094968
Koeficient sikmosti -0.194776593 -0.277832541 1.139141268 -0.885830909 -0.080038135
Variacni rozpéti 100 100 66.67 66.67 83.33 83.33
Minimum 0 0 0 0 0 0
Maximum 100 100 66.67 66.67 83.33 83.33
Soucet 11426.25 9163.44 238.9 66.67 1092.8 461.11
Pocet 250 190 14 2 22 12

Z poctl vyplyva, zZe u této kategorie nebyla zaznamenana velka variabilita. Vzhledem
k nerovnomérnému zastoupeni polozek v jednotlivych kategoriich nelze vyznamné
usuzovat o charakteru daného kontinentu, nicméné nejvyssi miru citlivosti predstavovali
zastupci z Asie a Evropy DI 49,7 (SE = 6,03) resp. 48,2 (SE = 2,66). Naopak velice
nizkého DI bylo dosazeno v odrud z Ameriky DI 17,1 (SE = 7,56). Pfehledné vysledky
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jednotlivych skupin Ize nalézt v nasledujici tab. 7. Na obr. 9 jsou ukazany histogramy

hodnot DI podle jednotlivych svétadila.

Evropa Amerika Afrika Asie Australie
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Obr. 9: Histogramy hodnot DI rozdé€lenych podle mista piivodu

Dalsi charakteristiky, podle kterych byl testovaci panel roztfidén, zahrnovaly kvalitu
oleje z pohledu obsahu glukosinolatt a kyseliny erukové a obdobi vyslechténi odridy.
Pro kvalitu oleje byly stanoveny kategorie: 00 (minimalni hladina glukosinolatl a
kyseliny erukové¢), + (minimalni hladina glukosinolatd) ++ (s normalni hladinou
glukosinolatt a kyseliny erukové). Zatazeni do téchto kategorii se podatilo u 80 polozek.
Primérné hodnoty DI se pro vSechny tfi kategorie pohybovaly na stejné urovni. Podrobné

vysledky shrnuje tab. 8. Na obr. 10 jsou vyneseny histogramy jednotlivych skupin.

Tab. 8: Vyhodnoceni hodnot DI podle obsahu glukosinolatd a kyseliny erukové

e 00 0

Pramér 45.705 69.0109375 74.446 57.96333333
Standardni chyba 2.289551009 2.967236717 2.644685741 10.51743938
Median 66.67 66.67 75 64.165
Modus 0 66.67 66.67

Standardni odchylka 36.20098003 23.73789374 8.363230636 25.76235988
Rozptyl 1310.510955 563.4875991 69.94362667 663.6991867
Koeficient Spicatosti -1.544941469 1.615874524 0.523068658 -0.480008757
Koeficient Sikmosti -0.194776593 -1.119519105 0.942091355 -0.803340715
Variacni rozpéti 100 100 25 66.66
Minimum 0 0 66.67 16.67
Maximum 100 100 91.67 83.33
Soucet 11426.25 4416.7 744.46 347.78
Pocet 250 64 10 6
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Obr. 10: Histogramy hodnot DI rozdélenych podle obsahu glukosinolatl a kyseliny erukové

Podle posledni charakteristiky délici genotypy podle roku uvedeni odrudy, byly
stanoveny celkem &tyfi skupiny. Prvni skupina zahrnovala odridy vyslechténé po roce
2000, druha polozky z 90. let, treti skupina zastupce z 80. let a posledni star$i nez 1979.
Informace ohledné ¢asového obdobi bohuzel nepattily mezi bézné, a proto se podatilo
tento popis piifadit jen k 53 polozkam. Hodnoty DI se pro vSechny ctyfi kategorie
pohybuji na podobné trovni viz tab. 9 a obr. 11.

Tab. 9: Vyhodnoceni hodnot DI podle roku vySlechténi

Pramér 45,705 74.556 56.2 81.42857143 66.27142857
Standardni chyba 2.289551009 3.433726499 5.945756755 7.341126626 11.53998915
Median 66.67 73.33 66.67 83.33 77.78
Modus 0 66.67 66.67 100 77.78
Standardni odchylka 36.20098003 17.16863249 25.91695284 19.42279539 30.53194143
Rozptyl 1310.510955 294.7619417 671.6884444 377.244981 932.1994476
Koeficient Spicatosti -1.544941469 0.273881724 -0.187564177 -1.874528115 5.246230078
Koeficient Sikmosti -0.194776593 -0.379446233 -0.428272724 -0.299067077 -2.18611263
Variacni rozpéti 100 66.67 100 46.67 91.67
Minimum 0 33.33 0 53.33 0
Maximum 100 100 100 100 91.67
Soucet 11426.25 1863.9 1067.8 570 463.9
Pocet 250 25 19 7 7
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Obr. 11: Histogramy hodnot DI podle roku vyslechténi

5.2 SNP asociacni analyza

Asocia¢ni analyza se SNP markery byla provedena dle popsané metodiky. Z testovanych
genotypt byla SNP analyza provedena s kolekci 245 genotypu, které disponovaly
kvalitnim vystupem ze sekvenovani transkriptomu. Vysledkem této analyzy bylo
nalezeni 86 SNP markerd, které byly asociované s DI pro nadorovitost. Jejich hodnota
signifikance -log10P byla mensi nez 10, 26 SNP markeri piekro¢ilo dokonce hodnotu
signifikance -log10P mensi nez 107°. Piehled signifikantnich markert zobrazuje tab. 30
v ptiloze. Graficky vystup SNP asociacni analyzy je vyjadien ve formé tzn. Manhattan
plotu na obr. 12. Tento graf ptfedstavuje na horizontalni ose polohu vSech testovanych
SNP markeri na chromozémech a vertikdlni osa zobrazuje zdporné hodnoty log10P,
pfedstavujici miru asociace S méfenym znakem, v tomto piipadé DI nadorovitosti.
Svétlejsi body oznacuji homoelogni SNP markery, u kterych nebylo mozné rozlisit jejich

umisténi mezi homoelognimi geny na chromozomech A a C.
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Obr. 12: Manhattan plot SNP asociac¢ni analyzy

Pé&t signifikantnich SNP markert se nachdzely samostatné bez ziejmé asociace k okolnim
SNP, a proto byly povazovany za ndhodnou chybnou asociaci a nebyly dale brany
v potaz. Ostatni markery se vzdy nachazely shlukovité v ur€itych mistech na genomu.
Tyto oblasti jsou dale oznacovany jako asociované nebo rezistentni lokusy. Ke stanoveni
téchto asociovanych lokust mezi SNP markery a DI byl bran ohled na pocet SNP
v oblasti (eliminace ndhodnych chyb) a pfekroc¢eni prahovych hodnot signifikance. Prvni
hodnota 107 definovala signifikantné asociovany SNP marker (SSNP) takto:
-log10P < 10

Pokud uréita oblast obsahovala alespont jeden sSNP byla obdobné oznacena jako
signifikantni lokus nebo téz rezistentni lokus. Takto bylo odhaleno pét signifikantnich
lokustt BnA02_0265, BnA03_0186, BnA03_0263, BnC07_0238 a BnC07_0421. Jejich
pojmenovani bylo odvozeno z polohy na pouzité pseudomolekule genomu B. napus.
Druh4 prahové hodnota 10™* vymezovala oblast pro potencidlné signifikantni SNP marker
(pSNP) takto:

10° < -log10P < 10
Nasledné pokud urcity lokus zahrnoval pouze pSNP bez sSNP byl oznacen jako
potencialné signifikantni lokus, téz jako potencialné rezistentni lokus. Nasledujicim
zpusobem byly nalezeny dalsi 4 lokusy BnA01_0308, BnA02_0286, BnA08 0009 a
BnC02_0414. Celkové bylo tedy identifikovdno 9 rezistentnich lokusl, které jsou
zobrazeny v tab. 10 a tab. 11 podle dvou prahovych hodnot.
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Tab. 10: Identifikované R lokusy vymezené hrani¢ni hodnotou 100k bazi

lokus signifikance chr. zacatek konec rozsah
BnAO1_0308 | -log10P < 4 AO01 30.8E+6 31.0E+6 216.6E+3
BnA02_0265 |-logl0OP <5 A02 26.4E+6 26.8E+6 330.2E+3
BnA02_0286 |-logl0P <4 A02 28.7E+6 28.9E+6 201.9E+3
BnA03_0186 |-logl0OP <5 A03 18.5E+6 18.8E+6 274.6E+3
BnAO03_0263 | -logl0P <5 A03 26.3E+6 26.6E+6 355.5E+3
BnA08_0009 |-loglOP <4 A08 877.5E+3 1.1E+6 205.3E+3
BnC02_0414 | -logl0P < 4 Cco02 41.3E+6 41.6E+6 263.7E+3
BnC07_0238 |-logl0P <5 Cco7 23.7E+6 23.9E+6 203.0E+3
BnC07_0421 |-logl0P <5 Cco7 42.0E+6 42.2E+6 216.7E+3

Tab. 11: Identifikované R lokusy vymezené hrani¢ni hodnotou 200k bazi

lokus signifikance | chr. zacatek konec rozsah

BnA01_0308 |-loglOP <4 A01 30.7E+6 31.1E+6 416.6E+3
BnA02_0265 |-logl0P <5 A02 26.3E+6 26.9E+6 530.2E+3
BnA02_0286 |-loglOP <4 A02 28.6E+6 29.0E+6 401.9E+3
BnA03_0186 |-logl0P <5 AO3 18.4E+6 18.9E+6 474.6E+3
BnA03_0263 | -loglOP <5 A03 26.2E+6 26.7E+6 555.5E+3
BnA08_0009 |-logl0P <4 AO8 777.5E+3 1.2E+6 405.3E+3
BnC02_0414 |-loglOP <4 C02 41.2E+6 41.7E+6 463.7E+3
BnCO07_0238 |-loglOP <5 Cco7 23.6E+6 24.0E+6 403.0E+3
BnC07_0421 |-loglOP <5 Cco7 41.9E+6 42.3E+6 416.7E+3

Z pohledu genomu byly rezistentni lokusy lokalizoviny na mnoha rGznych
chromozomech. Po dvou oblastech bylo objeveno na chromozomech A02, A03 a CO7.
Dale jeden rezistentni lokus obsahovaly také chromozomy A01, A08 a CO2. Pti pohledu
na obr. 12 je patrné, ze z pohledu miry asociace se vyrazn¢ neodliSuje chromozom A03
a C07. Oba zahrnuji SNP markery, s hranici signifikance -log10P < 107 Graficky vystup
v podob¢ dvou Manhatan plota pro chromozomy A03 a CO7 zobrazuji obr. 13 a obr. 14.

& . A03

-log10P

Obr. 13: Manhattan plot SNP asocia¢ni analyzy pro chromozom A03
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Obr. 14: Manhattan plot SNP asocia¢ni analyzy pro chromozom C07

Z grafu je patrné, ze chromozom obsahuje jeden mensi vrchol kolem 18M bazi, lokus
oznac¢en jako BnAO3_0186 a v¢étsi v poloze 26M bazi, nazvan BnA03_0263. Oba tyto dva
lokusy jsou signifikantné rezistentni. P¥i pohledu na Manhattan plot chromozomu CO07 je
vidét, ze obsahuje také jeden mensi vrchol v oblasti 24M bazi a druhy silné asociovany
vrchol v oblasti 42M bazi. Tyto rezistentni lokusy byly oznac¢eny jako BnC07_0238 resp.
BnCO07_0421. Oba tyto lokusy jsou téz zahrnuty mezi signifikantné rezistentni. Na rozdil
od chromozomu AO03 jsou vsak tyto oblasti uréeny pouze nespecifickymi SNP
naznacujici, Zze se patrné¢ jednd o homoelogni oblasti mezi chromozomy typu A
pochazejici z B. rapa a chromozomy typu C zdédéné od piedka B. oleracea. Posledni

zminény chromozom obsahujici dva rezistentni oblasti je A02 zobrazen na obr. 15.

A02

-log10P

Obr. 15: Manhattan plot SNP asocia¢ni analyzy pro chromozom A02

Z grafu je patrné, ze spodni prahovou hodnotu piekracuji dva vrcholy. Mensi z nich se

nachazi v oblasti 29M bazi a je ozna¢en BnA02_0286. V tomto ptipadé se jedna pouze
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0 potencialné rezistentni lokus. Druhy signifikantné rezistentni lokus BnA02_0265 se
nachazi v oblasti 26M bazi. Zbyvajici tfi potencionalné rezistentni lokusy se nachazeji
na chromozomech AO1 v oblasti 31M bazi, lokus BnA01 0308. Dale na chromozomu
AO08 v casti 90k bazi se nachazi lokus BnA08_0009. Posledni potencionalné rezistentni
oblast BnC02_041 se nachazi na chromozomu C02 v ¢asti 29M bazi. V tomto piipadé se
podobné jako u dalSich lokusti na C chromozomech jedna patrné o homoelogni oblast,
jelikoz signifikantni SNP markery nejsou specifické. Graficky vystup v podobé
Manhattan plotu pro chromozomy AO1, A08 a C02 se nachazi na obr. 16, obr. 17 a
obr. 18.

A01

Obr. 16: Manhattan plot SNP asocia¢ni analyzy pro chromozom A01

8 A08

-log10P
s

Obr. 17: Manhattan plot SNP asocia¢ni analyzy pro chromozom A08
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Obr. 18: Manhattan plot SNP asocia¢ni analyzy pro chromozom C02

Vzhledem se specifikaci rozsahu rezistentnich lokust, které vychéazelo z dvou hrani¢nich
oblasti 100k bazi a 200k bazi od okrajovych sSNP a pSNP, celkova oblast pod deviti
rezistentnimi lokusy zahrnovala celkem 698 genid. UZSi oblast dana hranici 100k bazi
0 hrani¢nich SNP zahrnovala celkem ve vSech lokusech 392 genti. Po rozsiteni o hranici
200K bazi se pocet potencialnich kandidatnich gent rozsifil o dalSich 306 gent. V ramci
této mnoziny gend bylo na zékladé n€kolika analyz vybrany kandidatni geny, u kterych
je predpoklad, Ze se pfimo ¢i neptimo zapojuji do obrannych reakci proti nadorovitosti.
V prvnim kroku byla pro potencidlni geny provedena anotace na zakladé¢ podobnosti

s geny Arabidopsis thaliana. Nasledn¢ byla provedena GO analyza, ze které byly

2 (13 29 (13

vybrany geny s popisem “defense response”, “ethylene”, “jasmonic acid”, “salicylic
acid”, “abscisic acid”, “auxin” a “gibberellin” jako kandidatni geny. V druhém kroku
byla provedena InterPro analyza, ktera hodnotila potencialni geny z pohledu pfitomnosti
specifickych domén, typickych pro transkripéni faktory s obranou funkci. V tomto
ptipadé byly hledany domény ERF, bZIP, WRKY, MYB, cis-regulaénimi motivy ET/JA,
G-box, GCC-box, W-box a ,,pathogen-related proteiny. Celkové bylo na zakladé SNP
asociacni analyzy vybrano 63 kandidatnich geni, u kterych je ptedpokladano zapojeni
do obranné reakce proti nadorovitosti.

Dva nejvice asociované lokusy BnA03 0263 a BnCO07_0421 se nachazeji na
chromozomech A03 resp. CO7. BnA03_0263 zacina ptiblizn¢ v pozici 26 170k bazi a
zahrnuje oblast 556k bazi. Uzsi oblast, stanovena hranici 100k bazi od krajnich
signifikantnich markerd, je v podob¢ ¢asti pseudomolekuly genomu B. napus zobrazena
v tab. 12.
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Tab. 12: Oblast vymezujici lokus BnA03_0263

snp

at_gen

at_popis

e-value

sim

2.33 | AT4G21620.1 | glycine-rich protein 1.6E-163 | 78.0
Cab001998.1 AT3G18680.1 | Amino acid kinase family 4.5E-28 89.0
Cab001999.1 AT4G21650.1 | Subtilase family <1E-200 | 75.3
BnaA03g44760D AT4G21650.1 | Subtilase family 1.0E-25 81.5
Cab002000.1 AT4G21380.1 | receptor kinase 1 5.2E-50 69.9
Cab002001.1 AT4G21650.1 | Subtilase family < 1E-200 76.1
BnaA03g44790D AT4G21660.2 | proline-rich spliceosome-associated (PSP) family 3.7E-20 87.8
Cab002002.1 AT4G21660.2 | proline-rich spliceosome-associated (PSP) family 2.4E-34 82.5
Cab002003.2 0.32 | AT4G21670.1 | carboxyl-terminal domain (ctd) phosphatase-like 2 < 1E-200 79.0
Cab002004.1 AT4G21705.1 | Tetratricopeptide repeat (TPR)-like superfamily < 1E-200 81.0
Cab002005.2 1.44 | AT4G21710.1 | nuclear RNA polymerase C2 < 1E-200 76.3
Cab002006.1 AT4G21740.1 | transmembrane protein 1.8E-125 80.0
Cab002007.1 AT4G21745.1 | ROP-interactive CRIB motif-containing 10 2.1E-53 82.7
Cab002009.1 AT4G21760.1 | beta-glucosidase 45 7.5E-124 76.2
BnaA03g44910D AT4G21760.1 | beta-glucosidase 47 2.5E-96 83.3
Cab002010.1 AT4G21770.1 | beta-glucosidase 45 1.1E-97 78.0
Cab002011.1 4.81 | AT4G21790.1 | tobamovirus multiplication (DUF1084) 7.3E-34 81.5
Cab002012.1 3.11 | AT4G21860.4 | methionine sulfoxide reductase B 2 3.4E-49 82.0
Cab002013.1 AT4G21895.2 | DNA binding 7.3E-80 | 69.0
Cab002014.1 AT4G21910.3 | MATE efflux family < 1E-200 79.8
Cab002015.1 5.52 | AT4G21903.2 | MATE efflux family <1E-200 | 78.7
Cab002016.1 AT1G30990.1 | Polyketide cyclase dehydrase and lipid transport superfamily 5.9E-02 87.0
Cab002017.1 AT4G21910.3 | MATE efflux family < 1E-200 79.0
Cab002019.1 AT4G21920.1 | hypothetical protein 1.1E-64 77.0
Cab002020.1 AT4G21940.2 | calcium-dependent kinase 23 3.6E-40 84.6
Cab002021.1 AT5G11250.1 | Disease resistance (TIR-NBS-LRR class) family 3.9E-84 72.6
Cab002022.1 AT1G45063.2 | Aminotransferase-like, plant mobile domain family 1.2E-01 77.1
Cab002023.1 AT5G11250.1 | Disease resistance (TIR-NBS-LRR class) family 6.2E-144 80.3
Cab002024.1 AT4G21940.2 | calcium-dependent kinase 15 5.3E-18 84.8
BnaA03g44990D AT4G21940.3 | calcium-dependent kinase 2.1E-27 725
BnaA03g45000D AT5G11250.1 | Disease resistance (TIR-NBS-LRR class) family 4.8E-176 71.3
Cab002025.1 AT5G11250.1 | Disease resistance (TIR-NBS-LRR class) family < 1E-200 72.0
Cab047587.1 AT5G11250.1 | Disease resistance (TIR-NBS-LRR class) family < 1E-200 72.0
BnaA03g45030D AT1G55530.3 | RING U-box superfamily 4.9E-02 89.6
Cab002026.1 AT5G11250.1 | Disease resistance (TIR-NBS-LRR class) family < 1E-200 72.5
Cab002027.1 AT4G21970.1 | OBF-binding 3 < 1E-200 82.8
Cab002028.3 4.09 | AT4G21990.1 | APS reductase 3 <1E-200 | 80.2
Cab002029.1 AT1G69090.1 | F-box (DUF295) 2.5E-163 68.6
Cab002030.1 AT1G55050.2 | Cytochrome P450 superfamily 3.7E-02 97.0
Cab002031.1 AT3G47680.1 | glutathione S-transferase THETA 3 7.9E-08 70.8
Cab002032.1 AT3G47680.1 | DNA binding 2.9E-17 66.0
Cab002033.2 AT3G44100.1 | SNF1-related kinase 1.5E-32 78.7
Cab002034.1 AT1G69090.1 | F-box (DUF295) 4.7E-55 70.4
Cab002035.1 AT1G27090.1 | SCR-like 16 7.0E-03 79.3
Cab002036.1 AT3G57070.1 | Glutaredoxin family 1.0E-28 77.0
Cab002037.1 AT1G17360.1 | LOW : phosphatase 1 regulatory subunit 1.9E-27 82.3
Cab002038.1 AT1G62290.4 | Saposin-like aspartyl protease family 3.8E-08 76.2
Cab002039.1 AT4G22000.1 | tyrosine sulfotransferase 7.3E-35 78.0
Cab002040.1 AT1G69090.1 | F-box (DUF295) 3.3E-149 70.3
BnaA03g45120D AT5G66830.1 | F-box (DUF295) 1.6E-79 69.0
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Tato ¢ast zahrnuje 51 gent, z nichz nejvice signifikantni SNP marker (-log10P = 7,62)
obsahuje gen Cab002008.1 (Homeobox-leucine zipper family). Dale je také v oblasti
vyznaény SNP marker (-logl0P = 5,52) v genu Cab002015.1 (MATE efflux family) a
SNP (-log10P = 4.80) v genu Cab002011.1 (tobamovirus multiplication). Nicmén¢ jako
kandidatni geny pro tento pokus byly ureny rezistentni geny, které se nachazeji mezi
zminénymi geny, ale neobsahuji v testované rezistentni SNP markery. Konkrétné se
jedna o geny Cab002016.1 (Polyketide cyclase dehydrase and lipid transport
superfamily), Cab002021.1 (Disease resistance TIR-NBS-LRR class family),
Cab002023.1 (Disease resistance TIR-NBS-LRR class family), BnaA03g45000D
(Disease resistance TIR-NBS-LRR class family), Cab002025.1 (Disease resistance TIR-
NBS-LRR class family), Cab047587.1 (Disease resistance TIR-NBS-LRR class family) a
Cab002026.1 (Disease resistance TIR-NBS-LRR class family). Grafické vyjadieni
v podobé Manhatan plotu lokusu BnA03_0263 s kandidatnimi geny se nachazi na
obr. 19.
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= Cab002016.1: Polyketide cyclase dehydrase and lipid transport superfamily

mmmmm Cab002021.1: Disease resistance (TIR-NBS-LRR class) family
BnaA03g45000D: Disease resistance (TIR-NBS-LRR class) family
Cab002025.1: Disease resistance (TIR-NBS-LRR class) family
Cab047587.1: Disease resistance (TIR-NBS-LRR class) family

mmmms Cab002026.1 Disease resistance (TIR-NBS-LRR class) family

= (Cab002023 1: Disease resistance (TIR-NBS-LRR class) family

Obr. 19: Manhattan plot SNP asocia¢ni analyzy pro lokus BnA03_0263

Druhy zminény vysoce asociovany lokus BnC07_0421 lokalizovany 41 910k — 42 327k
bazi na chromozomu C07 ma celkovou velikost 417k bazi. Mirou asociace i rozloZzenim
a podobou podobnosti genti se podoba predchozimu lokusu BnA03_0263. Vymezeni
mensi oblasti hranici 100k bazi od SSNP nebo pSNP zahrnuje 40 gent zobrazenych
v tab. 13.
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Tab. 13: Oblast vymezujici lokus BnC07_0421

bn_gen snp o at_popis e-value sim
0.55 | AT4G21445.1 | Leucine-rich repeat kinase family 5.9E-94 | 79.0
B079107440.1 AT5G45990.1 | crooked neck , cell cycle 3.8E-87 | 83.1
BnaC079g36740D AT4G21550.3 | VP1 ABI3-like 3 9.1E-18 | 855
B079107450.1 1.70 | AT4G21540.2 | sphingosine kinase 1 4.7E-88 | 87.8
B079107460.1 1.59 | AT4G21620.1 | glycine-rich protein 4.8E-129 | 83.7
Bo7g107470.1 AT4G21650.1 | Subtilase family <1E-200 | 75.4
B079107480.1 AT4G21650.1 | Subtilase family < 1E-200 | 76.3
BnaC07g36790D AT4G21660.2 | proline-rich spliceosome-associated (PSP) family 6.1E-34 | 81.3
B079107490.1 1.83 | AT4G21670.1 | carboxyl-terminal domain (ctd) phosphatase-like 2 < 1E-200 | 78.0
B07g107500.1 AT4G21680.1 | NITRATE TRANSPORTER <1E-200 | 78.1
BnaC07g36820D AT1G53110.1 | proton pump-interactor 1.5E-01 | 87.0
B079107510.1 0.89 | AT4G21705.1 | Tetratricopeptide repeat (TPR)-like superfamily < 1E-200 | 81.0
B079107520.1 AT4G21710.1 | DNA-directed RNA polymerase family 4.7E-63 | 95.0
BnaC07g36840D | 0.72 | AT4G21710.1 | DNA-directed RNA polymerase family 1.6E-63 | 96.0
BnaC07g36850D | 0.52 | AT4G21720.1 | defensin-like protein 1.3E-33 | 80.0
Bo7g107530.1 AT4G21740.1 | transmembrane protein 2.2E-108 | 79.0
B079107540.1 AT4G21745.1 | PAK-box P21-Rho-binding family 6.0E-51 | 78.2
B079107560.1 AT4G21760.1 | beta-glucosidase 45 4.8E-101 | 79.2
B079107570.1 AT4G21760.1 | beta-glucosidase 45 1.3E-95| 775
B079107590.1 AT1G10522.1 | Serine Threonine-kinase 1.5E-62 | 86.8
B07g107600.1 AT4G21800.1 | P-loop nucleoside triphosphate hydrolases superfamily 6.2E-25 | 78.0
BnaC07g36920D AT1G10522.1 | Serine Threonine-kinase 9.7E-60 | 88.6
B079107610.1 3.69 | AT4G21860.4 | methionine sulfoxide reductase B 2 1.0E-48 | 81.7
B079107620.1 AT4G21895.2 | DNA binding 6.0E-81 | 69.5
B079107630.1 AT4G21910.3 | MATE efflux family < 1E-200 | 79.9
BnaC07g36960D AT4G33470.1 | RING U-box superfamily 1.7E-01 | 92.4
Bo79107640.1
B079107650.1 AT4G21910.3 | MATE efflux family < 1E-200 | 79.0
B079107660.1 AT4G21910.3 | MATE efflux family < 1E-200 | 78.6
B079107670.1 AT4G21910.2 | MATE efflux family 5.3E-77 | 78.6
B079107680.1 AT4G21920.1 | hypothetical protein 3.1E-61 | 76.0
B079107690.1 AT4G21920.1 | hypothetical protein 3.1E-61 | 76.0
Bo7g107700.1 AT4G21940.3 | calcium-dependent kinase 23 8.5E-61 | 80.0
B0o7g107710.1 AT5G11250.1 | Disease resistance (TIR-NBS-LRR class) family < 1E-200 | 72.0
BnaC07g42430D AT1G01300.1 | kinase superfamily 4.6E-03 | 87.0
Bo079107720.1 AT4G21940.2 | calcium-dependent kinase 2.9E-22 | 86.0
Bo7g107730.1 AT5G11250.1 | Disease resistance (TIR-NBS-LRR class) family <1E-200 | 71.7
Bo7g107740.1 AT2G14080.2 | target of AVRB operationl <1E-200 | 72.4

Podobné jako u ptedchoziho lokusu, nejvice asociovany SNP markery (-logl0OP = 7,71 a
-log10P = 7,73) se nachazeji ve dvou genech Bo7g107550.1 (Homeobox-leucine zipper
family lipid-binding START domain) resp. Bo7g107580.1 (tobamovirus multiplication).
Tti kandidatni geny pro tento rezistentni lokus se na zaklad¢ analyz nachazeji v tésné
blizkosti genti s t¢émito SNP markery. Konkrétné se jedna o tyto geny: Bo7g107710.1
(Disease resistance TIR-NBS-LRR class family), Bo7g107730.1 (Disease resistance TIR-
NBS-LRR class family) a Bo79g107740.1 (target of AVRB operationl). Samotné
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kandidatni geny SNP neobsahuji. Grafické zndzornéni tohoto lokusu s vyznacenymi

geny se nachazi na obr. 20.
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mmmmm Bo7g107710.1: Disease resistance (TIR-NBS-LRR class) family
mes Bo7g107730.1: Disease resistance (TIR-NBS-LRR class) family
Bo7g107740.1: target of AVRB operation1

Obr. 20: Manhattan plot SNP asocia¢ni analyzy pro lokus BnC07_0421

Dalsim siln¢ asociovanym lokusem na chromozomu A03 je BnA03_0186 zahrnujici
oblast 18 415k az 18 890k bazi. Celkem tato oblast zahrnuje pfiblizné 475k bazi
(tab. 14). Centralngjsi oblast dana vymezenim 100k od sSNP zahrnuje celkem oblast se
49 geny, z nichz dva obsahuji vyznamné asociované SNP markery (-logl0P = 5,44 a
loglOP = 4,11). V prvnim piipadé se jedna o gen Cab004517.1 (plastid developmental
DAG). Ve druhém piipadé jde o gen Cab004504.1 (Leucine-rich repeat transmembrane
kinase). Jako kandidatni geny na zakladé analyz bylo vybrano z tohoto lokusu 7 gent:
Cab004504.1 (Leucine-rich repeat transmembrane kinase), Cab004505.1 (Leucine-rich
repeat transmembrane kinase), Cab004506.1 (Leucine-rich repeat transmembrane
kinase), Cab004507.1 (Leucine-rich repeat transmembrane kinase), Cab004516.1
(Class I glutamine amidotransferase-like superfamily), Cab004527.1 (ERF domain 11)
a Cab004528.1 (Low temperature and salt responsive family). Manhatan plot lokusu
BnA03_0186 s kandidatnimi geny se nachazi obr. 21.
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Tab. 14: Usek chromozomu A03 s lokusem BnA03_0186

e-value

sim

ATA4G17730.1 | syntaxin of plants 23 8.7E-01| 87.0
Cab004491.1 AT3G14440.1 | nine-cis-epoxycarotenoid dioxygenase 3 < 1E-200 72.8
Cab004492.1 AT1G80530.1 | Major facilitator superfamily 4.1E-01 83.0
Cab004493.1 AT3G14450.1 | CTC-interacting domain 10 5.5E-61 84.8
Cab004494.1 AT3G32030.1 | Terpenoid cyclases prenyltransferases superfamily 1.8E-102 76.1
Cab004495.1 AT3G29430.1 | Terpenoid synthases superfamily < 1E-200 80.6
Cab004496.1 AT3G14490.1 | Terpenoid cyclases prenyltransferases superfamily 1.4E-137 76.7
Cab004497.1 AT3G14595.1 | Ribosomal L18ae family 4.4E-28 80.5
Cab004498.1 2.47 | AT3G14600.1 | Ribosomal L18ae LX family 6.8E-133 84.0
Cab004500.1 AT3G14630.1 | cytochrome P450, family 72, subfamily A, polypeptide 13 3.3E-153 81.3
Cab004501.1 AT3G14660.2 | cytochrome P450, family 72, subfamily A, polypeptide 13 4.5E-67 825
Cab004502.3 AT3G14660.3 | cytochrome P450, family 72, subfamily A, polypeptide 13 < 1E-200 83.6
Cab004503.1 AT3G14810.1 | Mechanosensitive ion channel family < 1E-200 71.6
Cab004504.1 4.11 | AT3G14840.2 | Leucine-rich repeat transmembrane kinase 3.0E-159 74.1
Cab004505.1 AT3G14840.2 | Leucine-rich repeat transmembrane kinase 2.0E-154 72.5
Cab004506.1 AT3G14840.2 | Leucine-rich repeat transmembrane kinase 2.5E-155 72.9
Cab004507.1 AT3G14840.2 | Leucine-rich repeat transmembrane kinase 3.1E-62 79.0
Cab004508.1 0.55 | AT3G14850.1 | RAB geranylgeranyl transferase beta subunit 2 3.2E-95 83.9
Cab004509.2 1.39 | AT3G14860.1 | NHL domain-containing < 1E-200 81.4
Cab004510.3 0.10 | AT3G14890.2 | phosphoesterase 8.5E-67 79.0
Cab004511.1 1.70 | AT3G14920.1 | Peptide-N4-(N-acetyl-beta-glucosaminyl)asparagine amidase A < 1E-200 71.5
Cab004512.1 AT3G14930.3 | Uroporphyrinogen decarboxylase 2.7E-56 87.0
Cab004513.2 AT3G14940.2 | phosphoenolpyruvate carboxylase 1 1.1E-152 84.9
Cab004514.1 0.14 | AT3G14940.2 | phosphoenolpyruvate carboxylase 1 < 1E-200 80.8
Cab004515.1 AT3G14960.1 | Galactosyltransferase family 2.6E-84 75.8
Cab004516.1 AT3G14990.2 | Class | glutamine amidotransferase-like superfamily 3.6E-64 83.6
Cab004517.1 5.44 | AT3G15000.1 | plastid developmental DAG <1E-200 | 74.3
Cab004518.2 0.98 | AT3G15030.1 | TCP family transcription factor 4 < 1E-200 75.6
Cab004519.1 AT3G15040.1 | senescence regulator (Protein of unknown function, DUF584) < 1E-200 84.0
Cab004520.3 AT3G15070.2 | RING U-box superfamily 2.5E-45 84.2
BnaA03g33720D AT3G15080.1 | Polynucleotidyl transferase, ribonuclease H-like superfamily 8.0E-19 86.0
Cab004521.1 3.70 | AT3G15090.1 | like zinc-binding alcohol dehydrogenase family 1.5E-67 91.0
Cab004522.1 2.32 | AT3G15120.1 | P-loop containing nucleoside triphosphate hydrolases superfamily < 1E-200 80.4
Cab004523.1 AT3G15130.1 | Pentatricopeptide repeat (PPR) superfamily < 1E-200 75.0
Cab004524.1 2.79 | AT3G15160.2 | AP-5 complex subunit zeta-1 5.1E-76 91.0
Cab004525.1 AT3G15170.1 | NAC domain transcriptional regulator superfamily 2.7E-115 76.5
Cab004526.1 1.17 | AT3G15190.1 | Tetratricopeptide repeat (TPR)-like superfamily 3.2E-112 79.0
Cab004527.1 3.58 [ AT3G15210.1 | ERF domain 11 < 1E-200 .5
Cab004528.1 AT3G05890.1 | Low temperature and salt responsive family 3.9E-01 88.0
Cab004529.1 AT3G15260.2 | phosphatase 2C family 1.6E-98 75.9
Cab004530.1 AT3G15340.1 | proton pump interactor 2 1.4E-138 75.3
Cab004531.1 AT3G15355.1 | Ubiquitin-conjugating enzyme family 5.3E-100 76.7
BnaA03g33830D AT3G27060.1 | EXS (ERD1 XPR1 SYG1) family 5.7E-96 81.8
Cab004532.1 AT3G15360.1 | Thioredoxin superfamily 3.7E-117 73.0
Cab004533.1 AT4G17070.1 | histone deacetylase complex subunit 5.6E-02 89.4
BnaA03g33860D AT5G28810.1 | Ulpl protease family 2.2E-07 64.8
Cab004534.1 AT3G15370.2 | expansin 12 4.0E-167 73.0
Cab004535.1 2.68 | AT3G15380.1 | interacting from malus < 1E-200 88.3
Cab004536.1 0.50 | AT3G15460.1 | Ribosomal RNA processing Brix domain 3.4E-94 80.0
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6 Lokus BnA03_0186
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== (Cab004504.1: Leucine-rich repeat transmembrane kinase

ms Cab004505 1: Leucine-rich repeat transmembrane kinase
Cab004507 1 Leucine-rich repeat transmembrane kinase
Cab004527.1: ERF domain 11
Cab004528.1: Low temperature and salt responsive family

mmmms Cab004516.1: Class | glutamine amidotransferase-like superfamily

mmm Cab004506.1: Leucine-rich repeat transmembrane kinase

Obr. 21: Manhattan plot SNP asocia¢ni analyzy pro lokus BnAO3_0186

Dalsi odhaleny lokus BnA02_0265 se nachazi na chromozomu A02 v pozici mezi
26 329k a 26 859k. Jeho celkova velikost je ptiblizné 530k bazi. Oblast rezistentniho
lokusu vymezena hranici 100k od sSNP nebo pSNP zahrnuje celkem 70 geni (tab. 15).
Nejvyznamngjsi asociace SNP markeru byla odhalena u tfech genti: Cab009348.1
(- loglOP = 5,11 — Tryptophan RNA-binding attenuator), Cab009371.1 (-loglOP =
5.14 — Mo25 family), Cab009364.2 (-logl0P = 4.85 — Pectin lyase-like superfamily) a
Cab009377.1 (-log10P = 4.42 — nuclear factor Y, subunit B10). Po provedeni pfislusnych
analyz bylo z toho lokusu vybrano devét kandidatnich gent, dva jiz zminéné
s vyznamnou asociaci Cab009348.1 a Cab009364.2 a dale Cab009343.1 (U2 snRNP
auxilliary factor, large subunit, splicing factor), Cab009347.1 (Homeodomain-like
superfamily), Cab009370.1 (Auxin-responsive family), Cab009373.1 (Cystatin monellin
superfamily), BnaA02g25670D (RING U-box superfamily), Cab009383.1 (Adenine
nucleotide alpha hydrolases-like superfamily) a Cab009385.1 (SHV3-like 3) (obr. 22).
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= Cab009343.1: U2 snRNP auxilliary factor, large subunit, splicing factor
s Cab009347.1: Homeodomain-like superfamily

Cab009370.1: Auxin-responsive family

Cab009373.1: Cystatin monellin superfamily

Cab009348.1: U2 snRNP auxilliary factor, large subunit, splicing factor
s Gab009364 2: Pectin lyase-ike superfamily
mmmmm BnaA02g25670D: RING U-box superfamily
s Cab009383.1: Adenine nucleotide alpha hydro\ases -like superfamily
e Cab009385.1: SHV3ike 3

Obr. 22: Manhattan plot SNP asociacni analyzy pro lokus BnA02_0265
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Tab. 15: Usek chromozomu A02 s lokusem BnA02_0265

snp ‘

bn_gen at_gen at_popis e-value sim
Cab009331.1 AT4G11610.2 C2 calcium lipid-binding plant phosphoribosyltransferase family 5.6E-102 78.5
Cab009332.1 AT1G02130.1 RAS 5 2.2E-22 | 82.0
Cab009333.1 AT5G47340.1 alpha beta-Hydrolases superfamily 5.4E-30 82.0
Cab009334.1 AT1G16560.4 Perl-like family 3.0E-03 | 86.0
BnaA02g25260D AT5G64920.1 GDSL-like Lipase Acylhydrolase superfamily 8.0E-02 89.7
Cab009335.1 AT2G11623.2 small and basic intrinsic 1A 2.3E-05 81.5
Cab009336.1 AT1G62800.3 aspartate aminotransferase 4 6.4E-01 89.0
Cab009337.1 AT5G59050.4 G patch domain 8.8E-04 | 86.6
Cab009338.1 AT2G01560.1 Plant protein 1589 of unknown function 9.2E-05 72.0
Cab009339.1 AT2G01560.1 Plant protein 1589 of unknown function 6.1E-07 74.0
Cab009340.1 AT1G57730.1 RING U-box superfamily 8.9E-14 72.3
Cab009341.1 AT1G52130.1 Mannose-binding lectin superfamily 6.6E-01 81.0
Cab009342.1 AT2G41430.3 dehydration-induced (ERD15) 8.7E-39 81.5
Cab009343.1 ATAG36690.4 U2 snRNP auxilliary factor, large subunit, splicing factor 1.3E-45 88.2
Cab009345.1 AT4G33160.1 U2 snRNP auxilliary factor, large subunit, splicing factor 3.8E-113 78.4
Cab009346.1 AT5G59020.1 hepatocyte growth factor activator, (DUF3527) 2.4E-168 75.0
Cab009347.1 1.62 | AT5G47390.1 Homeodomain-like superfamily < 1E-200 74.9
Cab009349.1 AT4G34880.1 Amidase family 6.8E-127 85.3
Cab009350.1 AT2G22920.1 serine carboxypeptidase-like 12 7.4E-02 88.5
Cab009351.1 AT1G35530.4 DEAD DEAH box RNA helicase family 6.3E-03 88.2
Cab009352.1 AT4G34880.2 Amidase family 1.0E-148 | 817
Cab009354.1 AT5G36200.1 F-box and associated interaction domains-containing 1.2E-72 66.4
BnaA02g25420D AT1G77390.1 cation exchanger 4 1.8E-02 90.7
BnaA02g25430D AT3G05220.2 Heavy metal transport detoxification superfamily 9.6E-02 89.7
Cab009355.1 AT1G77390.1 cation exchanger 4 1.3E-02 90.7
Cab009356.1 AT1G77390.1 CYCLIN A1 B2 1.9E-02 92.0
Cab009357.1 AT5G47450.1 Aquaporin-like superfamily 4.4E-136 73.2
Cab009358.1 AT5G47450.1 plasma membrane intrinsic 3 1.4E-76 78.7
Cab009360.1 AT5G47450.1 plasma membrane intrinsic 3 1.4E-76 78.7
Cab009361.1 0.74 | AT5G47455.9 hypothetical protein 4.4E-47 85.6
Cab009362.1 AT5G47460.1 Pentatricopeptide repeat (PPR) superfamily < 1E-200 76.3
BnaA02g25470D AT5G47470.2 DNA primase 5.5E-26 83.2
Cab009363.1 AT5G47470.1 Nodulin 21 -like transporter family 8.2E-70 81.1
Cab009364.2 4.86 | AT5G47500.1 Pectin lyase-like superfamily 45E-88 [ 734
Cab009365.1 AT2G01490.2 phytanoyl! - dioxygenase family 2.6E-01 88.1
Cab009366.1 AT5G47520.1 Rab GTPase-like A5A 9.2E-154 | 73.3
Cab009367.1 AT4G36040.1 phosphatidylinositol-speciwc phospholipase C8 5.8E-01 84.8
Cab009368.1 AT5G58960.3 glucose-6-phosphate isomerase, (DUF641) 1.5E-02 85.9
Cab009369.1 AT5G44280.2 RING 1A 4.9E-05 | 67.0
Cab009370.1 AT5G47530.1 Auxin-responsive family < 1E-200 75.8
Cab009372.1 AT3G22750.1 kinase superfamily 2.7E-35 81.3
Cab009373.1 AT5G47550.1 Cystatin monellin superfamily 4.1E-66 74.0
Cab009374.1 AT5G47560.1 carotenoid isomerase < 1E-200 82.3
Cab009375.3 1.25 | AT5G47620.3 RNA-binding (RRM RBD RNP motifs) family <1E-200 | 79.3
Cab009376.1 3.26 | AT5G47630.2 mitochondrial acyl carrier 3 1.1E-59 78.6
Cab009377.1 4.42 | AT5G47640.1 nuclear factor Y, subunit B10 <1E-200 | 78.8
Cab009378.1 0.01 | AT5G47650.3 nudix hydrolase homolog 2 4.8E-67 82.0
Cab009379.1 0.87 | AT3G05340.1 nuclear factor Y, subunit B6 < 1E-200 76.8
Cab009380.1 1.20 | AT5G47690.1 Calcium-dependent lipid-binding ( domain) family 2.3E-131 | 86.4
BnaA02g25650D AT5G27850.2 SUGAR-INSENSITIVE 3 4.0E-03 79.4
BnaA02925660D AT4G28890.1 kinase with adenine nucleotide alpha hydrolases-like domain 3.2E-03 | 87.2
BnaA02g25670D ATAG23440.2 RING U-box superfamily 2.7E-127 84.2
Cab009381.1 AT5G47720.5 Thiolase family 4.0E-39 | 83.3
Cab009382.1 1.37 | AT5G47730.4 Sec14p-like phosphatidylinositol transfer family 1.1E-94 84.3
Cab009383.1 AT5G47750.1 Adenine nucleotide alpha hydrolases-like superfamily 1.3E-150 76.1
Cab009385.1 AT3G20520.1 SHV3-like 3 4.7E-54 74.0
Cab009386.1 0.72 | AT5G47770.1 farnesyl diphosphate synthase 2 6.1E-79 88.0
Cab009387.1 AT5G52410.2 oxidoreductase transition metal ion-binding 6.2E-01 93.8
Cab009388.1 1.69 | AT5G25410.1 transmembrane (DUF239) 7.1E-50 | 72.1
Cab009389.1 AT5G59810.1 Subtilase family 13E-77 | 721
Cab009390.1 1.78 | AT5G47780.1 galacturonosyltransferase 3 < 1E-200 70.0
Cab009391.1 1.67 | AT2G01060.2 Homeodomain-like superfamily 4.8E-167 815
Cab009392.1 AT2G01070.2 Lung seven transmembrane receptor family 2.9E-60 | 813
Cab009393.1 AT2G01080.1 Late embryogenesis abundant (LEA) family 2.3E-143 82.7
Cab009394.1 AT2G01090.4 Ubiquinol-cytochrome C reductase hinge 1.8E-39 86.3
Cab009395.1 0.16 | AT2G01100.3 FAM133-like protein <1E-200 [ 80.0
Cab009396.1 1.65 | AT2G01110.1 Sec-independent periplasmic translocase 6.1E-115 91.0
Cab009397.1 AT2G01120.2 origin recognition complex subunit 4 1.9E-53 91.0
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Pravdépodobny stinovy lokus pro pravé popsany A02_0265 je rezistentni lokus
C2_0414, ktery obsahuje velice podobnou homoelogni oblast v chromozomu C02
pochazejici z B. oleracea. Tato oblast hrani¢énimi parametry lokalizovana na C02 od
41 230k do 41 694k s celkovou velikosti 463k bazi. Jeho stiedova oblast dana hrani¢ni
vzdalenosti 100k od sSNP/pSNP obsahuje celkem 42 genti (tab. 16). Tento rezistentni
lokus zahrnuje néjak siln¢ asociovanych SNP markerti v téchto genech: Bo29132400.1
(- log10P = 4.76 — Pectin lyase-like superfamily), Bo2g132420.1 (-log10P = 4.44 — Rab
GTPase-like A5A), B02g132450.1 (-log1l0P = 4.81 — Mo025 family) a Bo2g133520.1
(- loglOP = 4.75-mitochondrial acyl carrier3). Kromé jiz zminéného genu
Bo2g132400.1 bylo navrzeno dalSich Sest kandidatnich genii pro tuto oblast. Tyto geny
jsou nasledujici: B02g132320.1 (Homeobox-leucine zipper 4 (HB-4) HD-ZIP),
B02g132340.1 (Homeodomain-like superfamily), Bo2g132430.1 (Dof-type zinc finger
DNA-binding family), Bo2g132440.1 (Auxin-responsive family), Bo2g133610.1 (kinase
superfamily) a Bo29g133620.1 (suppressor of nprl-1 constitutive 4) (obr. 23).
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=== B02g132320.1: Homeobox-leucine zipper 4 (HB-4) HD-ZIP
ms B02g 1323401 Homeodomain-ike superfamily
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mmmms B029g133610.1: Kinase superfamily
mmmmm B029g133620.1: suppressor of npri-1 constitutive 4

Obr. 23: Manhattan plot SNP asocia¢ni analyzy pro lokus C02_0414
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Tab. 16: Usek chromozomu C02 s lokusem BnC02_0414

bn_gen

snp

at_gen

at_popis

electron transporter, putative (Protein of unknown function, DUF547) 77.0
B02g132290.1 AT2G01560.1 | Plant protein 1589 of unknown function 1.1E-04 | 72.0
B02g132300.1 AT1G57730.1 | RING U-box superfamily 1.4E-17 | 67.0
B02g132310.1 AT2G01560.1 | kinase superfamily 3.3E-02 | 88.0
B02g132320.1 AT5G47370.1 | Homeobox-leucine zipper 4 (HB-4) HD-ZIP 6.3E-67 | 80.0
B02g132330.1 AT1G48970.2 | YDG SRA domain-containing 2.5E-04 | 84.4
B02g132340.1 | 1.52 | AT5G47390.1 | Homeodomain-like superfamily 2.7E-158 | 74.1
B02g132350.1 | 0.77 | AT4G34880.2 | Amidase family 8.4E-147 | 79.3
B02g132360.1 AT5G47450.1 | Aquaporin-like superfamily 3.2E-131 | 73.9
B02g132370.1 | 0.38 | AT5G47455.9 | hypothetical protein 4.7E-47 | 85.6
B02g132380.1 AT5G47460.1 | Pentatricopeptide repeat (PPR-like) superfamily < 1E-200 | 77.5
B02g132390.1 AT5G47470.2 | Nodulin 21 -like transporter family 5.6E-79 | 74.7
B02g132400.1 | 4.76 | AT5G47500.1 | Pectin lyase-like superfamily 1.3E-86 | 73.7
B02g132410.1 AT5G47510.4 | Secl4p-like phosphatidylinositol transfer family 2.3E-25| 91.2
B02g132420.1 | 4.44 | AT5G47520.1 | Rab GTPase-like ASA 2.8E-135 | 74.3
B02g132430.1 AT2G33830.1 | Dof-type zinc finger DNA-binding family 2.3E-03 | 93.2
B02g132440.1 AT5G47530.1 | Auxin-responsive family < 1E-200 | 76.7
B02g132450.1 | 4.82 | AT5G47540.1 | Mo25 family 7.6E-53 | 77.8
B02g132460.1 AT2G13770.1 | nuclease 7.5E-12 | 71.0
B02g132470.1 AT5G47550.1 | Cystatin monellin superfamily 2.3E-59 | 73.0
B02g132480.1 AT5G47560.1 | tonoplast dicarboxylate transporter < 1E-200 | 86.0
B02g133480.1 AT5G47560.1 | tonoplast dicarboxylate transporter 4.3E-150 | 86.0
B02g133490.1 | 1.05 | AT5G47570.1 | NADH dehydrogenase ubiquinone 1 beta subcomplex subunit 9.0E-50 | 92.0
B02g133500.1 | 1.06 | AT5G47610.1 | RING U-box superfamily 3.1E-139 | 73.7
B02g133510.1 | 1.16 | AT5G47620.3 | RNA-binding (RRM RBD RNP motifs) family <1E-200 | 77.7
B02g133520.1 | 4.75 | AT5G47630.2 | mitochondrial acyl carrier 3 2.6E-57 | 80.8
B02g133530.1 | 3.13 | AT5G47640.1 | nuclear factor Y, subunit B10 < 1E-200 | 78.0
B02g133540.1 AT5G47650.3 | nudix hydrolase homolog 2 6.4E-65 | 81.0
B02g133550.1 | 0.26 | AT5G47660.1 | nuclear factor Y, subunit B6 < 1E-200 | 76.6
B02g133560.1 AT5G03870.1 | Tudor PWWP MBT domain-containing 4.3E-02 | 84.6
B02g133570.1 | 0.94 | AT5G47690.1 | transcriptional regulator 2.6E-129 | 78.4
B02g133580.1 | 0.10 | AT5G47710.4 | Calcium-dependent lipid-binding ( domain) family 7.5E-111 | 87.5
B02g133590.1 | 1.25 | AT5G47730.4 | Secl4p-like phosphatidylinositol transfer family 7.9E-97 | 83.7
B02g133600.1 AT5G47740.2 | Adenine nucleotide alpha hydrolases-like superfamily 5.0E-83 | 86.0
B02g133610.1 AT5G47750.1 | kinase superfamily < 1E-200 | 70.7
B02g133620.1 AT3G20520.1 | suppressor of nprl-1 constitutive 4 2.9E-149 | 70.4
B02g133630.1 AT2G01110.1 | Sec-independent periplasmic translocase 2.7E-98 | 90.0
B02g133640.1 | 0.34 | AT2G01100.3 | FAM133-like protein 8.3E-153 | 82.0
B02g133650.1 | 0.93 | AT5G47770.1 | farnesyl diphosphate synthase 2 6.3E-79 | 88.0
B02g133660.1 AT5G41220.3 | glutathione S-transferase THETA 3 4.1E-07 | 73.0
B02g133670.1 AT3G47680.1 | glutathione S-transferase THETA 3 1.6E-16 | 80.0
B02g133680.1 AT5G35490.1 | mto 1 responding up 1 3.2E-10 | 74.0
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Posledni rezistentni lokus obsahujici sSSNP marker se nachazi na chromozomu C07. Tato
rezistentni oblast BnC7_0238 je vymezena od 23 636k do 24 039k bazi. Celkem jeji
velikost dosahuje 403k bazi a v oblasti vymezené 100k obsahuje 26 genu (tab. 17).
V tomto lokusu se nachazi silné asociovany SNP (-log10P =5,41) v genu Bo79g063960.1
(Leucine-rich repeat kinase family). Tento samotny gen je vyhodnocen jako kandidatni.
V jeho okoli se ale vyskytuje mnoho dalSich genti, které byly oznacené také jako
kandidatni pro vliv na toleranci/citlivost k nadorovitosti. Celkem bylo v tomto lokusu
nalezeno nasledujicich 15 kandidatnich gent: B07g063820.1 (Cytochrome P450
superfamily), Bo79g063830.1 (myb domain rl), Bo79g063860.1 (Leucine-rich repeat
kinase family), Bo7g063880.1 (CYCLIN D4 B1), Bo7g063890.1 (prohibitin 3),
B079063900.1 (small RNA degrading nuclease 3), B079g063910.1 (Nucleotide-
diphospho-sugar transferases superfamily), Bo7g063930.1 (Nucleotide-diphospho-
sugar transferases superfamily), Bo7g063950.1 (IRREGULAR XYLEM), Bo7¢g063980.1
(related to AP2), Bo7g063990.1 (cystatin B), Bo7g064000.1 (target of early activation
tagged 3) a Bo079g064010.1 (HXXXD-type acyl-transferase family). Lokalizace

zminénych gent vV tomto lokusu je zobrazena na obr. 24.
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== B07g063860.1: Leucine-rich repeat kinase family
e B070063880.1: CYCLIN D4-B1
Bo7g063820.1: Cytochrome P450 superfamily
Bo7g063830.1: myb domain r1
Bo7g063890.1: related to AP2 1
mmmms Bo7g063910.1: Nucleotide-diphospho-sugar transferases superfamily
s B070063950.1: IRREGULAR XYLEM (DUF579)
e B079g063990.1: cystatin B
B0 7g064010.1: HXXXD-type acyl-transferase family
m B07g064020.1: HXXXD-type acyl-transferase family
== Bo7g063900.1: small RNA degrading nuclease 3
Bo7g063930.1: Nucleotide-diphospho-sugar transferases superfamily
= B07g063960.1: Leucine-rich repeat kinase family

Obr. 24: Manhattan plot SNP asocia¢ni analyzy pro lokus BnC07_0238
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Tab. 17: Usek chromozomu C07 s lokusem BnC07_0238

at_popis e-value
AT5G67310.1 | Cytochrome P450 superfamily 3.6E-177 | 69.0
B0o79063830.1 0.82 [ AT5G67300.1 | myb domain rl <1E-200 | 76.5
BnaC079g16040D AT1G06210.2 | alanine-2-oxoglutarate aminotransferase 2 1.6E-02 | 88.3
B079g063840.1
B07g063850.1 AT1G06210.2 | alanine-2-oxoglutarate aminotransferase 2 6.0E-03 | 86.4
BnaC07g16050D AT5G25850.1 | BRCT domain-containing DNA repair 5.4E-01 | 86.4
Bo79063860.1 0.52 | AT5G67280.1 | Leucine-rich repeat kinase family <1E-200 | 78.8
B079g063870.1 AT5G67265.1 | CYCLIN D3 B2 2.5E-55 | 81.5
Bo7g063880.1 1.61 | AT5G67260.2 | CYCLIN D4 B1 5.8E-115| 79.3
B07g063890.1 AT5G40770.1 | prohibitin 3 8.5E-02 | 88.3
Bo7g063900.1 2.78 | AT5G67250.1 | small RNA degrading nuclease 3 < 1E-200 | 76.5
B07g063910.1 AT5G67230.1 | Nucleotide-diphospho-sugar transferases superfamily 3.6E-67 | 76.5
B079063920.1 AT5G67240.4 | small RNA degrading nuclease 3 6.8E-39 | 74.3
Bo7g063930.1 AT5G67230.1 | Nucleotide-diphospho-sugar transferases superfamily < 1E-200 | 75.0
B079063940.1 1.10 | AT5G67220.1 | FMN-linked oxidoreductases superfamily < 1E-200 | 89.0
B07g063950.1 0.39 [ AT5G67210.1 | IRREGULAR XYLEM (DUF579) <1E-200 | 79.7
B079063960.1 5.41 | AT5G67200.1 | Leucine-rich repeat kinase family <1E-200 | 74.4
B07g063970.1 AT1G76500.1 | T-complex 11 1.2E-62 | 80.7
B07g063980.1 AT5G67190.1 | related to AP2 1 <1E-200 | 76.8
B079063990.1 AT3G12490.1 | cystatin B 1.3E-41| 81.2
Bo7g064000.1 1.15 | AT5G67180.4 | target of early activation tagged (EAT) 3 2.2E-78 | 78.2
Bo7g064010.1 2.37 | AT5G67160.1 | HXXXD-type acyl-transferase family < 1E-200 | 65.5
B079064020.1 1.00 | AT5G67150.1 | HXXXD-type acyl-transferase family <1E-200 | 69.0
B079064030.1 0.91 | AT5G67140.1 | F-box RNI-like superfamily 1.7E-83 | 91.0
B07g064040.1 1.20 | AT5G67130.1 | PLC-like phosphodiesterases superfamily 8.9E-115 | 75.6
Bo79g064050.1 AT1G48470.1 | glutamine synthetase 9.9E-02 | 89.0

Jediny potencionalné rezistentni lokus BnAO1_0308 na chromozomu AO1 se nachazi
mezi 30 658k a 31 075k s celkovou délkou 417k bazi. Jeho vnitini oblast vymezena 100k
hranici zahrnuje 50 genu (tab. 17), z nichz dva obsahuji pSNP markery: Cab044542.1
(- loglOP = 4.20 —aspartate glutamate uridylate kinase family), Cab044541.1
(- log1l0OP = 4.21 — ATPase, AAA-type, CDC48). Druhy ze zminénych genu je jeden
z 11 kandidatnich geni pro tento lokus. Zbyvajici kandidati jsou nasledujici:
Cab044557.2 (phytosulfokine 5 precursor), Cab044551.1 (Polyketide cyclase dehydrase
and lipid transport superfamily), Cab044550.2 (Polyketide cyclase dehydrase and lipid
transport superfamily), Cab044549.1 (membrane lipo), Cab044548.1 (membrane lipo),
Cab048143.1 (membrane lipo), Cab044543.1 (like cupins superfamily), Cab044540.1
(kinase superfamily), Cab044530.1 (Disease resistance TIR-NBS-LRR class family) a
Cab044523.1 (exocyst subunit exo70 family H7). Vizualizace asociace SNP markeri a

znazornéni polohy kandidatnich gent lze vidét obr. 25.
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Tab. 18: Usek chromozomu A01 s lokusem BnA01_0308

snp at_gen ‘ at_popis e-value

TATA box-binding associated factor RNA polymerase | subunit B 80.2
Cab044559.2 0.77 | AT5G47590.2 | Heat shock HSP20 alpha crystallin family 5.4E-77 | 80.5
Cab044558.1 AT4G17530.1 | RAB GTPase homolog 1C 3.7E-43 | 80.7
Cab044557.2 AT5G65870.1 | phytosulfokine 5 precursor 3.2E-01 | 825
Cab044556.1 AT5G02490.1 | Heat shock 70 (Hsp 70) family 7.7E-121 | 78.1
Cab044555.1 1.29 | AT3G10300.4 | Calcium-binding EF-hand family 1.0E-95| 71.1
BnaA01g31870D AT3G10700.3 | Heat shock 70 (Hsp 70) family 2.8E-91 | 80.8
Cab044554.1 AT3G10290.1 | Nucleotide-sugar transporter family 5.4E-161 | 75.0
Cab044553.2 1.82 | AT3G10260.3 | Reticulon family 9.0E-55 | 78.4
Cab044552.1 3.03 | AT3G10250.3 | histidine-tRNA ligase 8.1E-147 | 80.5
Cab044551.1 AT4G23680.1 | Polyketide cyclase dehydrase and lipid transport superfamily 5.0E-73 | 78.5
Cab044550.2 1.90 | AT4G23680.1 | Polyketide cyclase dehydrase and lipid transport superfamily 3.4E-81| 80.3
BnaA01g31920D AT3G10220.1 | tubulin folding cofactor B 3.8E-36 | 88.0
Cab044549.1 AT3G10195.1 | membrane lipo 5.3E-07 | 69.0
Cab044548.1 AT3G10195.1 | membrane lipo 4.3E-08 | 86.0
Cab048143.1 AT3G10195.1 | membrane lipo 49E-09 | 84.0
Cab044547.1 2.01 | AT3G10185.1 | Gibberellin-regulated family 4.1E-84 | 79.7
Cab044546.2 2.20 | AT3G10160.1 | DHFS-FPGS homolog D 1.8E-96 | 83.2
Cab044545.1 AT3G10120.1 | SOUL heme-binding family 2.9E-171 | 79.0
Cab044544.1 AT2G21070.1 | methyltransferase 5.5E-03 | 93.0
Cab044543.1 1.48 | AT3G10080.2 | like cupins superfamily < 1E-200 | 82.0
BnaA01g31990D AT3G10070.1 | TBP-associated factor 12 3.3E-128 | 79.0
Cab044542.1 4.20 | AT3G10050.1 | aspartate glutamate uridylate kinase family 3.6E-92 | 843
BnaA01g32020D AT1G77525.1 | SCR-like 27 9.0E-19 | 81.7
Cab044541.1 4.21 | AT3G09840.1 | ATPase, AAA-type, CDC48 <1E-200 | 76.9
Cab044540.1 AT3G09830.2 | kinase superfamily 2.1E-155 | 74.0
Cab044539.1 2.19 | AT3G09820.2 | adenosine kinase 2 7.4E-66 | 88.6
Cab044538.1 1.70 | AT3G09800.3 | SNARE-like superfamily 1.1E-105 | 86.3
Cab044537.3 1.77 | AT3G09770.2 | RING U-box superfamily 6.3E-175 | 77.6
Cab044536.1
Cab044535.1 1.32 | AT3G09735.1 | S1FA-like DNA-binding 8.5E-72 | 81.0
Cab044534.1 AT3G09730.3 | POLAR LOCALIZATION DURING ASYMMETRIC DIVISION AND 6.9E-103 | 80.3
Cab044533.1 1.84 | AT3G09720.2 | P-loop containing nucleoside triphosphate hydrolases superfamily 2.2E-75| 86.8
Cab044532.1 AT3G09710.2 | IQ-domain 2 3.6E-107 | 79.1
Cab044531.1 1.55 | AT3G09700.1 | AT3G09700.1 2.4E-60 | 86.3
Cab044530.1 AT5G46450.3 | Disease resistance (TIR-NBS-LRR class) family <1E-200 | 74.6
Cab044529.1 1.85 | AT3G09690.2 | alpha beta-Hydrolases superfamily 5.6E-93 | 78.4
Cab044528.1 0.92 | AT3G09680.1 | Ribosomal S12 S23 family 2.3E-56 | 90.5
Cab044527.1 AT3G09640.2 | ascorbate peroxidase 1 42E-55| 81.4
Cab044526.1 2.23 | AT3G09630.2 | Ribosomal L4 L1 family <1E-200 | 82.5
BnaA01g32190D AT3G09600.9 | Homeodomain-like superfamily 1.4E-16 | 70.5
Cab044525.1 AT3G09600.9 | Homeodomain-like superfamily 1.0E-50 | 76.3
Cab044524.1 1.81 | AT3G09560.3 | Lipin family <1E-200 | 80.3
Cab044523.1 AT3G09520.1 | exocyst subunit exo70 family H7 <1E-200 | 70.5
Cab044522.1
Cab048016.1
Cab044521.1 0.71 | AT3G09500.1 | Ribosomal L29 family 1.4E-50 | 79.2
Cab044520.1 AT3G09410.3 | Pectinacetylesterase family 3.9E-77 | 81.7
Cab044519.1 AT3G09390.2 | metallothionein 2A 4.1E-62 | 80.2
Cab044518.2 AT3G09370.2 | myb domain 3r-3 4.3E-126 | 77.1
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= (Cab044551.1: Polyketide cyclase dehydrase and lipid transport superfamily
mmmms Cab044550.2: Polyketide cyclase dehydrase and lipid transport superfamily
Cab044549.1: Putative membrane lipoprotein
Cab044548.1: Putative membrane lipoprotein
Cab048143.1: Putative membrane lipoprotein
e Cab044541.1: ATPase, AAAtype, CDC48
m—— (Cab044540.1: kinase superfamily
e (Gab044557 2 phytosulfokine 5 precursor
e (Gab044543 1: RmICHike cupins superfamily protein
= (C3b044530.1: Disease resistance (TIR-NBS-LRR class) family

Obr. 25: Manhattan plot SNP asocia¢ni analyzy pro lokus BnAO1_0308

Druhym potencialné rezistentnim lokusem na chromozomu A02 je BnA02_0286.
Rozklada se mezi 28 601k a 29 003k bazemi s celkovou velikosti 402k. Pfedpoklad
asociace této oblasti s reakci na nadorovitost vychazi z pfitomnosti siln¢ asociovaného
SNP markerd v genu Cab026524.1 (-logl0P = 4.45 — cytochrome P450, family 71,
subfamily B, polypeptide 4). Celkovy pocet genti v uzsi oblasti 100k je 42, z nichz dva
byly vybrany jako kandidatni (tab.19). Jedna se o tyto dva geny: Cab026518.1
(cytochrome P450, family 71, subfamily B, polypeptide 20) a Cab026968.1 (CAP-gly

domain linker). Lokalizace zminénych genti v tomto lokusu je zobrazena na obr. 26.
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Cab026968.1: CAP-gly domain linker

Obr. 26: Manhattan plot SNP asocia¢ni analyzy pro lokus BnA02_0286
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Tab. 19: Usek chromozomu A02 s lokusem BnA02_0286

at_popis

AT1G18340.1 | basal transcription factor complex subunit 7.4E-65 | 81.0
Cab026512.1 AT3G26100.3 | Regulator of chromosome condensation (RCC1) family 3.7E-179 | 84.0
Cab026513.1 AT3G26110.1 | Anther-specific agpl 7.7E-50 | 72.0
BnaA02g27810D AT3G26140.1 | Cellulase (glycosyl hydrolase family 5) 3.5E-43 | 81.3
BnaA02g27820D AT3G26140.1 | Cellulase (glycosyl hydrolase family 5) 8.9E-168 | 78.7
Cab026514.1 AT3G26120.1 | MEI2 5 1.8E-169 | 86.7
Cab026515.1 AT5G52540.1 | keratin-associated , (DUF819) 1.2E-31 | 79.1
Cab026516.1 AT2G40410.1 | Ca(2+)-dependent nuclease family 3.2E-11 | 84.0
Cab026517.1 AT3G47680.1 | DNA binding 4.2E-27 | 67.0
Cab026518.1 AT3G26170.1 | cytochrome P450, family 71, subfamily B, polypeptide 20 <1E-200| 78.2
BnaA02g27840D AT3G18230.1 | Octicosapeptide Phox Bem1p family <1E-200 | 77.0
Cab026519.1 AT1G64460.1 | phosphatidylinositol 4-kinase gamma 1.0E-136 | 74.8
Cab026521.1 3.27 | AT3G26200.1 | cytochrome P450, family 71, subfamily B, polypeptide 22 <1E-200 | 77.5
BnaA02g27870D AT3G26210.1 | cytochrome P450, family 71, subfamily B, polypeptide 28 <1E-200| 76.7
Cab026522.2 AT3G26210.1 | cytochrome P450, family 71, subfamily B, polypeptide 28 <1E-200 | 76.8
Cab026523.1 AT3G26220.1 | cytochrome P450, family 71, subfamily B, polypeptide 4 <1E-200 | 75.6
Cab026524.1 4.44 | AT3G26280.1 | cytochrome P450, family 71, subfamily B, polypeptide 4 <1E-200 | 75.0
Cab026525.1
Cab047928.1
Cab047998.1
Cab047507.1
Cab026368.1
Cab005677.1
Cab026370.1
Cab026369.1
Cab026526.1 AT1G58120.1 | SHI-related sequence 7 3.9E-92 | 76.8
Cab026527.1 AT3G26310.1 | cytochrome P450, family 71, subfamily B, polypeptide 26 <1E-200 | 79.1
Cab026528.1 AT1G78070.3 | Transducin WD40 repeat-like superfamily 8.3E-15 | 88.0
Cab026529.1 AT5G57110.2 | autoinhibited Ca2+ -ATPase, isoform 8 3.3E-42 | 78.1
Cab026530.1 AT3G26330.1 | cytochrome P450, family 71, subfamily B, polypeptide 26 <1E-200 | 77.9
BnaA02g28000D AT5G62750.1 | golgin family A 2.1E-01| 87.8
Cab026968.1 AT1G58260.1 | CAP-gly domain linker <1E-200 | 73.7
Cab016904.1 AT5G56510.6 | pumilio 12 8.4E-01 | 90.8
Cab026967.1 AT5G56510.6 | pumilio 12 2.0E-02 | 99.3
Cab026966.1 AT2G02580.1 | cytochrome P450, family 71, subfamily B, polypeptide 26 <1E-200 | 79.8
Cab026965.1 AT3G26350.2 | proline-rich receptor-like kinase <1E-200 | 75.2
BnaA02g28050D AT3G26410.1 | tRNA modification 11 < 1E-200 | 90.0
Cab047802.1 AT3G26380.1 | Melibiase family 3.0E-91| 86.5
Cab026964.1 AT3G26380.1 | Melibiase family 4.0E-91 | 86.8
Cab026963.2 0.08 | AT3G26410.1 | tRNA modification 11 <1E-200 | 89.0
BnaA02g28070D AT2G17980.1 | Secl muncl8-like (SM) s superfamily 9.7E-101 | 73.0
Cab026962.3 AT3G26500.1 | plant intracellular ras group-related LRR 2 <1E-200 | 74.3

Posledni potencialni oblast zahrnujici kandidatni geny k nadorovitosti je lokus
BnAO8 0009. Nachazi se na zaCatku chromozomu AO08 od 777k do 1182k bazi
s ptibliznou velikosti 405k bazi (tab. 20). Tato oblast byla vybrana na zakladé dvou gent,
které obsahujici silné asociované SNP markery: Cab008408.1 (-log10P = 4.44 — F-box
and associated interaction domains-containing) a Cab008409.1 (-log10P = 4.50 — 26S
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proteasome regulatory complex ATPase). Prvni z téchto dvou zminénych gend je spolu
s péti dalS§imi analyzovan jako potencialné kandidatni gen pro tento lokus. Dalsi
kandidatni geny jsou Cab008403.1 (GDSL-motif lipase 2), Cab008404.1 (GDSL-motif
lipase 2), Cab008405.1 (GDSL-like Lipase Acylhydrolase superfamily), Cab008406.1
(related to AP2 12) a Cab008410.1 (STRUBBELIG-receptor family 7). Vizualizace

asociace SNP markera a znazornéni polohy kandidatnich gent lze vidét obr. 27.

Tab. 20: Usek chromozomu A08 s lokusem BnA08_0009

bn_gen snp ‘ at_gen ‘ at_popis e-value ‘ sim
Cab008398.1 AT5G07930.2 | phosphatase 2A subunit A3 9.9E-02 | 85.5
Cab008399.1 AT1G54010.1 | GDSL-like Lipase Acylhydrolase superfamily 6.0E-139 | 75.9
Cab008400.1 AT1G54020.4 | GDSL-like Lipase Acylhydrolase superfamily 5.4E-77 | 77.3
Cab008401.1
Cab008402.1 AT1G54010.1 | GDSL-like Lipase Acylhydrolase superfamily 1.6E-160 | 78.5
Cab008403.1 AT1G53940.1 | GDSL-motif lipase 2 9.2E-99 | 76.2
Cab008404.1 AT1G53940.1 | GDSL-motif lipase 2 1.9E-110 | 74.5
Cab008405.1 AT1G53920.1 | GDSL-like Lipase Acylhydrolase superfamily 7.5E-91 | 76.0
Cab008406.1 0.64 [ AT1G53910.1 | related to AP2 12 80.8
Cab008407.1 AT1G53903.1 | linoleate 9S-lipoxygenase-4 , (DUF581) 7.4E-80 | 81.3
Cab008408.1 4.44 | AT1G53850.1 | F-box and associated interaction domains-containing 8.6E-40 | 85.4
Cab008409.1 4.50 | AT1G53750.1 | 26S proteasome regulatory complex ATPase 5.7E-157 | 85.7
Cab008410.1 1.64 | AT1G53730.1 | STRUBBELIG-receptor family 7 3.0E-149 | 79.4
Cab008411.1 2.32 | AT1G53710.2 | Calcineurin-like metallo-phosphoesterase superfamily 5.9E-164 | 84.0
Cab008412.1 2.55 | AT5G41010.1 | DNA directed RNA polymerase, 7 kDa subunit 5.3E-38 | 91.0
Cab008413.1 AT3G58670.3 | 2-aminoethanethiol dioxygenase, (DUF1637) 5.6E-67 | 80.2
BnaA08g01050D AT1G53625.1 | glycoside hydrolase family 28 polygalacturonase (pectinase) family 3.2E-44 | 78.7
BnaA08g01060D AT1G17680.1 | tetratricopeptide repeat (TPR)-containing 3.8E-02 | 87.5
Cab008414.1 AT1G53625.1 | hypothetical protein 3.8E-25 | 82.0
Cab008415.1 AT1G53620.1 | proline-rich family 2.5E-21 | 78.2
Cab008416.1 AT5G06839.1 | casein kinase I-like 3 4.5E-23 | 90.6
Cab008417.1 AT2G22440.1 | non-LTR retroelement reverse transcriptase 4.7E-04 | 89.0
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Obr. 27: Manhattan plot SNP asocia¢ni analyzy pro lokus BnA0O8_0009
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5.3 GEM analyza

K provedeni GEM (gene expression model) asocia¢ni analyzy modelti genové exprese
byla pouzita data sekvenci genl a jejich pfedpoklddand mira exprese vygenerovana
Z RNAseq dat pro kazdy genotyp. Genova exprese byla vyjadiena v hodnotaich RPKM
(reads per kb per million). Celkovy pocet vstupnich genovych sekvencich dosahoval
189 116, z nichz nenulova exprese byla zaznamendna u 102 872 predpokladanych gend.
Po nésledném odfiltrovani gend, které nespliiovali predpoklad o nenulové exprese naptic
testovanymi genotypy, byl kone¢ny pocet gent vstupujici do asociacni analyzy 53 889.
25 834 se nachazelo na chromozomech A, a 28 055 genti na chromozomech C. Nasledné
byla provedena samotna regresni analyza mezi mirou exprese a DI pro jednotlivé
genotypy. Signifikantni limit asociace (p < 0,01) pfekrocilo 992 gent. Graficky vystup
analyzy je zobrazen ve formé Manhattan plotu na obr. 28. Tento graf piedstavuje na
horizontalni ose polohu vsech testovanych gent na chromozdémech a vertikdlni osa
zobrazuje zéporné hodnoty loglOP, piedstavujici miru asociace expresniho profilu

daného genu s DI.

A1 A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 A10 C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9

Obr. 28: Manhattan plot GEM asociaéni analyzy

Kviili vysokému poctu signifikantnich genti byl dle metodiky stanoven limit signifikance

-log10P na hodnotu 3,5. Tuto hranici ptekrocilo celkem 19 genu (tab. 21).
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Tab. 21: Seznam signifikantnich genti s hodnotou -log10P > 3,5

gen -log10P gen -log10P

B059g110070.1 4,50 BnaC06918100D 3,77
Cab031551.1 4,38 B07g050230.1 3,73
BnaC09921650D 4,30 B04g019700.1 3,68
Bo6rg099860.1 4,28 Bo6rg104050.1 3,63
B059g110030.1 4,25 BnaC039g30400D 3,59
BnaA10g08980D 4,10 B05g025700.1 3,57
Bo6rg078020.1 4,08 B09g142300.1 3,56
Cab012755.1 4,01 Bo4g173160.1 3,56
B08g051310.1 3,84 BnaA05g10610D 3,55
B02g116540.1 3,78

Jak je patrné z tab. 21 signifikantni geny se nachazeji na chromozomech A05, A07, C02,
C03, C04, C05, C06, C0O7, CO8 a C09. Vyznamné vétsi poCet genli se nachédzi na
chromozomech C snejvyssim zastoupenim na CO5 a CO06. Stejny zpusobem jako
v piipade R lokusti SNP asocia¢ni analyzy bylo i zde provedeno vytipovani kandidatnich
gent na zakladé podobnosti s geny Arabidopsis thaliana, GO a InterPro analyzy. Na
zéklad¢ téchto analyz byly jako kandidatni geny pro reakci s nddorovitosti vybrano

téchto 12 genti:

B05g110070.1 (cytochrome P450, family 705, subfamily A, polypeptide 1)
Cab031551.1 (cytochrome P450, family 705, subfamily A, polypeptide 1)
BnaC09g21650D (DNAJ heat shock N-terminal domain-containing protein)
Bo6rg099860.1 (T-complex protein 1 alpha subunit)

B05g110030.1 (pentacyclic triterpene synthase 1)

BnaA10g08980D (urease accessory protein G)

B079050230.1 (urease accessory protein G)

Bo6rg078020.1 (helicase with zinc finger protein)

Cab012755.1 (cytokinin response factor 6)

Bo8g051310.1 (S-adenosyl-L-methionine-dependent methyltransferase family)
B05g025700.1 (Galactosyl transferase GMA12/MNN10 family protein)
B099g142300.1 (Tetratricopeptide repeat (TPR)-like superfamily protein)
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6. Diskuze

Nadorovitost kostalovin pfedstavuje zdvazné onemocnéni u vétSiny brukvovitych
plodin. V poslednich deseti letech dochazi k zna¢nému Sifeni této nemoci Vv dusledku
roz§ifovani ploch s brukvovitymi plodinami, hlavné fepkou olejkou. K tomuto trendu
nedochézi jen u nés, ale i celosvétové ve vétsing oblasti s témito plodinami (Ri¢afova et
al. 2017). Vaznost tohoto problému ukazuje i naro¢nost odstranéni tohoto patogenu
z pudy, ve které je schopen piezit i vice nez 18 let (Wallenhammar 1996). Z pohledu
polniho managementu a ekonomického hlediska je realna moznost boje s touto nemoci
Vv polnich podminkdch omezena na tolerantni a rezistentni odriidy. V soucasnosti je
Vv ptipad¢ fepky olejky hlavnim zdrojem rezistence uvolnéna odrida ‘Mendel‘ a z ni
vySlechténé dalsi odriudy ozimé i jarni fepky. Problém téchto odrtd je ale slaba rezistence
zalozena na jednom rezistentnim genu, ktery je v silnéji zasazenych oblastech patogenem
piekonan v ramci nékolika let (Diederichsen et al. 2014). Tato prace je zaméfena
predev§im na hledani novych rezistentnich genu, které by mohly byt vyuzity pti MAS
Slechténim k tvorbé novych rezistentnich odrid. K tomuto zdméru jsou pouzity rizné

druhy analyz.

6.1 Fenotypova variabilita

Hodnoceni fenotypové variability bylo posuzovano podle DI vypocitanych pro
250 testovanych genotypt. Hodnoty DI se pohybovaly v ramci celé mozné Skale hodnot
od 0 do 100 (obr. 7). Pti podrobnéjsim pruzkumu rozloZeni hodnot DI Ize odhadnout
ostfej$i separaci odolnych genotypll, které tvofily pfiblizné 35 procent kategorie DI
0 — 20. Horni ¢ast diagramu s kategoriemi DI 81 — 100, 61 — 80, 41 — 60 a 21 — 40 si lze
vzdalen¢ predstavit jako histogram normalniho rozloZeni. Tato nerovnomeérnost
V zastoupeni by se dala vysvétlit naznacovanou podstatou odolnosti brukvovitych rostlin
vici tomuto onemocnéni vysvétlenou v tvodu. Silna rezistence je zaloZena na jednom
R genu, ktery stoji za strukturou rozpoznavajici obecné elicitor nadorovitosti nebo
elicitor konkrétniho patotypu tohoto onemocnéni. Pozitivni rozpoznani piitomnosti
zoospory nadorovitosti nebo jiné jeji zivotni formy vede ke kaskddové draze ukoncené
hypersenzitivni reakci vedouci k sebedestrukci napadené buiky, ¢imz je zamezeno
dal$imu rozvoji onemocnéni (Fredua-Agyeman & Rahman 2016). Tento typ obranné

reakce je obecné oznacovana jako ETI imunitni reakce viz kapitola 2.4.1. RozlozZeni DI
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v kategoriich, které zahrnuji DI 21 — 100, vzdalen¢ piipominaji Gaussovu kiivku
normalniho rozlozeni. U téchto genotypi muzeme predpokladat, ze R genem
nedisponuji. Z tohoto divodu jsou tyto genotypy odkdzany na tzv. kvantitativni
rezistenci, viz kapitola 2.4.1, jejiz podstatou je vétsi mnozstvi R genit mensiho ucinku,
které reaguji jinak, nez je vyvolani hypersenzitivni reakce vedouci k bunééné smrti.
V ptipadé¢ nadorovitosti miuzeme piredpokladat, ze tyto R geny kvantitativni rezistence se
budou podilet naptiklad na posileni mechanickych bariér proti priiniku zoospor do bunck
nebo na regulaci a fizeni cytokinind, auxini nebo jinych hormond, jejichz nerovnovahou
vyvolava patogen tvorbu nadori na kofenech (Jahn et al. 2013). Celkové lze tedy fici, ze
nerovnovaha rozlozeni DI v testovacim panelu naznacuje, ze genom B. napus disponuje
kombinaci kvalitativni rezistence, zalozené na jednom nebo nékolika malo R genech,
dfive nalezenych hlavn€ v genomu B. rapa, a kvantitativni rezistenci s vét§im mnozstvim
R genu slabsiho u¢inku, charakteristické pro genom B. oleracea (Li et al. 2016).

Pfi hodnoceni vlivu typu kultivaru u 246 genotypu z kolekce na odolnost k nadorovitosti
vykazovala nejvétsi odolnost skupina brukvovité zeleniny. Opacny vysledek byl
pozorovan u skupiny ozimych fepek. Tyto vysledky lze vysvétlit velkym podilem
modernich ozimych odrid. Velka ¢ast téchto linii byla vysSlechténa z mensiho mnozstvi
predku, které spliiovaly piisné podminky pro vysokou kvalitu oleje a nizkou hladinou
glukosinolati a kyseliny erukové (<30 umol glukosinolati, < 2 % kyseliny erukové)
(Snowdon & Luy 2012) (obr. 8).

Dale byl hodnocen pivod genového zdroje u 240 polozek z kolekce. Nicméné pro tuto
charakteristiku neméla kolekce vhodnou variabilitu. 190 polozek tvotily genotypy
Z Evropy a nasledné ani vysledky neukazuji na zddny viditelny trend mezi kontinenty
(obr. 9).

U 80 polozek zkolekce byla ziskana i data charakterizujici kvalitu oleje (obsah
glukosinolatt a kyseliny erukové). Z téchto dat vyplyva, Ze tato charakteristika neni nijak
rozhodujici pro ur¢eni, zda genotyp bude odolny proti napadeni nadorovitosti ¢i nikoli.
Nicmén¢ vzhledem k velmi nizkému poctu genotypu v kategoriich ‘0+* a “++° lze jen
stéZi vyvozovat smysluplné zavéry ohledné odolnosti proti nadorovitosti na zékladé
obsahu glukosinolatti a kyseliny erukové (obr. 10).

Posledni hodnocena charakteristika, ve které bylo 53 genotypti rozdéleno od ¢tyt skupin
podle obdobi vyslechténi, nepiinesla viditelné rozdily. Z piilozenych vysledka vyplyva,
ze rok uvolnéni odriidy pro komercni pouziti se nijak neshodoval s odolnosti k napadeni

nadorovitosti. Obdobn¢ jako v predchozim ptipadé je nutné brat v potaz, ze jednotlivé
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kategorie neobsahovaly dostate¢né pocty odrud, ze kterych by se daly vyvozovat

vyznamnéjsi zavéry (obr. 11).

6.2 SNP asocia¢ni analyza a kandidatni geny

Hlavnim pouzitym pfistupem pii hledani rezistentni gend K nadorovitosti jsou moderni
metody asociativni transkriptomiky. V prvnim ptipad¢ byla provedena SNP asocia¢ni
analyza, ktera lokalizovala rezistentni lokusy s geny v genomu B. napus. Vysledkem této
studie bylo nalezeni 86 vysoce asociovanych SNP markerti, z nichz 29 piekrocilo
zépornou hodnotu logl0P 10°° (tab. 30). Zbyvajicich SNP markerti se pohybovalo
v rozmezi -10g10™* az 107°. Tyto markery byly téméf ve viech p¥ipadech shlukovité
rozmistény v genomu. Celkem takto vzniklo devét asociovanych lokust (BnAO1_0308,
BnA02_0265, BnA02_0286, BnA03_0186, BnA03_0263, BnA08_0009, BnC02_0414,
BnCO07_0221 a BnC07_0421). Tento fakt naznacuje, ze rezistence k nadorovitosti je
pravdépodobné fizena vice geny (tab. 10 a tab. 11).

V minulosti se hledanim rezistentnich lokust zabyvalo nékolik studii, z nichz drtiva
vétSina byla zamétena na druhy B. oleracea a B. rapa a jsou zminény V literarnim
ptehledu v kapitole 2.5.3.2 resp. 2.5.3.1. Ve dvou ptipadech se podatilo i naklonovat dva
rezistentni geny CRa (Ueno et al 2012) a Crrl (Hatakeyama et al. 2013). U vSech
publikovanych lokust, u kterych byla alespon pfiblizné znama poloha, byla hodnocena
podobnost s lokusy nalezenymi v ramci této prace. Pfipadna podobnost v poloze je
rozebrana u jednotlivych rezistentnich lokusi.

V ptipadé¢ druhu B. napus byly publikovany jen tfi prace zaméfené na lokalizovani
rezistentnich lokusi a geni k nadorovitosti (Manzanares-Dauleux et al. 2000; Werner et
al. 2008; Li et al. 2016). Poslednim zminéna studie jako jedina vyuziva SNP asocia¢ni
analyzu pfi hledani rezistentnich lokust pro ¢insky patotyp nddorovitosti za pouZziti
expresnich mikrocipti. V této praci autofi odhalili devét novych rezistentnich lokust,
nicméné pii porovnani jejich polohy nebyla nalezena ani zdanliva shoda s vysledky se
zde popisované SNP analyzy. Tento fakt 1ze odavodnit naptiklad pouzitim jiného
patotypu nadorovitosti (Cinsky patotyp 4x smés evropskych patotypi), odlisSnymi
testovacimi podminkami, a pfedevSim V pfipadé této prace pouzitim hustéjsi sit¢ SNP

markert vygenerovanych z RNAseq na rozdil od vysledkl z expresnich ¢ipti.
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6.2.1 Lokus BnA03_0263

Jak jiz bylo popsano, vysledkem SNP asociacni analyzy bylo devét lokusii rozmisténych
na chromozomem AO01, A02, A03, A08, C02 a CO7. Nejvyssi asociace ukazaly SNP
v lokusech BnA03_0263 a BnC07_0421 na chromozomu AQ3 resp. C0O7. Prvni zminény
lokus BnAO3_0263 se zda byt patrné nejslibnéjsi oblasti nejen kvili vysoké asociaci SNP
markert, ale také tandemovym vyskytem gent Disease Resistance (TIR-NBS-LRR class)
family (tab. 12, obr. 19). Nejvice asociovany SNP (-loglOP = 7,62) obsahuje gen
Cab002008.1 Homeobox-leucine zipper family lipid-binding START domain-containing,
jehoz funkce je diferenciace epidermalnich bunék embrya (Takada et al. 2013). Velice
podobny gen ze stejné rodiny GL2 tidi diferenciaci povrchovych bunék kotene jako jsou
tieba kofenové vlasky, ve kterych probihd prvni faze zivotniho cyklu nadorovitosti
(Beyrne et al. 2019). Nicmén¢ jako kandidatni geny pro tento lokus jsou oznaceny jiz
diive zminéné R geny v tandemu. Tyto geny bohuzel neobsahuji zadné SNP, které by
byly hodnoceny v asociacni analyze. Vysoka variabilita téchto gent, hlavné v
ptipad¢ rozpoznavacich domén, mozna vedla k vyfiltrovani SNP pro tyto geny. Na
druhou stranu samotné vysoce asociované SNP markery jsou obsazeny v genech, které
tuto oblast ohraniuji. Prvnim kandidatnim genem je Cab002016.1 (AT1G30990.1
Polyketide cyclase/dehydrase and lipid transport superfamily protein, 87 %, e-value
0,33), ktery se podili na regulaci a diferenciaci bunék rhizodermis (Bruex et al. 2012).
Nasledujici Sestice kandidatnich geni jsou si velice podobné a patii do skupiny R genu
s doménami TIR-NBS-LRR: Cab002021.1 (AT5G11250.3 Disease resistance protein
(TIR-NBS-LRR class), 76 %, 8e %), Cab002023.1 (AT5G11250.2 Disease resistance
protein (TIR-NBS-LRR class), 82 %, 4e ??), BnaA03g45000D (AT5G11250.3, 74 %,
1e 1Y), Cab002025.1 AT5G11250.3, 75 %, 4e 1?°), Cab047587.1 (AT5G11250.3, 75 %,
4e71%%) a Cab002026.1 (AT5G11250.3, 75 %, 1e1%8). AT5G11250, téZ nazyvany BNT1,
funguje jako aktivacni prvek stresovych hormond. Obecné je mu pfifazovana funkce
regulace bunécné odpovédi na stres a pienos signalu. U mutantd tohoto genu byla
pozorovana nadprodukce JA, SA, ABA a ET vedouci nekontrolovanym obrannym
reakcim, pomalym ristem a zakrnénim (Sarazin et al. 2015). Chen et al. (2016) pozoroval
96 hodin na infekci nadorovitosti 1,5% pokles exprese tohoto genu. V rozsahlejsi
homologni oblasti genomu B. rapa bylo v podobnych mistech jako se nachazi lokus
BnAO3 0263 identifikovano nékolik rezistentnich lokust: CRa, CRb*® Rcrl, Rer2 a
Rcr4 (Hayashida et al. 2008; Ueno et al. 2012; Kato et al. 2013; Chu et al. 2014; Huang
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et al. 2017; Yu et al. 2017). Sekvence genu CRa, ktery byl naklonovan se nejvice
podobala kandidatnimu genu BnaA03g45000D, nicméné pii podrobné studii ortologniho
genu CRa v genomu B. napus bylo zjisténo, Ze princip rezistence pro tuto oblast se 1isi
mezi B. rapa a B. napus, kde je patrn¢ nutna interakce jesté dalsich R gent (Zhang et al.
2016).

6.2.2 Lokus BnC07_0421

Druhy podobné vysoce asociovany lokus oznaceny BnC07_0421 predstavuje homologni
oblast k ptedchozimu lokusu. U toho lokusu se nejvice asociované SNP (-log10P = 7,72
a 7,74) vyskytuji ve dvou genech Bo7g107550.1 (AT4G21750.4 Homeobox-leucine
zipper family protein / lipid-binding START domain-containing protein, 88 %, < 1e-200)
a Bo79107580.1 (AT4G21790.1 tobamovirus multiplication 1, 95 %, 6.84¢*). Obdobné
jako u predchoziho lokusu, tyto geny s vysoce asociovanymi SNP nejsou zahrnuty mezi
kandidatni geny, ale ohrani¢uji mensi oblast s R geny Disease Resistance (TIR-NBS-LRR
class) family. U tohoto lokusu je oblast R genli vyrazné mensi, nicméné podle soucasné
podoby rozlozeni genii na chromozomu C07 se zde vyskytuji minimaln¢ 3 geny Disease
Resistance (TIR-NBS-LRR class) family, které se nachazeji v tésné blizkosti genti
s asociovanymi SNP (tab. 13, obr. 20). Na zaklad¢ analyz byly pro tento lokus vybrany
tii kandidatni geny: Bo7g107710.1 (AT5G11250.3 Disease resistance protein (TIR-NBS-
LRR class) 75 %, 5e1?°), Bo7g107730.1 (AT5G11250.3, 75 %, 1e1®) a Bo7g107740.1
(AT5G11250.3, 75 %, 3e1%). Ve vsech piipadech je gen anotovéan jako AT5G11250.3,
nazyvany téZ jako BNT1 popsany u ptedchoziho lokusu jako rozpoznavaci prvek
v obrannych reakcich (Sarazin et al. 2015). Nutno fici, Ze v pfipadé¢ tohoto lokusu drtiva
vétSina siln€ asociovanych SNP pfedstavuji SNP, u kterych nelze kvili alopolyploidnimu
charakteru genomu s jistotou fici, ke kterému homoelognimu genu patii. U tohoto lokusu
je proto realn¢ mozné, ze se jedna pouze o stinovy lokus BnA03_0263. Na druhou stranu,
posledni studie zabyvajici se R lokusy nadorovitosti u B. oleracea ve stejné oblasti
odhalila R lokus Rcr7 (Dakouri et al. 2018).

6.2.3 Lokus BnA03 0186

Druhym signifikantn€ asociovanym lokusem na chromozomu AO03 je BnAO3_0186
S nejvyssi asociaci (-log10P = 5,44) na SNP v genu Cab004517.1 (AT3G15000.1 cobalt
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ion binding protein, 81 %, 7e1%). Pro tento lokus bylo vybrano sedm kandidatnich gent,
Z nichz ¢tyfi predstavuji velmi podobné geny Leucine-rich repeat transmembrane kinase
(tab. 14, obr. 21). Cab004504.1 (AT3G14840.2 Leucine-rich repeat transmembrane
protein kinase, 88 %, 2e1%8), Cab004505.1 (AT3G14840.2, 88 %, 2e14%), Cab004506.1
(AT3G14840.2, 87 %, 3e1*%) a Cab004507.1 (AT3G14840.2, 84 % 6e™3). Prvni z téchto
geni dokonce piimo obsahuje silné signifikantni SNP s -log10P = 4,1. Gen AT3G14840
oznacovan také jako LIK1 piedstavuje transmembranovou kindzu s rozpoznavaci
doménou, u které byla prokazana spojitost s bazalni imunitni reakci proti nékterym
mikroorganismiim. Daéle bylo také objeveno, ze ve spojitosti s genem CERK1 dochézi
k jeho fosforylaci a schopnosti rozpoznat chitin, coz by naznacovalo schopnost rozpoznat
zoospory nadorovitosti a vyvolat obrannou reakci (Le et al. 2014). Dalsi kandidatni gen
vtomto lokusu piedstavuje Cab004516.1 (AT3G14990.3 Class | glutamine
amidotransferase-like superfamily protein, 87 %, 8e™%), u kterého byla ukazana spojeni
sgenem PDLP1. Tento gen se vyznamny c¢lanek bazélnich reakci proti houbovym
patogenim, jelikoz tidi ukladani kalézy kolem penetracnich struktur patogenii a
potencialn¢ by mohl mechanicky branit priniku zoospor nadorovitosti do bunék
(Caillaud et al. 2014). Posledni vyznamny kandidatni gen pro tento lokus je Cab004527.1
(AT3G15210.1 ethylene responsive element binding factor 4, 83 %, 1e™®). Tento gen
piimo obsahuje SNP s -logl0P = 3,58 a dle piedchozich zjisténi se jedna o negativni
regulator JA zpusobujici odolnost vi¢i houbovému patogenu Fusarium oxysporum
(Lyons et al. 2013). Dale byla u tohoto genu potvrzena interakce s CDKS8, dilezitym
genem Vv obrannych reakcich proti houbovym patogeniim Botrytis cinerea a Alternaria
brassicicola (Zhu et al. 2014).

6.2.4 Lokus BnA02 0265

Dalsi chromozom obsahujici dva R lokusy je A02 s lokusy BnA02_0265 a BnA02_0286.
Prvni zminény se nachazi zhruba 26,5M bazi od zacatku chromozomu a Vv zadné
piedchozi studii se 0 podobném misté neobjevuje zadna zminka. Celkové bylo v tomto
lokusu identifikovano devét kandidatnich gend, znichZz dva obsahuji pfimo silné
asociované SNP markery (-loglOP 5,11 a 4,86) (tab. 15, obr.22). Prvni znich
Cab009348.1 (AT5G47420.1 Tryptophan RNA-binding attenuator protein-like protein,
88 %, 7e>) je vpfimé interakci s genem PEN3, ktery je kli¢ovym genem pro

nespecifickou rezistenci (Campe et al. 2016). Druhym kandidatnim genem s SNP
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(- log10P 4,86) je Cab009364.2 (AT5G47500.1 Pectin lyase-like superfamily protein,
92 %, 1e7’") na modifikaci bundéné stény, potencialné vedouci k mechanické obrand
proti proniknuti zoospor nadorovitosti (Etchells et al. 2012). Dalsim kandidatnim genem
je Cab009343.1 (AT4G36690.4 U2 snRNP auxilliary factor, large subunit, splicing
factor, 90 %, 4e*), u kterého bylo zjiiténo, Ze napadeni patogenem Pseudomonas
syringae jeho mnozstvi vyrazné stoupa (Jones et al. 2006). Tfi kandidatni geny tohoto
lokusu se vyskytuji ve spojitosti s hormonem auxinem, jehoz zménou mnozstvi
Vv pletivech kofend, patogen vytvaii nadory, jedna se o tyto geny: Cab009347.1
(AT5G47390.1 myb-like transcription factor family protein, 81 %, 1e*?) (Kwon et al.
2013), Cab009370.1 (AT5G47530.1 Auxin-responsive family protein 84 %, 2e7%) a
Cab009383.1 (AT5G47750.1 D6 protein kinase like 2, 89 %, 7e%) (Zourelidou et al.
2009). Mezi kandidatni geny byl déle zafazen R gen BnaA02g25670D (AT4G23440.2
Disease resistance protein (TIR-NBS class), 82 %, 7e1%) za¢lenény do bazalni imunitni
odpovédi a apoptozy (Meyers et al. 2002), Cab009385.1 (AT3G20520.1  SHV3-like 3,
75 %, 2e%) podilejici se na organizaci bun&nych stén (Hayashi et al. 2008) a
Cab009373.1 (AT5G47550.1 Cystatin/monellin superfamily protein, 81 %, 1e™) jeden
ze stresovych gent interagujici S ABA (Labudda et al. 2016).

6.2.5 Lokus BnA02_0286

Druhym méné signifikantnim lokusem na chromozomu A02 je BnA02_0286, ktery
zahrnuje dvojici genii obsahujici sSSNP a pSNP Cab026521.1 (AT3G26200.1 cytochrome
P450, family 71, subfamily B, polypeptide 22, 90 % resp. Cab026524.1 (AT3G26280.2
cytochrome P450, family 71, subfamily B, polypeptide 4, 81 %, < 1e2%) (tab. 19,
obr. 26). Mezi kandidatni geny byly zafazeny také geny cytochrome P450, které se v této
oblasti vyskytuji ve velkém mnozstvi. Prvnim kandidatnim genem je Cab026518.1
(AT3G26170.1 cytochrome P450, family 71, subfamily B, polypeptide 19, 85 %, <1e2%),
ktery je cilovym genem pro transkripéni faktory WRKY, podili se na obrannych
reakcich, syntéze kamalexinu (Desveaux et al. 2005), a zaroven jeho exprese byla silné
potlacena po 72 a 96 hodinach po inokulaci nadorovitosti. Poklesy byly Sesti, resp.
petinasobné oproti kontrole (Chen et al. 2016). Druhy kandidatni gen pro tento lokus
predstavuje gen Cab026968.1 (AT1G58260.1 cytochrome p450 79¢2, 82 %, < 1e2%)
kvuli jeho zaclenéni do obrannych reakci a regulace stresovych hormonu (Proietti et al.

2018). Polohou se tento lokus nachazi pfiblizn¢ 26,5M od zacatku chromozomu AQ2.
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Z ptedchozich studii vyplyva, ze tato oblast se piekryva s velmi rozlehlym R lokusem
Rcr8 ze studie Yu et al. (2017).

6.2.6 Lokus BnAOL 0308

Na zacatku chromozomu AOl byl vramci SNP analyzy identifikovan R lokus
BnA01 0308 (tab. 18, obr. 25), ve kterém se nejvice asociované SNP markery nachazely
ve dvou genech Cab044542.1 (AT3G10050.1 L-O-methylthreonine resistant 1, 90 %,
6e®) a Cab044541.1 (AT3G09840.1 ATPase, AAA-type, CDC48, ATCDC48,
ATCDC48A, CDC48A, CELL DIVISION CYCLE 48, 91 %, < 1%). Druhy zminény
predstavuje 1 kandidatni gen, protoze se podili na negativni regulaci obrannych dé&jt
zalozenych na NLR (nucleotide binding—leucine-rich repeat). ZvySena exprese vede
k zakrn€lému rustu a zvySené rezistenci proti houbovym chorobam naptiklad
Hyaloperonospora arabidopsidis (Copel & Charles et al. 2016). Navzdory nepiilis velké
asociaci se v tomto lokusu nachazi velké mnozstvi dalich kandidatnich genti. Tandem
dvou velmi podobnych genti Cab044551.1 a Cab044550.1 (AT4G23680.1 Polyketide
cyclase dehydrase lipid transport superfamily, 91 %, < 1e72% resp. 84 %, 7e1%) se podili
na obrannych reakci vyvolané nékterymi NAC transkripénimi faktory (Tran et al. 2004).
Ve studii Chen et al. (2016) zkoumajici odlisné exprimované geny b&hem napadeni
nadorovitosti, byl tento gen u citlivé odrudy po 72 hodinach potlacen témér 2,5x oproti
kontrole. Dale byla mezi kandidaty zahrnuta tandemova trojice genti Putative membrane
lipoprotein, konkrétné¢ Cab044549.1, Cab044548.1 a Cab048143.1, které se tomuto
AT3G10195.1 lipoproteinu podobaly jen aste¢né (tab. 18). Nicméné AT3G10195.1
koduje defensin-like protein, které se podileji na houbovych reakcich proti patogenim.
Casteéna podobnost je také s WRKY TF patiici mezi Disease resistance protein (TIR-
NBS-LRR class) family (Birkenbihl et al. 2017). Druhy zastupce z kandidatnich gend,
ktery patii mezi Disease resistance protein (TIR-NBS-LRR class) family, je Cab044530.1
(AT5G46450.3 Disease resistance protein TIR-NBS-LRR family, 77 %, 2e1"!) podilejici
se na obrannych reakcich, bazalni imunit€ a vedeni signalu. Konkrétné byl identifikovan
v souvislosti s fizenim SA, ABA a akumulaci ligninu pii napadeni houbovym patogenem
Pseudomonas syringae (Mohr & Cahill 2007). Dale bylo prokazano, ze v souvislosti
s nadorovitosti dochazi ke zvyseni jeho exprese Vvice jak trojnasobné oproti kontrole
(Irani et al. 2019). Dalsi kandidatni gen tohoto lokusu piedstavuje Cab044557.2
(AT5G65870.1 phytosulfokine 5 precursor, 83 %, 1le) oznaden téz PSK5. K indukci
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tohoto genu dochazi pii napadeni piadnimi houbovymi patogeny jako napiiklad Fusarium
oxysporum (Shen & Diener 2013). Podobn¢ reaguje i dalsi gen ztohoto lokusu
Cab044543.1 (AT3G10080.2 RmIC-like cupins superfamily protein, 85 %, < 1e2%),
ktery vyznamné reagoval na pfitomnost dalsiho houbového patogenu Sclerotinia
sclerotiorum (Zhao et al. 2007). | v ptipad¢ napadeni nadorovitosti byla pozorovana
vyrazné zvySena exprese tohoto genu po 26 dnech od inokulace (Siemens et al. 2006).
Potencialné velice slibny kandidat v tomto lokusu Cab044540.1 (AT3G09820.2 kinase
superfamily, 90%, 9e®) koduje PATTERN-TRIGGERED IMMUNITY (PTI)
COMPROMISED RECEPTOR-LIKE CYTOPLASMIC KINASE 1 neboli PCRK1. U toho
genu byla prokazana vyznamna role PTI imunitni odpovédi k dal§imu houbovému
patogenu Pseudomonas syringae (Sreekanta et al. 2015). Posledni kandidatni gen
v tomto lokusu je Cab044523.1 (AT3G09520.1 exocyst subunit exo70 family protein H4,
81 %, < 1e2%) zpuisobujici zesileni stén povrchovych bunék ukladanim kalézy, tim by
potencionalné mohla byt pro zoospory nadorovitosti mén¢ prostupna (Kulich et al. 2015).
Chromozom A0l neni typickym mistem, kde by piedchozi studie objevily R lokus
k nadorovitosti kromé jedné vyjimky v piipadé¢ Crr2. Nicméné po lokalizaci daného
R lokusu bylo zjisténo, ze se nachazi v jiné oblasti chromozomu a se zde popsanym

lokusem BnAQO1_0308 se ani vzdalené neptekryva (Suwabe et al. 2003).

6.2.7 Lokus BnA08_0009

Nejvétsi pocet R lokust k nadorovitosti u B. rapa bylo nalezeno na chromozomu A03,
nemalé mnozstvi bylo identifikovano také na chromozomu A08 (Suwabe et al. 2003; Yu
etal. 2017). Vysledky z SNP asociacni analyzy ukézaly pfitomnost R lokusu oznaceného
BnA08 0009 také na chromozomu AO08 (tab.20, obr.27). Nicméné pii porovnani
lokalizace dvou znamych R lokusi Crrl a Rcr9 se zde popisovanym BnA08 0009 nebyla
nalezena ani Castecna shoda v poloze. Poloha tohoto lokusu je ur¢ena na zakladeé dvou
genu se siln€ asociovanymi SNP markery: Cab008408.1 (AT1G53850.2 20S proteasome
alpha subunit E1, 92 %, 77, -log10P = 4,44) a Cab008409.1 (AT1G53750.1 regulatory
particle triple-A 1A, 94 %, 2e*>°, -log10P = 4,50). Prvni z téchto dvou genii je zahrnut
i mezi kandidatni geny, protoze se zapojuje do obrannych reakci proti patogentim,
konkrétné disponuje RNAzovou aktivitou s proteiny viru salatové mozaiky (Dielen et al.
2011). Kromé tohoto genu bylo v tomto lokusu objeveno dalsich pét potencialnich gent
dulezitych pro reakci proti nadorovitosti: Cab008410.1 (AT1G53730.2 STRUBBELIG-
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receptor family 6, 89 %, 6e'4'), Cab008403.1 (AT1G53990.1 GDSL-motif lipase 3,
84 %, 5e®7), Cab008404.1 (AT1G53990.1 GDSL-motif lipase 3, 82 %, 1e®°),
Cab008405.1 (AT1G53920.1 GDSL-motif lipase 5, 90 %, 2e3%) a Cab008406.1
(AT1G53910.3 related to AP2 12, 81 %, 2e°*). Kromé genu STRUBBELIG-receptor
family 7 s serin/thereonin kinazovou aktivitou a rozpoznavaci doménou Leucine-rich
repeat potencionalné rozpoznavajici elicitory patogenti se mezi kandidatnimi geny
nachazi trojice GDSL lipaz. Cab008403.1, Cab008404.1 a Cab008405.1 tvoii
tandemovou trojici GDSL-motif lipase téz GLIP3 a GLIP5. Tyto geny disponuji
schopnosti reakce na stresové hormony ET, SA, JA, auxin a zapojuji se do obrannych
reakci proti patogeniim, a také jsou brany mezi dalezitou soucédst obranného aparéitu
rostlin (Han et al. 2019). Ke zvyseni exprese GLIP3 dochazi pii napadeni houbovymi
patogeny, zaroven jsou v piimé interakci se znamymi MAP kinazovymi drahami
zapojenymi do obrannych reakcich (Han et al. 2019). V ptipadé zvysené exprese GLIP3
dochazelo k rezistenci napiiklad vic¢i houbovému patogenu Botrytis cinerea, naopak
ugenu GLIP5 byl prokazan vliv na rezistenci u houbového patogenu Alternaria
brassicicola (Oh et al. 2005). Vysokou podobnost trojice Cab008403.1, Cab008404.1 a
Cab008405.1 lIze vidét i ke genu AT1G53940.1 GDSL-motif lipase 2, téz GLIP2, ktery
pusobi jako negativni regulator auxinu. Jeho role v obrannych reakcich byla rozpoznana
napiiklad u patogenu Erwinia carotovora (Lee et al. 2009). Poslednim kandidatnim
genem v tomto lokusu je Cab008406.1 (AT1G53910.3 related to AP2 12, 81 %, 2e4),
oznacen také jako ERF74, ETHYLENE RESPONSE FACTOR 74, RAP2.12, RELATED
TO AP2 12. Posledni studie ukazuji, Ze tento gen je soucasti mnoha mechanismu

reagujici na stres u rostlin (Yao Yuan et al. 2017).

6.2.8 Lokus BnC02_0414

Rezistentni lokus BnC02_0414 se rozklada ptiblizné 41M bazi do zac¢atku chromozomu
CO02 (tab. 16, obr. 23). Jeho vymezeni je zalozené na Ctyf genech S velmi signifikantni
asociaci SNP markertt Bo2g132400.1 (-log10P =4,76), Bo2g132420.1 (-log10P = 4,44),
B02g132450.1 (-log10P = 4,82) a B0o2g133520.1 (-log10P = 4,75). Vyse zminény gen
B02g132400.1 (AT5G47500.1 Pectin lyase-like superfamily protein, 93 %, 7e%)
predstavuje jeden z kandidatnich gent, jehoz vybér byl jiz diskutovan v kapitole 6.2.4.
Celkem bylo v tomto lokusu oznaceno sedm kandidatnich gent. Prvni z nich
B02g132320.1 (AT5G47370.1 Homeobox-leucine zipper protein 4 (HB-4)/HD-ZIP
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protein, 86 %, 1e°°) oznacovan také jako HAT2 je indukovan auxinem a podili se na
regulaci tohoto hormonu. Nefunk¢nost tohoto genu vede k naruSeni imunitni odpovédi
u rostlin, coz bylo ukazano u viru okurkové mozaiky (Zou et al. 2016). Zbyvajici
kandidatni geny jsou B0o2g132340.1 (AT5G47390.1 myb-like transcription factor family
protein, 81 %, 2e''’), Bo2g132400.1 (AT5G47500.1 Pectin lyase-like superfamily
protein, 94 %, 7e®%), Bo2g132430.1 (AT4G00940.3 Dof-type zinc finger DNA-binding
family protein, 96 %, 0.15), B02g132440.1 (AT5G47530.1 Auxin-responsive family
protein, 85 %, 7e1’"), Bo2g133610.1 (AT5G47750.1 (D6 protein kinase like 2, 89 %,
< 1e2%%) a B02g133620.1 (AT3G20520.1 SHV3-like 3, 83 %, 1e1'7). Sestice zminénych
kandidatnich gent uz byla diskutovana v ramci kapitoly 6.2.4. V ptipad¢ tohoto lokusu
lze pozorovat ¢aste¢nou podobnost s lokusem BnA02_0265, jedna se pravdépodobné
0 homoelogni oblast mezi chromozomy A02 a C02. K tomuto faktu ptispiva i zastoupeni
specifickych a nespecifickych SNP markera, kde je mozno pozorovat vétsi zastoupeni
nespecifickych SNP. Vyjimku tvoii gen B02g133520.1 (AT5G47630.3 mitochondrial
acyl carrier protein 3, 86 %, 9¢°2), ktery obsahuje specifické SNP markery. V tomto
ptipadé je mozné predpokladat, ze oba lokusy zde zminéné lokusy na A02 a C02
predstavuji redlné funkcni rezistentni oblasti proti nadorovitosti zdédéné z predkl
B.rapa a B. oleracea. Pti porovnani pfedchozich studii zabyvajici se rezistentnimi
lokusy k nadorovitosti u B.napus i B. oleracea, nebyl nalezena zadna predchozi

informace o existenci R lokusu v této oblasti.

6.2.9 Lokus BnC07_0238

Lokus BnC07_0238 je druhym nalezenym R lokusem na chromozomu CO7 (tab. 17,
obr. 24). Jeho vymezeni je dano né€kolika siln€ asociovanymi SNP v genu Bo7g063960.1
s nejvyssi hodnotou -logl0P = 5,41. V této oblasti bylo ur¢eno mnoho kandidatnich
gend, nicméné hlavni kandidat predstavuje jiz zminény gen B079063960.1
(AT5G67200.1 Leucine-rich repeat protein kinase family protein, 84 %, < 1e?%) a to
nejen kvili mnoZstvi siln€ asociovanych SNP markerti. Tento gen je tvofen typickymi
leucin doménami s rozpoznavaci funkci. Prostfedni oblast napovida a pravdépodobném
transmembranovém charakteru vysledného proteinu. Posledni ¢ast je tvotena kindzovou
doménou. Mutanti tohoto genu jsou tolerantni k nékterym typum stresu (ten Hove et al.
2011). Druhym kandidatnim genem pattici mezi Leucine-rich repeat kinase family je
B07g063860.1 (AT5G67280.1 Leucine-rich repeat kinase family, 87 %, < 1e2%). Studie,
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které se timto genem zabyvaji ukazuji, ze je dulezitym prvkem obrannych reakci
(Schwessinger et al. 2011; Gouhier-Darimont et al. 2013; Cole & Diener 2013). Dalsim
kandidatnim genem je B07g063830.1 (AT5G67300.1 myb domain protein rl, 83 %,
< 1e2%), ktery piimo reguluje TF WRKY pfi napadeni houbovym patogenem (Sung
Shim & Do Choi 2013). Mezi kandidatni geny byla také zafazena dvojice homolognich
genti dulezitych pro organizaci bunénych stén a syntézu sekundarni struktury
bunéénych stén: B07g063910.1 (AT5G67230.1  Nucleotide-diphospho-sugar
transferases superfamily protein, 79 %, 6e-*) a B07g063930.1 (AT5G67230.1
Nucleotide-diphospho-sugar transferases superfamily protein, 81 %, < 1e2%),
Strukturnich zmén v bunénych sténach, a tim potencialné vytvareni mechanickych
barier proti proniknuti zoospory nadorovitosti by se mohl také ucastnit gen
B07g063950.1 (AT5G67210.1 IRREGULAR XYLEM protein (DUF579), 88 %, < 1e72%)
zodpovédny za ukladani xylanu v bunéénych sténach (Brown et al. 2011). Vyznamnym
kandidatem tohoto lokusu je také Bo7g064010.1 (AT5G67160.1 HXXXD-type acyl-
transferase family protein, 79 %, < 1e2%), také ENHANCED PSEUDOMONAS
SUSCEPTIBILTY 1 (EPS1), ktery funguje jako regulace biosyntézy SA pfii napadeni
patogeny (Zheng et al. 2009). Na vyznamu pro reakci tohoto genu piidava i studie Chen
et al. (2016), kde bylo zjisténo, ze po 72 a 96 hodinach od inokulace spory dochazi
11 resp. 12 nasobné expresi tohoto genu. Ke zvySeni exprese genu pii napadeni jiného
houbového parazita Sclerotinia sclerotiorum 3,65% je zodpovédny kandidatni gen
Bo79064000.1 (AT5G67180.4 target of early activation tagged (EAT) 3, 79 %, 5e)
(Zhao et al. 2007). Za interakce dalsiho kandidatniho genu tohoto lokusu Bo7g063900.1
(AT5G67250.1 SKP1/ASK1-interacting protein 2, 83 %, < 1e2%) dochazi
hypersenzitivni reakci a nasledné apoptoze napadené bunky (van den Burg et al. 2008).
Dal§imi kandidatnimi geny jsou Bo7g063880.1 (AT5G67260.2 CYCLIN, 84 %, 4e®°),
Bo79g063820.1 (AT5G67310.1 cytochrome P450, family 81, subfamily G, polypeptide 1,
77 %, 2¢1%), Bo79063890.1 (AT5G40770.1 prohibitin 3, 92 %, 0,14), Bo79063980.1
(AT5G67190.1 DREB and EAR motif protein 2, 87 %, 1e'%) a B079063990.1
(AT3G12490.2 cystatin B, 79 %, 8e?) zejména kvilli jejich interakci s auxinem,
strukturnimi zménami stén a reakcemi na stresové podminky. V pfipad€ porovnani
oblasti tohoto lokusu s nékolika malo studiemi, které se zamétovaly na rezistentni lokusy

pro nadorovitosti u B. napus a B. oleracea nebyla nalezena zadna shoda.
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6.3 GEM asocia¢ni analyza

Provedenim GEM asocia¢ni analyzy bylo odhaleno 992 signifikantné asociovanych
gend, z nichz 19 piekro€ilo stanovenou hranici -log10P 3,5. Umisténi téchto 19 gend
bylo na vice nez poloviné chromozémi (A05, A07, C02, C03, C04, C05, C06, C0O7, C08
a C09) s pievahou vyskytu na chromozomech C pochazejici z B. oleracea (tab. 21,
obr. 28). Naslednymi dopliikovymi analyzami GO, InterPro a blastn s geny A. thaliana
klesl pocet kandidatnich genti na 12. Nejvyssi hodnota -log10P 4,50 a 4,38 byla pfifazena
dvojici ortolognich genti Bo5g110070.1 (AT4G15330.2 cytochrome P450, family 705,
subfamily A, polypeptide 1, 77 %, 8e%) a Cab031551.1 (AT4G15330.2 cytochrome
P450, family 705, subfamily A, polypeptide 1, 78 %, 2,5¢®") znamych také jako
CYP705A1. Tato cytochrom monooxidaza je indukovana pfitomnosti padniho
houbového patogenu Pythium irregulare za regulace JA. Spolu s arabidiol syntazou
ABDS katalyzuji biosyntézu terpent DMNT Vv kotenech, coz v kone¢ném dusledku vede
k rezistenci ke zminénému pudnimu patogenu (Sohrabi et al. 2015). Vzhledem
k vrcholovému postaveni téchto dvou ortolognich genti cytochrom P450 monooxiddzy,
Ize ptedpokladat velky vyznam téchto gend a moznost podobného obraného mechanizmu
proti pudnimu patogenu P. brassicae. Dalsi kandidatni gen (-log10P = 4,30) piedstavuje
BnaC09g21650D (AT5G23590.2 DNAJ heat shock N-terminal domain-containing
protein, 88 %, 8e1%), u kterého byla ukdzana vazba na stresem indukované NAC
transkripéni faktory (Tran et al. 2004). Nasledujici kandidatnim genem je
Bo6rg099860.1 (AT3G20050.1 T-complex protein 1 alpha subunit, 97 %, 2e). Tento
TCP-1 gen oznacen téz jako heat shock protein 60 nebyl u rostlin vyznamné zkouman,
nicméné u zivoCichti jsou podobné geny dobie charakterizovany jako geny podilejici se
na imunitni odpovédi a bunétné smrti (Tsan & Gao 2009). Posledni studie tykajici se
tohoto genu ukazala, Ze jeho exprese se signifikantné zvysuje pfi napadeni Xanthomonas
campestris zpuasobujici vyznamné onemocnéni u brukvovité zeleniny podobné jako
nadorovitost. Mechanismus a zaclenéni do obrannych reakci vSak neni pfesné¢ znam
(Hwang et al. 2012a). Velice vyznamnym kandidatnim genem je také B0o5g110030.1
(AT4G15340.1 pentacyclic triterpene synthase 1, 81 %, 4e), nazyvany zkracen& PENLI.
Tento R gen je ¢lenem specifické rodiny syntax proteini, kterd jsou klicovymi ¢astmi
sekre¢niho obranného mechanismu proti houbovym patogentim ze skupiny Erysiphales
(Bracuto et al. 2017). Pritomnost velmi vysoké asociace toho genu vreakci na

nadorovitost napovida, ze by podobny mechanismus sekrece antipatogennich latek mohl
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existovat i v reakci na nadorovitost. Dalsi zastupce kandidatnich gent tvofi homoelogni
dvojice genti BnaA10g08980D (AT2G34470.2 urease accessory protein G, 88 %, 3e™?)
aB07g050230.1 (AT2G34470.2 urease accessory protein G, 90 %, 9¢8). Tyto geny jsou
kli¢ovym aktivatorem ureazy u rostlin (Myrach et al. 2017). Samotna ureaza, kromé
jinych funkci, je také vyznamnym c¢lankem v obrané proti hmyzim a houbovym
patogenum (Carlini & Ligabue-Braun 2016). Vzhledem K pifitomnosti téchto gent
v asociaci na odolnost k nadorovitosti miizeme piedpokladat, ze i v tomto pripadé bude
aktivace ureazy hrat roli v boji proti tomuto patogenu. Kromé aktivatoru ureazy se mezi
kandidatnimi geny nachazi také galaktosyl transferaza Bo5g025700.1 (AT1G18690.4
Galactosyl transferase GMA12/MNN10 family protein, 88 %, < 1e2%), ktery se podili
na prenosu xyloglukanti. Témto metabolitim je v nékterych ptipadech také piipisovana
bazalni obrana proti patogenti (Claverie et al. 2018). Na regulaci stresového hormonu ET
se podili dalsi kandidatni gen Bo6rg078020.1 (AT3G61700.4 helicase with zinc finger
protein, 85 %, 4¢°°) (Paepe et al. 2004). Kromé& ET hormonu reaguje na jiny stresovy
hormon cytokinin nasledujici kandidatni gen Cab012755.1 (AT3G61630.1 cytokinin
response factor 6, 74 %, 2,5e™>1). Konkrétné tento gen Vv zavislosti na cytokininu reguluje
auxinové transportéry. Nerovnovaha téchto dvou hormont je kli€ovym prvkem, ktery
P. brassicae narudi a dochdzi ke vzniku nadorti (Simaskova et al. 2015). Dalim
kandidatnim genem spojenym s auxinem je B099g142300.1 (AT1G17760.1
Tetratricopeptide repeat (TPR)-like superfamily protein, 90 %, 9e™). Tento gen jinak
oznacovany jako CLEAVAGE STIMULATION FACTOR 77, CSTF77 je soulasti
polyadenyla¢ni upravy mRNA signdlnich genli auxinu. NaruSeni jeho funkce vede
k redukci citlivosti na auxin (Zeng et al. 2019). Vzhledem k tomu, Ze pfi¢inou vzniku
nadort je nadbytek auxinu, mohly by napiiklad genotypy se zménou v tomto genu
reagovat odliSn¢ a naddory nevytvaret. Poslednim kandidadtnim genem je Bo8g051310.1
(AT4G26420.1 S-adenosyl-L-methionine-dependent methyltransferases superfamily
protein, 78 %, 6e*), oznadeny také jako GAMT1, GIBBERELLIN
METHYLTRANSFERASE 1. Tento gen je schopen reagovat na stresové faktory. Vysoka

exprese tohoto genu vedla naptiklad ke zvysené toleranci proti suchu (Nir et al. 2014).
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(. Zavér

V ramci této prace je hodnocena odolnost k nadorovitosti u kolekce genotypt B. napus
s osekvenovanym transkriptomem. Fenotypova data v podobé¢ indexu napadeni jsou poté
pouzita ke dvéma asociativnim analyzam, jejichz vysledek piredstavuji nalezené
rezistentni lokusy a geny asociované s DI. Na zéklad¢ anotace jsou poté navrzeny
kandidatni geny, které se podileji na obranné reakci proti nadorovitosti u B. napus.

Pti celkovém hodnoceni miry poSkozeni kofenového systému u testovanych zastupcii
kolekce je patrna existence mensi skupiny odolnych genotypli a pievazujici podil
nachylnych az velmi citlivych genotypu. Tyto genotypy jsou dle histogramu rozmistény
do kategorii od ¢aste¢né rezistentni az po velmi citlivé v podobné pfipominajici normalni
rozlozeni. Ztéchto vysledki mlizeme predpoklddat, Ze podstata rezistence
k nadorovitosti je zaloZena jak kvalitativné pritomnosti/nepfitomnosti R genu, tak
kvantitativné mnoha genech mensiho u¢inku.

Vysledek asociaéni SNP analyzy ukazuje na podobny zavér, kdy je zde zfejmy jeden
velmi siln¢ asociovany lokus BnAO3_0263 na chromozomu A03 a jeho stinovy lokus
BnC02_0414 na chromozomu CO7. Tento lokus patrné obsahuje dominantni R gen.
Zbylé identifikované lokusy jsou charakteristické mensi mirou asociace a je proto mozné,
ze obsahuji geny s mensim obrannym G¢inkem podilejici se na kvantitativni rezistenci.
Zminény lokus BnA03_0263 obsahuje tandemovou sekvenci Sesti rezistentnich gend
typu TIR-NBS-LRR, z nichz jeden z nich je pravdépodobny kauzalni R gen pro plnou
odolnost. Navzdory velké podobnosti téchto gent, nejvyssi podobnost s diive
naklonovanym genem R genem nadorovitosti u B. rapa piedstavuje BnaA03g45000D
(Ueno et al. 2012). Pii porovnani vysledkic GEM asociativni analyzy pro jednotlivé
R geny v tandemu, vyrazné vyssi asociace se nachazi pravé na genu BnaA03g45000D.
Obecné k dulezitosti celého tohoto lokusu ptispiva také fakt, Ze ortologni oblast
v genomu B. rapa oznacena jiz diive za R lokus se s timto lokusem piekryvaji (Yu et al.
2017).

V zavéru SNP analyzy je také nutné zminit dal$i dva velmi slibné R lokusy. V prvnim
pfipadé¢ se jedna o asociovany lokus BnAO2_0286, ktery nebyl publikovan ani
u pfibuznych druhti. Hlavnim kandidatem se jevi Cab009348.1, ktery pifimo obsahuje
siln€ asociovany SNP marker. Zaroven jeho AT ortolog je v pfimé interakci S dilezitym
R genem PEN3 (Campe et al. 2016). V druhém piipade se jedna o lokus BnAO3_0186

sjeho tandemovou sekvenci ¢tyi Leucine-rich repeat transmembranovych kinaz,
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u kterych je prokazana spojitost s genem CERK1 se schopnosti rozpoznavat chitin hub
(Le et al. 2014). Prvni ztéchto genti Cab004504.1 obsahuje ve své sekvenci silné
asociovany SNP marker, a tudiz i pravdépodobnym kauzalni genem tohoto lokusu.
Celkovy vysledek SNP asociativni analyzy predstavuje 89 asociovanych SNP markera
sdruzenych do deviti R oblasti. Tyto lokusy zahrnuji 392 genti, z nichZz naslednou
anotaci, GO a InterPro analyzou bylo vybrano 66 kandidatnich gend.

Vysledkem GEM asociacni analyzy by v idealnim piipadé mély byt pti¢inné geny
lokalizované v lokusech SNP asociacni analyzy. Pfi striktné nastavené prahové hodnoté
pro geny snejvyssi asociaci k tomu vysledku nedoslo. Nicméné i tak se nejvice
asociované geny na urcité formé¢ obranné reakce podileji. Dvojice nejvice asociovanych
gend piedstavuji dva cytochrome P450 ortologni geny Bo5g110070.1 a Cab031551.1.
U této cytochrom monooxidazy byla objevena indukce za piitomnosti houbovych
patogent.. Spolu s timto genem dochazi také k indukci arabidol syntazy katalyzujici
biosyntézu nékterych terpent v kofenech, coz v kone¢ném dusledku vede i rezistenci
proti patogenu (Sohrabi et al. 2015). Princip obrany proti nadorovitosti mize nastinit
I dalsi dvojice silné asociovanych geni urease accessory protein G BnaA10g08980D a
Bo79g050230.1. Tyto geny slouzi k aktivaci uredzy v pletivech rostlin. Kromé jinych
funkci bylo u uredz rozpoznana obranna funkce proti houbovym patogentim (Carlini &
Ligabue-Braun 2016). V neposledni fadé je nutné zminit i velice zajimavy gen
B0o59g110030.1 nazyvany jako PEN1. Tento gen hraje klicovou roli v obranném
mechanismu proti houbovym patogenim skupiny Erisiphales (Bracuto et al. 2017).
Celkovy vysledek z GEM asociativni analyzy ukazuje na 19 asociovanych gentl, z nichZ
naslednymi analyzami bylo vybrano 12 kandidatnich genl. V piipadé vysledki z této
analyzy se nabizi nékolik otazek jako naptiklad odliSnost asociovanych gent od vysledkt
ze SNP analyzy, ktera by se dala vysvétlit pivodem dat, ze kterych jsou exprese genti
ziskany. Vzorky pro RNAseq byly odebirany z listii, nicméné exprese genti v kotfenech,
kde k interakci mezi patogenem a rostlinou dochézi, mohou mit odlisné exprese gent.
Nicméné tako analyza také pfinesla dv€ zajimavé otdzky, napiiklad zda nekteré terpeny
nebo ureazy mohou slouzit v pletivech jako obranné latky proti tomuto houbovému
patogenu.

Celkoveé takto prace pifinasi mnoho nového v boji proti nadorovitosti kostalovin.
V piipadé hodnoceni kolekce genotypli ukazuje na samotné zdroje rezistence. Nasledné
asociativni analyzy také pfimo na SNP markery pro MAS, i pfimo na potencialni geny a

navrh mechanismu rezistence proti tomuto patogenu.
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Priloha

Tab. 29: Seznam testovanych genotypti B. napus a vypocéitanych DI, popis jednotlivych

polozek pievzat z prace Havlickova et al. (2018)

genotyp popis D]
Alaska Modern winter OSR 83,33
Pirola Modern winter OSR 77,78
Agalon Modern winter OSR 77,78
Picasso Modern winter OSR 88,89
Lord Modern winter OSR 50,00
Rodeo Modern winter OSR 88,89
Rapid Modern winter OSR 100,0
Pacific Modern winter OSR 66,67
Savannah Modern winter OSR 73,33
Missouri Modern winter OSR 83,33
Manitoba Modern winter OSR 66,67
Ladoga Modern winter OSR 66,67
Atlantic Modern winter OSR 66,67
Cooper Modern winter OSR 83,33
Idol Modern winter OSR 33,33
Lirajet Modern winter OSR 100,0
Lisabeth Modern winter OSR 25,00
Lipid Modern winter OSR 83,33
Lipton Modern winter OSR 77,78
Lisek Modern winter OSR 66,67
Lion Modern winter OSR 100,0
OASE Modern winter OSR 83,33
Apex Modern winter OSR 46,67
Laser Modern winter OSR 46,67
Fortis Modern winter OSR 60,00
Roxet Modern winter OSR 66,67
NK Bravour Modern winter OSR 66,67
NK Fair Modern winter OSR 75,00
Sansibar Modern winter OSR 100,0
SWGospel Modern winter OSR 33,33
Verona Modern winter OSR 41,67
Musette Modern winter OSR 100,0
Kvintett Modern winter OSR 83,33
Falstaff Modern winter OSR 50,00
SW Sinatra Modern winter OSR 58,33
Viking Modern winter OSR 83,33
Aragon Modern winter OSR 66,67
Gefion Modern winter OSR 44 44
Nugget Modern winter OSR 66,67
SLM 0413 Modern winter OSR 77,78
SLM 0512 Modern winter OSR 66,67
LSF 0519 Modern winter OSR 66,67
Beluga Modern winter OSR 66,67
Ascona Modern winter OSR 0,00
Campari Modern winter OSR 83,33
Caramba Modern winter OSR 100,0
Duell Modern winter OSR 66,67
Express 617 Modern winter OSR 66,67
Orlando Modern winter OSR 100,0
Pollen Modern winter OSR 88,89
Prince Modern winter OSR 100,0
Wotan Modern winter OSR 66,67
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Tab. 29 (pokracovani): Seznam testovanych genotypt B. napus

genotyp popis D]

NK Nemax Modern winter OSR 100,0
AMBER X COMMANCHE Winter OSR 55,56
APEX-93 5 X GINYOU 3 Winter OSR 77,78
CANBERRA x COURAGE Winter OSR 66,67
HANSEN X GASPARD Winter OSR 77,78
MADRIGAL x RECITAL Winter OSR 66,67
RAFAL DH1 Winter OSR 83,33
TAPIDOR DH Winter OSR 0,00
EUROL Winter OSR 93,33
NORIN Winter OSR 66,67
OLIMPIADE Winter OSR 100,0
Mansholt Winter OSR 75,00
Sollux Winter OSR 91,67
Akela Winter OSR 0,00
Erox Winter OSR 16,67
Maplus Winter OSR 41,67
Askari Winter OSR 66,67
JetNeuf Winter OSR 77,78
Cobra Winter OSR 66,67
Falcon Winter OSR 66,67
Mohican Winter OSR 66,67
Flip Winter OSR 83,33
Zenith Winter OSR 80,00
Phil Winter OSR 66,67
Leopard Winter OSR 44 44
RESYN-H048 Winter OSR 50,00
Resyn-G$ S4 Winter OSR 83,33
Anja Winter OSR 66,67
Baltia Winter OSR 77,78
Brink Winter OSR 66,67
Coriander Winter OSR 77,78
Dippes Winter OSR 0,00
Doral Winter OSR 83,33
GYizower ...Iquell Winter OSR 75,00
Hokkai 3-Go Winter OSR 66,67
Jantar Winter OSR 0,00
Krapphauser Winter OSR 83,33
Libritta Winter OSR 100,0
Lirakotta Winter OSR 53,33
Madora Winter OSR 0,00
Mestnij Winter OSR 66,67
Moldavia Winter OSR 77,78
Norde Winter OSR 83,33
Panter Winter OSR 66,67
Skziverskij Winter OSR 100,0
Sobotkowski Winter OSR 66,67
Sonnengold Winter OSR 75,00
Wolynski Winter OSR 66,67
V8 Winter OSR 93,33
K26-96 Winter OSR 66,67
WINFRED Winter fodder 0,00
EMERALD Winter fodder 0,00
FORA Winter fodder 66,67
Binera Winter fodder 91,67
Dwarf Essex Winter fodder 93,33
Michinaku natane Winter fodder 66,67
Nunsdale Winter fodder 66,67
Samo Winter fodder 66,67
Silona Winter fodder 100,0
Chuosenshu Exotics Winter vegetable 66,67
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Tab. 29 (pokracovani): Seznam testovanych genotypt B. napus

genotyp popis DI
Taisetsu Exotics Winter vegetable 83,33
Q100 Exotics synthetic 100,0
BRAUNER SCHNITTKOHL Exotics Siberian kale 66,67
CHEMBERE DZAGUMHANA Exotics unspecified 66,67
COUVE NABICA Exotics cauve nabica 66,67
RAGGED JACK Exotics rape kale 0,00
RED RUSSIAN Exotics Siberian kale 0,00
SLAPSKA, SLAPY Exotics unspecified 83,33
ABUKUMA NATANE Exotics Winter OSR 83,33
WILD ACCESSION Exotics wild accession 0,00
SWU Chinese 1 Exotics Semiwinter OSR 50,00
SWU Chinese 2 Exotics Semiwinter OSR 66,67
SWU Chinese 3 Exotics Semiwinter OSR 33,33
SWU Chinese 5 Exotics Semiwinter OSR 66,67
SWU Chinese 8 Exotics Semiwinter OSR 11,11
SWU Chinese 9 Exotics Semiwinter OSR 58,33
Drakkar Spring OSR 0,00
WESTAR DH Spring OSR 0,00
YUDAL Spring OSR 66,67
CRESOR Spring OSR 83,33
MARINKA Spring OSR 0,00
NIKLAS Spring OSR 66,67
TARGET Spring OSR 0,00
MONTY-028DH Spring OSR 0,00
N01D-1330 Spring OSR 44,44
SURPASS400-024DH Spring OSR 0,00
CUBS ROOT Spring OSR 66,67
DUX Spring OSR 0,00
ERGLU Spring OSR 66,67
LINETTA Spring OSR 25,00
MAZOWIECKI Spring OSR 50,00
WEIHENSTEPHANER Spring OSR 0,00
Alku Spring OSR 0,00
Bronowski Spring OSR 75,00
Duplo Spring OSR 22,22
Janetzkis Sommerraps Spring OSR 0,00
Nugget Spring OSR 50,00
Spaeths Zollerngold Spring OSR 0,00
SvalsfOs Gulle Spring OSR 0,00
Topas Spring OSR 66,67
Tribute Spring OSR 0,00
Wesway Spring OSR 66,67
Tower Spring OSR 0,00
Ability Spring OSR 0,00
Clipper Spring OSR 33,33
Larissa Spring OSR 0,00
Magma Spring OSR 0,00
Monty Spring OSR 83,33
Mozart Spring OSR 0,00
Pauline Spring OSR 13,33
Sophia Spring OSR 6,67
Tribune Spring OSR 66,67
Trigold Spring OSR 0,00
Rivette Spring OSR 83,33
Adamo Spring OSR 0,00
Altex Spring OSR 0,00
Andor Spring OSR 0,00
Bingo Spring OSR 0,00
Callypso Spring OSR 0,00
Concord Spring OSR 0,00
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Tab. 29 (pokracovani): Seznam testovanych genotypt B. napus

genotyp popis DI
Conny Spring OSR 0,00
Czyzowska Spring OSR 22,22
Daichousen (fuku) Spring OSR 66,67
Daichousen (mizuyasu) Spring OSR 0,00
Daichousen (nakano) Spring OSR 0,00
Erake Spring OSR 0,00
Furax Spring OSR 0,00
Giant Xr707 Spring OSR 0,00
Gisora Spring OSR 0,00
Hankkija's Lauri Spring OSR 75,00
Kajsa Spring OSR 0,00
Korall Spring OSR 6,67
Korinth Spring OSR 0,00
Kosa Spring OSR 0,00
Kruglik Spring OSR 50,00
Lirafox Spring OSR 0,00
Lirasol Spring OSR 0,00
Liraspa Spring OSR 80,00
Lirawell Spring OSR 0,00
Lisandra Spring OSR 100,0
Loras Spring OSR 0,00
Mali Spring OSR 0,00
Maris Haplona Spring OSR 0,00
Miyauchi Na Spring OSR 66,67
Mlochowski Spring OSR 66,67
Nakate Chousen Spring OSR 33,33
Nosovskij 9 Spring OSR 0,00
QOdin Spring OSR 66,67
Olivia Spring OSR 33,33
Omega Spring OSR 83,33
Optima Spring OSR 0,00
Pivot Spring OSR 66,67
Puma Spring OSR 0,00
Pura Spring OSR 77,78
Reston Spring OSR 0,00
Sv 705152 Spring OSR 16,67
Sv 706118 Spring OSR 0,00
Sv 716 Spring OSR 0,00
Sv 75716 Spring OSR 22,22
Tanka Spring OSR 0,00
Toro Spring OSR 0,00
Triton Spring OSR 0,00
Wesbell Spring OSR 66,67
Wesreo Spring OSR 0,00
Wesroona Spring OSR 50,00
Willi Spring OSR 0,00
Ww 1286 Spring OSR 0,00
Ww1289 Spring OSR 66,67
Zachodni Spring OSR 66,67
Zairai Chousenshu Spring OSR 6,67
VIGE DH1 Swede 0,00
FORTIN FAMILY swede 66,67
KOHALIK SININE swede 100,0
LORD DERBY swede 53,33
TURNIP/RUTABAGA HYBRID synthetic swede 0,00
VOGESA swede 0,00
BRONZE TOP swede 100,0
HUGUENOT swede 55,56
PIKE swede 0,00
Wilhelmsburger swede 0,00
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Tab. 29 (pokracovani): Seznam testovanych genotypt B. napus

genotyp popis D]

Aberdeenshire Prize swede 66,67
Altasweet swede 0,00
Bangholm PT swede 0,00
Conqueror Bronze Green Top swede 0,00
Drummonds Purple Top swede 66,67
Essex Model swede 0,00
Parkside swede 0,00
Purple Top swede 0,00
Scotia swede 0,00
Tankard Bronze Top swede 0,00
Tina swede 0,00
Brandhaug swede 0,00
Troendersk Kvithamar swede 0,00

Tab. 30: Seznam signifikantnich SNP markerd s hodnotou -log10P > 4

snp -log10P \ snp -log10P

B0o79107580.1:660:T 7,74 Cab009348.1:486:A 4,77
B079107550.1:1824:G 7,72 B02g132400.1:555:C 4,76
B079107550.1:2157:G 7,72 B02g133520.1:179:G 4,75
Cab002008.1:1614:C 7,62 B02g133520.1:342:A 4,71
B079107550.1:766:G 7,31 Cab001952.1:906:T 4,70
Cab002008.1:1512:G 7,20 B02g133520.1:220:T 4,67
Cab002008.1:474:T 6,93 Cab009348.1:330:C 4,66
Cab002008.1:1746:T 6,90 B02g132450.1:660:A 4,65
Cab002008.1:1287:G 6,88 Cab002008.1:1251: T 4,61
Bo79107550.1:1689:C 6,79 Cab002008.1:2049:G 4,59
Cab002008.1:1992:C 6,56 Bo6rg092820.1:59:C 4,58
Cab002008.1:1350:C 591 B02g132450.1:969:C 4,56
B079107550.1:2061:C 5,91 Cab009371.1:1047:G 4,54
Cab002008.1:1755:T 572 Cab009371.1:1132:C 4,54
Cab002008.1:2226:C 5,68 Cab008409.1:258:T 4,50
Cab002008.1:2124:C 5,54 B079063960.1:1695:C 4,49
Cab002015.1:1445:A 5,52 Cab026524.1:1271:A 4,44
B07¢107550.1:801:T 5,48 B02g132420.1:84:A 4,44
Cab004517.1:720:A 5,44 Cab008408.1:429:T 4,44
B079063960.1:1696:G 541 B08g092900.1:1530:A 4,43
Cab004517.1:904:G 5,22 Cab009377.1:171:C 4,42
Cab009371.1:951:C 5,15 B079107550.1:1038:C 4,40
Cab009348.1:783:G 511 Cab009364.2:405:T 4,35
Cab009371.1:774:T 5,09 Cab009371.1:978:C 4,33
B079107550.1:2049:G 5,07 Cab009348.1:534:G 4,33
Cab003906.2:855:A 5,04 Cab009348.1:458:G 4,31
Cab009371.1:833:T 5,04 B02g132450.1:342:C 4,31
Cab009348.1:414:C 5,02 Cab019119.1:2004:G 4,29
Cab009348.1:415:G 5,02 Cab026524.1:1416:T 4,25
Cab009348.1:801:C 4,92 Cab001952.1:855:G 4,25
Cab002089.1:147:G 4,90 Cab001952.1:774:C 4,24
Cab002089.1:145:A 4,90 Cab044541.1:624:T 4,21
Cab009371.1:189:A 4,90 Cab044542.1:576:C 4,20
Cab009371.1:555:C 4,89 B079065080.1:1176:T 4,19
Cab009348.1:624:C 4,88 Cab010956.1:645:A 4,18
Cab009364.2:678:C 4,86 B02g132400.1:993:A 4,15
Cab001952.1:768:A 4,85 Cab024123.2:2097:C 4,14
Cab009364.2:477:C 4,82 Cab002008.1:1944:T 4,13
B02g132450.1:837:G 4,82 Cab006587.2:847:C 4,13
Cab002008.1:498:C 4,82 Cab004504.1:606:T 4,11
Cab009348.1:615:C 4,82 Cab002028.3:1497:C 4,09
Cab002011.1:410:C 4,81 Cab009371.1:1014:T 4,06
B079107580.1:354:A 4,80 B02g132450.1:636:T 4,04
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