2. Literarni piehled

2.1.

Genetické pozadi rodu Brassica L.

Druhy rodu Brassica se vyznacuji obecn¢ velkou genetickou variabilitou.
Zékladni druhy maji nizky po€et chromozomii: B. campestris , B. rapa maji genom
A, n=10; B. nigra - genom B, n=8 a B. oleracea - genom C, n=9. Ostatni druhy jsou
amfidiploidni a vlastni kombinaci genomti zékladnich druht: B. juncea AB (n=18), B.
cernua a B. napus AC (n=19) a kone¢n¢ B. carinata BC (n=17).

Rezistence k L. maculans byla identifikovana u B. rapa subsp. Sylvestris
(Mithen et al., 1987), u druhti s C-genomem (Mithen et Lewis, 1988) u B. napus
(Rimmer et van den Berg, 1992) a kone¢n¢ u druhii obsahujicich B-genom (Chévre et
al. 1996, 1997, Plieske et al. 1998).

Lokalizace gent rezistence na jednotlivych chromozdémech rostlin ukazala, ze
jejich rozd&leni neni nahodné. Casto se vice genii rezistence nachizi na jednom
chromozému a geny jsou soustfedény v blocich, v nichz jsou ve vazbé. V blocich
nebyvaji jen geny rezistence k jednomu patogenu, ale nékdy i k vice rliznym
patogeniim (Lebeda, 1988).

Vsechny druhy rodu Brassica obsahujici B-genom vykazuji absolutni a trvalou
rezistenci k vétSiné, do této doby studovanych, agresivnich izolatd patogena
(Snowdon, Winter et al., 2000). Bylo zjisténo, Ze rezistence vazana na B-genomu je
oligogenné kontrolovéana (Sacristan et Gerdemann, 1986; Sjodin et Glimelius, 1988;
Gugel et al., 1990; Chevre et al., 1996; Struss et al., 1996) a fenotypovy projev této

rezistance u B. nigra, B. juncea a B. carinata je velmi podobny (Plieske et al., 1998).



2.2.

Charakteristika patogena

Z ptiblizné¢ 250 000 druhGt hub zndmych k tomuto datu, jsou asi z 75%
Ascomycota, znichZ pfinejmens$im tfi podtiidy zahrnuji specializované rostlinné
patogeny. Nalezi sem tedy 1 podtiida Dothideomycetidae, kterd zahrnuje
Kudely et al., 2002).

L. maculans byla poprvé popsana Todem v roce 1791. Cernani stonku nalezl na
odumfelém stonku kapusty a patogen nazval Sphaeria lingam. Roku 1849 naSel
Desmazieres stejnou houbu na zivych rostlinach a prejmenoval ji na Phoma (Phoma
lingam). Sexualni stadium P. lingam prvni objevil v roce 1956 Smith. Pojmenoval ho
Leptosphaeria napi. Na L. maculans jméno nakonec zmeénil v roce 1964 Smith,
Sutton, Boerema a van Kesteren (Zhu et Rimmer, 2003).

Leptosphaeria maculans (Desm.) Ces. & de Not. (anamorfa phoma lingam),
nalezici do Celedi Leptosphaeriaceae, je haploidni houba s malym genomem (okolo
34 Mb). Byly vyvinuty Gvodni genové a fyzikalni mapy této houby, a byly
zmapovany tii geny asociované s hostitelskou specificitou (Howlett et al., 2001).

Phoma lingam S$kodi na fepce piedev§im v Australii, Kanadé¢ a Evropé.
Hostitelskymi  rostlinami jsou vSechny péstované brukvovité plodiny (zelenina,
olejniny, picniny, plodiny na =zelené hnojeni) a brukvovité plevele (Statni
rostlinolékatskd zprava, 2004).

Ondrej (1987) popisuje dva rozdilné symptomy vyvolané timto patogenem na
fepce. Jednak listovou skvrnitost na jafe a dale pak odumirdni lodyh v obdobi
dozrévani. Projevu druhého symptomu - rakoviny lodyh, pfedchazi latentni perioda.
Féze napadeni lodyh pti dozrdvani mé sviij pocatek v listové skvrnitosti na podzim a
na jafe. Houba piechazi na lodyhy postupnym proristanim z listli a ne tedy druhotné
vyklicenim pyknospor na lodyhach. Rakoviné lodyh nutné ptfedchazi systematicka
kolonizace listd. Houba se pak §ifi do lodyh intracelularné fapikem, aniz by vyvolala
nekrozu a odumieni. V této fazi je houba vyslovené biotrofni a §ifi se rostlinou bez
projevu vnéjSich symptomt choroby. Druha faze je jiz nekrotrofni. Tyto dvé rozdilné

faze se kazdoro¢né stfidaji. Toto stiidani ovSem plati pouze pro agresivni kmeny



houby. VétSina kment je malo virulentnich a udrzuje se v porostu jen ve fazi
napadeni listd, tedy bez schopnosti intraceluldrniho proniknuti do lodyh .

Ke Skodlivému rozsifeni této choroby na fepce u nas doslo v dobé zavadéni
odrd se snizenym obsahem kyseliny erukové (Flanderkova, 1987). Mezi obsahem
glukosinolatl a rezistenci nebyla nalezena zadna spojitost (Wretblad, 2002).

Prvni vyskyt choroby je mozné zaznamenat jiz na podzim, na starSich listech a
kotenovych krécich. V jarnim obdobi v dubnu a kvétnu se objevuje na kofenovém
kr¢ku vyraznd suchd hniloba, zahnédla mista a zkorkovatélé trhliny. Dochdzi ke
zpozdéni ristu a predCasnému zasychani rostlin. K infekci pletiva a pomalému ristu
mycelia dochazi vétSinou v mistech poranéni 1 pti nizkych teplotich (Holmanova,
2003). Epidemicky vyskyt choroby je zplsoben askosporami, uvolfiovanymi
z peritécii, tvoricich se koncem 1éta a na podzim na zbytcich rostlin, které jsou tedy
hlavnim zdrojem infekce. K nejvétsimu uvolnovani askospor dochazi pti primérné
teploté 15 °C a zvySené srazkové ¢innosti.

V prvnich fazich vyvoje rostliny je patogen schopen proniknout v misté
kotenového kréku bez predchoziho poSkozeni, od fdze 4 — 6 listl je k proniknuti
parazita poskozeni prakticky nutné (Flanderkova, 1987).

Na napadeném pletivu se tvoii pyknidy, viditelné jako drobné cernohnédé
teCky. Pyknidy jsou lahvicovité aZz cockovit¢ a obsahuji dvoubunécné hyalinni
valcovité pyknospory (Caca et al., 1981). Poskozeni listi nema ve vztahu k vynosu
obvykle ptili§ velky vyznam. Nejzavaznéjsi je napadeni kr¢ku v piedjarnim a jarnim
obdobi. V naSich podminkach je nejCastéjsi ptiznak v pozdé¢jsi fenofazi - ve spodni
tretin¢ stonku, kde ma podobu nepravidelné, viceméné ovalné, fialové hnédé
zasychajici skvrny. Skvrna miZze, ale nemusi obepinat cely stonek.

Houba ptfechazi i do semen, kterd jsou v dusledku napadeni mensi,
deformovana a Spatné vyzrala. Pfiznak na semeni miize byt i1 latentni, piezivani

houby je mozné ve formé mycelia v osemeni (Prokainova, 2003).



2.3.

Podstata rezistence

Ochrana rostlin proti chorobam, zalozena na piirozené odolnosti péstovanych
odrid, je zakladem jejich integrované ochrany. Péstovani odriid s odpovidajici
rezistenci k chorobam navic snizuje potfebu chemické ochrany, coz je ptiznivé nejen
z hlediska ekonomického, ale i ekologického.

Pivodce fomového cernani stonku ma silné sklony meénit se pod selekénim
tlakem zptisobenym geny rezistence u komercnich odrid. Vysoky evolu¢ni potencial

houby nuti Slechtitele efektivné rozvinout trvajici rezistenci (Howlett, 2004).

2.3.1.

Zdroje odolnosti

Jako zdroj gent rezistence pro Slechténi slouzi pfirozeny genofond kulturnich
rostlin a jim pfibuznych planych druht. Prostfedkem pro ziskani potomka se

zadanymi znaky je kFiZeni.

Pti vnitrodruhové hybridizaci kiizime vhodné odridy ¢i linie. V piipadé
rezistentniho Slechténi je pouzita odolnd odriida jako donor genu rezistence pro
nachylnou odridu s hospodaisky vyznamnymi znaky. V historii Slechténi fepky na
odolnost vuc¢i phoma lingam, predstavuje geneticky zéklad této rezistence v Evropé
znejvetsi Casti francouzskd odriida Jet Neuf. Tato odrida disponuje castecnou,
polygenné kontrolovanou rezistenci, projevujici se jen ve stadiu dospélosti rostliny
(Cargeeg et Thurling, 1980). Jako donorova odrida byl dale pouZivan napt. Capitol
(Balesdend et al. 2002) ¢i Darmor (Pilet et al., 1998a), ktery byl odvozen od praveé

zminované odridy Jet Neuf .

Vzdalena hybridizace probihd na urovni rodového nebo druhového kiizeni.
Poprvé byl uspésny prenos rezistence z indické linie (BJ168) B. juncea do B. napus
popsan Royem roku 1978. O Sest let pozdéji Roy vyvodil, Ze gen(y) rezistence se

nachazi na B-genomu, a proto by vSechny druhy nesouci tento genom mély



vykazovat stejnou uroven odolnosti, coz bylo potvrzeno (Chevre et al. 1997,
Snowdon, Winter et al., 2000). Z tohoto diivodu jsou také donoii B-genomu jako B.
juncea €1 B. nigra Casto vyuzivani k vyvoji odolné odridy tepky (Roy, 1978S;
Sacristan et Gerdemann, 1986; Sjodin et Glimelius, 1989; Chévre et al. 1996; Struss
et al., 1996; Plieske et al., 1998; Dixelius, 1999). AvSak vzhledem k tomu, ze L.
maculans vykazuje vysoky potencial adaptovat se (Kuswinanti et al., 1999), se
ukézalo , Ze n€které izolaty patogena jiz rezistenci pochdzejici z B. juncea piekonaly
(Winter et al. 1999). To je také divodem, pro¢ jsou jako donoii genll rezistence
pouzivany i pfibuzné plané druhy jako je Sinapis arvensis L. (genom SarSar 2n=18).
Sexualni hybridizaci mezi S. arvensis a B. napus popisuji rizni autofi (Kerlan
et al., 1993; Pliimper, 1995; Bing et al., 1996). S. arvensis vykazuje vysoky stupen
rezistence vlci rozlicnym izolatim L. maculans. Potomstvo vzniklé zpétnym
kfizenim mezi B. napus a S. arvensis bylo podrobeno fytopatologickym studiim a
molekuldrni cytogenetické analyze, GISH (genomic in situ hybridization). BCsS
generace zahrnovala fertilni rostliny vykazujici vysokou odolnost jak semenack, tak
dospélych rostlin, asociovanou s ptitomnosti akrocentrického aditivniho chromozému
S. arvensis. U nékterych jedincti odolnych jen ve stadiu dospélosti rostliny, se zdal
byt karyotyp B. napus normalni a GISH nevykazovala Zadné viditelné signaly.
Fytopatologickd analyza tii rliznych jedinct z BCsS generace ukézala, Ze odolnost
semendcki a odolnost dospélych rostlin pravdépodobné koresponduje s odlisSnymi

lokusy ( Snowdon, Winter et al., 2000) .

Exprese a selekce in vitro - metoda explantatovych kultur nabizi dal§i mozZnosti pro
indukci a selekci genetickych faktord (mutaci) podminujicich rezistenci vuci
chorobam, a zaroven mize usnadnit pfenos téchto gend do Slechtitelskych materialti.
Fytotoxiny produkované houbovymi a bakterialnimi patogeny mohou byt vyuzity
k vytvofeni selekénich tlakii in vitro a pro ziskdni rezistentnich genotypt.
Somaklonalni variabilita u rostlin regenerovanych in vitro mize zahrnovat vznik
novych genotypt s dédiéné¢ podminénou toleranci nebo rezistenci vii¢i houbovym,

bakterialnim 1 virovym onemocnénim (Novak, 1990).

Transgeny, které¢ koduji chitindzy, zvySuji rezistenci rostlin k houbovym chorobam.
V polnich podminkach byly testovany rostliny fepky olejky s transgenem pro

chitinazu, které vykazuji zvySenou odolnost k riznym houbovym patogentim, jako je



Phoma lingam, Cylindrosporium concentricum, Sclerotinia sclerotinium (Repkova et

Relichova, 2001).

Indukované mutace mohou byt dalSim zdrojem rezistence. Indukované mutace
zpravidla ovliviiuji odolnost zaloZzenou monogenné recesivné (Lebeda, 1988).
Mutagennich zakrokl se zpravidla vyuziva k ziskani translokaci nesoucich odolnost

pti vzdaleném kiiZeni.

2.3.2

Genetika rezistence

2.3.2.1.

Ziakladni kompatibilita

Kompatibilita rostliny a patogena muze byt nespecifickd, specificky
diferencovana ¢i spec. nediferenciovana. Nespecifickda kompatibilita se tyka rostlin
s nespecializovanymi patogeny (napt. Pseudomonas syringae, Rhizoctonia solani,
Sclerotium rolfsii atd.), které maji Siroky okruh hostitelt.

Specificky diferencovand kompatibilita je geneticky Casto determinovéna na
bazi gen-proti-genu. V tomto systému, nadiizenému zdkladni kompatibilité,
odpovidaji jednotlivym geniim rezistence piislusné jednotlivé geny virulence.
Lokalizace elementt kontrolujicich interakci odriida (linie, kmen) - rasa, je nezavisla
na téch, které kontroluji zdkladni kompatibilitu (Bushnell et Rowell, 1981). Obecné je
tento typ kompatibility velmi nestabilni.

Systém specificky nediferencované kompatibility kontroluje rasové nespecifickou
rezistenci a nepodléhd tak rychlym mikroevoluénim zménam, jako je tomu u

specificky diferencované kompatibility (Lebeda, 1988).



2.3.2.2.

Interakce hostitel — patogen

Studium molekuldrnich zakladl interakce hostitel-patogen spadd do dvou
oblasti. Jde jednak o sledovani a analyzu reakce rostliny vii€i patogenu a zaroven i o
sledovani variability v rezistenci k uréitému patogenu (Repkova et Relichova, 2001).

Principy studia genetickych interakci mezi hostitelem a patogenem rozpracoval
Flor na zéklad¢ své experimentalni prace se rzi Inovou ve své hypotéze gen-proti-
genu (1955). Podle ni kazdému genu rezistence u hostitele odpovida gen pro
avirulenci u patogena. Obvykle rezistence a avirulence jsou dominantni a nachylnost
a virulence recesivni (Zvara et al., 1991). Aplikace této hypotézy umoziuje stanoveni
priblizného poctu geni rezistence a patogenity a jejich kombinaci. Vztah jednoho
genu patogenity proti jednomu genu rezistence je z evolu¢niho hlediska nejjednodussi
ptipad. Hypotézu gen-proti-genu nelze tedy piijmout jako univerzalni k objasnéni
vztahti hostitel-patogen.

V pfirozené populaci patogena probiha selekce forem, které prekonavaji
nejrozsifenéjsi geny rezistence v populaci hostitele, zatimco v pfirozené populaci
hostitele se selektuji formy, jenZ patogen neni schopen napadnout. Jakmile v populaci
patogena prevladne rasa napadajici vétSinu rostlin populace hostitele, objevi se
v populaci hostitele selekén¢ zvyhodnéna forma, kterd je odolna k této prevladnuvsi
rase. Van der Plank doSel k zdvéru, Ze rasy patogena s vEétSim poctem genl
patogenity maji vétSinou nizs$i kompetetivni schopnost ve srovnani s rasami s mensim
poctem genll patogenity (Bartos, 1979).

L. maculans vyviji extrémni hostitelskou specializaci a vztah gen-proti-genu.
Odolnost ¢i néachylnost zavisi na piitomnosti jednoho major genu pro rezistenci
v rostliné¢ (R) a jednoho korespondujiciho genu avirulence (AVR) u patogena (viz
obr. 2.1.). Toto specifické rozpoznani vede k rychlému spusténi defenzivni odpovéedi
rostliny na narusSeni listového povrchu a plné rostlinu pted chorobou ochrani (Rouxel

et al., 2003a).
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Slechténi rezistentnich odraid, tj. linii obsahujicich major geny rezistence
odpovidajici sou¢asnym gentim patogenity, ma jeden nepiijemny disledek. Rozsifeni
téchto genl odolnosti vyviji silny selekéni tlak na populaci patogena, ktery vede
k jednoduché¢ mutaci v odpovidajicich avirulentnich genech, coz umozni patogenu
piekonat korespondujici major rezistenci. Pfikladem miZe byt velké roz§ifeni major
genu rezistence R/ml (rozpoznavajictho gen avirulence AvrLml) ve Francii v roce
1995, které v pouhych tiech letech vedlo k pievladnuti populace L. maculans bez
funkéni alely genu AvrLml (Rouxel et al., 2003a). Jinymi slovy, Slechtitellim zabralo
vice nez deset let vneseni toho zdroje rezistence do komerc¢nich variet, ale jen tii roky

trvalo patogenu ho prekonat.

Néachylnost ve vztahu k vegetatnimu stadiu rostliny

Patologickou analyzou byla zjisténa extrémni nachylnost k listové kontaminaci

L. maculans v brzké rustové fazi rostliny (zejména ve stadiu dvou listl). Toto zjisténi

odhaluje velkou citlivost dvou az devitidenni rostlinky (stadium dvou a ctyt listt)

k infekei oproti rostlince Ctrnactidenni ve stadiu Sesti listii. Nicméné vysledky na

konci ristového vyvoje kolisaji vzhledem ke stupni nachylnosti zkoumanych odriad
(viz tab.2.2.).

Naptiklad tolerantni (spiSe odolnd) odriida Vivol je méné napadena, pokud

k setkani s chorobou dojde v Casné ristové fazi (dva listy). Oproti tomu dojde-li

k napadeni ve stadiu Sesti listl, projevi se vyrazné zietelnéji. Na druhou stranu
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nachylnd odrtida Bristol nejevi zadné vyraznéjsi rozdily v nachylnosti mezi stadii,

kdy byla napadena (Péres et al., 1999).

Tab. 2.2. : Zobrazeni zavaznosti napadeni p. lingam v rtiznych ristovych fazich u tech
francouzskych odrid (rozsah napadeni 1 — 6)

Vivol (T) Goeland (SN) Bristol (N)

6 listi 4,06 4,64 5,02
4 listy 3,44 4,36 4,53
2 listy 1,88 3,61 5,66

T: tolerantni, SN: spise nachylnd, N: nachylna

Z dal$ich vysledki Pérese et al. (1999) vychazi najevo, ze v pripad¢ tolerantni
odridy (v tomto ptipadé Vivolu), byla vSechna biologicka stadia choroby delsi nez u
nachylnych odriid. Respektive, Ze pocet dni od prvniho uvolnéni askospory houby do
detekce choroby na rostling, byl vyrazné vyssi nez u nachylnych odriid, a tim padem
byla i sila a stupeii napadeni u této odrudy nizsi.

Co se tyce nachylnosti ve vztahu k formé fepky, tedy jarni ¢i ozimé, byl na 453
vzorcich B. napus testovan vyskyt rasové specifickych genl rezistence a bylo
zjisténo, ze frekvence a diverzita majoritnich genti rezistence (R/mi, Rlm2, Rim4),
byla vzacnéjsi u jarnich odrid oproti ozimim. Tedy, 65,7 % z testovanych B. napus
bylo nachylnych ke vSem izolatim L. maculans, zatimco jen 12,2 % ozimych typh
bylo prostych jednoho a vice R/m genu.

U jarnich odriid mé nejvyssi vyskyt gen Rim4 a to u 26,6 %, ostatni R/m geny
se vyskytuji vzacné. U ozimi byl nejcastéjSim genem rezistence R/m2, ve vice nez

45,9-54,0% a Rlm4, u 26,4-27,7 % genotypu (Rouxel et al., 2003).
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2.3.2.3.

Kontrola a dédi¢nost rezistence

Rezistenci tidi hlavné jaderné¢ faktory dédi¢nosti, mimojaderna-
cytoplazmatickd dédi€nost se projevuje rozdily ve Stépnych pomérech v generacich
po reciprokém kiiZeni.

V jaderném systému je dédi¢nost rezistence fizena jednim nebo nckolika
major geny u mono- ¢i oligogenni rezistence, ¢i vice minor geny u rezistence
polygenni. Expresi gentli rezistence mohou ovlivilovat i jiné geny, modifikatory ¢i
inhibitory. Oligogenné zaloZenou rezistenci fidi zpravidla geny s dominantnim,
fid¢eji intermedidlnim nebo recesivnim ucinkem. Oligogenni rezistence odpovida
hypotéze gen-proti-genu. U polygenné zalozené rezistence se uplatiuje silny vliv
podminek prostiedi. Projev rezistence ma kvantitativni charakter (Bartos, 1988).

Variabilitu v rezistenci rostliny k patogenu mutzeme také klasifikovat podle
Van der Planka jako vertikalni ¢i horizontalni rezistenci :

Vertikalni rezistence je rezistence rasové specificka a je fizena jednim nebo
ne¢kolika malo geny. Kazda alela urcitého lokusu odolnosti u hostitele zabezpecuje
odolnost pouze vici jedinému genotypu patogena. Tyto rizné genotypy se
fenotypové projevuji jako fyziologické rasy, které se oznacuji jako patotypy (izolaty).
Vztah hostitel - patogen je vétSinou kvalitativni, mize byt i kvantitativni (méfeny
napft. po¢tem napadenych jedinct).

Horizontalni rezistence je zpravidla u¢innd proti Sirokému spektru patotypt
parazita, tedy rasové nespecificka. Tato odolnost ma vlastnosti typického polygenné
zalozeného znaku a projevuje se u ni silnd interakce genotypu s prostiedim. Je
charakter.

Geny rezistence mohou byt pfedstavovany bud’ dvéma alelami (jednou
dominantni a jednou recesivni) nebo vétsim poctem alel. Rizné alely téhoz genu
vznikaji mutacemi piimymi a zpétnymi a li§i se ucinnosti vici rliznym rasam
patogena.

K odhadu, které geny studované odridy pravdépodobné obsahuji, se uziva
srovnani jejich reakce s reakcemi linii se zndmymi geny rezistence. Shoda reakci

ukazuje, ze rezistenci mohou fidit tytéz geny. Identita gentli rezistence se ovéiuje v F2
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generaci kiizeni zkouSené odridy s linii nebo odriidou s prokdzanym genem
rezistence, ktery se piredpoklad4d ve zkousené odriidé. Pokud se nevyS$tépi nachylné
rostliny, jsou geny rezistence identické, alelické nebo v tésné vazbé (Benada, 1988).

Vlastni genetické zalozeni odolnosti k Phoma lingam neni komplexné znamo.
Dé&dic¢nost rezistence byla popsana jako monogenni €1 polygenni, zavisejici na odridé
a stafi rostliny (Rimmer et van den Berg, 1992). V riiznych fenofazich je odolnost
fizena rozdilnymi geny (Zhu et al., 2003). Jedna se tedy o Siroky rozsah typl
dédi¢nosti od monogenni k polygenni, od dominantni k recesivni. Tato variabilita se
odviji predevs§im od typu a rasy patogena (Cargeeg et Thurling, 1979; Delwische,
1980; Hill, 1991; Pang et Halloran, 1996a).

Odolnost se bud’ projevuje vrizném stupni béhem celé ontogeneze odolné
rostliny nebo jen v nékterych ristovych fazich (Bartos, 1979). U fepky olejky jsou
bézné znaceny dva typy rezistence vici L. maculans: kvalitativni tj. Giplna rezistence
ve stadiu semenaCklti a kvantitativni, ¢astecna rezistence projevujici se ve stadiu
dospé€lé rostliny. Prvni zminovand je rasové specificka rezistence, kontrolovana
samotnymi geny rezistence (R/m) k L. maculans, druhd je pod kontrolou mnoha

genetickych faktord (Delourme et al., 2004).

Chronologicky prehled nalezenych genii rezistence Fepky vii¢i L. maculans:

e 1979 - Bylo zjisténo, ze “Jet Neuf rezistence™ je ¢aste€na, nespecificka a
polygenni (Renard et Brun, 1979). Na této odolnosti je zvlastni, Ze byla trvala,
navzdory Sirokému vyuzivani v zdpadni a vychodni Evropé€ po dobu pfiblizné
deseti let (Hammond et Lewis, 1987)

e 1980 - U linie R39 a odrudy Girita se projevovala specifickd rezistence ve
stadiu semendckd, ktera byla kontrolovana dominantnimi geny Lml a Lm2
(Delwiche, 1980)

e 1984 - Pomoci mezidruhov¢ hybridizace byla pfenesena kompletni rezistence
z B. juncea do B. napus. Zdalo se, ze je tento typ rezistence dédén jako
majoritni gen nebo geny. Bylo selektovano rezistentni potomstvo a i
v pozd¢jSich generacich se vystépovali jak nachylni, tak odolni jedinci (Roy,

1984).
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1991 - Semenacky potomstva vzniklého kiiZenim spiSe nachylné a odolné
odridy (Brassica napus L. subsp. oleifera) vykazovaly dédi¢nost rezistence.
U potomstva, vzniklého kiizenim odridy Bingo (ndchylnd) a cv. Topas
(odolnd), kontroloval rezistenci k izolatu Lm1190 recesivni gen. U cv. Topas
byly nalezeny dva komplementarni dominantni geny, pusobici proti izolatu
Lm1190. Zkiizenim cv. Westar (N) a cv. Cyklone (O) bylo zjisténo, Ze cv.
Cyclone vlastni jeden Ci dva recesivni geny rezistence, interaktujici s izolatem
Lm1192 (Hill, 1991).

1991 - Potomstvo vzniklé kiizenim kombinaci nachylnych a odolnych odrid
vykazovalo rezistenci k virulentnimu izoldtu LM26, pochdzejicimu
z Manitoby v Kanadé€. Kiizeni bylo provedeno mezi DH (double haploid)
rostlinami fepky (subsp. oleifera) odrid: Global, Karat, Marnoo, Regent,
Topas a Westar a liniemi A0O87 a MR). Nalezena rezistence se zdala byt
polygenni a zejména recesivni (Sippel et al., 1991).

1992 - Dé&dicnost rezistence kizoldtu RF MLM 11 byla testovana na
syntetickych liniich B. napus, u linie 235 (vysoce rezistentni) a linie 233
(vysoce nachylnd). F1 hybridi (linie 235 x 233) méli sttedné velké poskozeni
v porovnani s rodi¢ovskymi liniemi, indikujici, Ze rezistence a nachylnost jsou
kodominantni. Podle vyStépeni F2 potomstva z hlediska velikosti poskozeni se
da usuzovat, Ze je tato rezistence determinovana polygennim systémem
(Mithen et Magrath, 1992).

1992 - rezistence australské cv. Maluka a Shiralee byla kontrolovana jednim
dominantnim genem (Stringam et al., 1992).

1995 - Odrida Major obsahovala gen rezistence pojmenovany LEMI,
lokalizovany na vazbové skupiné Sest. Tento gen se vztahoval k odolnosti ve
stadiu semenacki (Ferreira, 1995).

1995 - Byl objeven gen LmFrl, kontrolujici rezistenci dospélych rostlin u
Francouzské cv. Crésor. Mapovani QTL (quantitative trait loci), poukézalo na
to, Ze byl do rezistence zapojen jediny chromozomadlni region. Mendelska
analyza kone¢né potvrdila pfitomnost jediného major genu. Tento gen je
umistén na vazbové skupiné N7 (Dion et al.,, 1995), kterd se zda byt

ekvivalentni vazbové sk. 6 Ferriery et al. (1995)
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e 1996 - Byla popsana rasové specifickd rezistence semenacku cv. Quinta a
Glacier, kontrolovand dvéma dominantnimi geny , Rlm1 ( x AvrLm) a Rlm2
(x AvrLm2)

(Ansan-Melayah, 1996).

e 1996 - Rezistence dospélych rostlin pochézejici z B. juncea byla zkouména na
F2 a F3 potomstvu, vzniklém kfiZzenim linie nazvané R13 a nachylnou
kanadskou cv. Tower. Stépné poméry v F» naznalovaly, Ze je rezistence
kontrolovana major geny. Stépné poméry F3 populace byly v souladu se
zapojenim tfi jadernych genti, nazvanych Bl;, Bl ;, Bl 3. V tomto komplexu je
Bl epistaticky (nadfazeny) k Bl a Bls, Bly a Bl3 maji komplementéarni
genovy ucinek (Pang et Halloran, 1996a).

e 1996 - Byla studovana dédicnost odolnosti dospé€lych rostlin k izolatu MB2 na
F2 a BCi potomstvu, vzniklém zkiiZenim rezistentni cv. Maluka a vysoce
nachylné cv. Niklas. Rezistence byla dominantni a zdala se byt kontrolovana
jednim, netiplné dominantnim major genem (Pang et Halloran, 1996Db).

e 1997 - U odridy Shralee byla rezistence kontrolovana jednim major genem,
nazvanym LmR1, ktery byl také umistén na vazbové skupiné N7 ( Mayerhofer
et al., 1997).

e 2004 - Byly objeveny dva nové geny, LepR1 a LepR2, kontrolujici odolnost
fepky ve stadiu semenack proti vétSin€ izolatl z riznych patogennich skupin.
LepR1 disponuje vyS$im stupiiem rezistence nez LepR2. Zda se, ze LepRI i
LepR2 rozpoznavaji vétSinu ras L. maculans v Australii (Yu, Lydiate et

Rimmer, 2005).

Jiz dtive byly charakterizovany tfi specifické Rlm geny pochazejici z B. napus
(RIml, RIm2 a Rim4). Nyni vSak byly identifikovany dva nové geny rezistence, Rlm3
a Rlm7, korespondujici s geny virulence AvrLm3 a AvrLm?7. ldentifikace nové
specifické interakce mezi L. maculans a B. napus umoziuje detekci dalsiho nového
domnélého specifického genu rezistence, RIm9. Geny rezistence byly zmapovany ve
dvou genomickych regionech, na vazbovych skupinach LG10 a LG16. Seskupeni péti
Rim gent rezistence se zfejm¢ naléza na LG10. Vztah mezi témito geny specifické

rezistence a jejich potencionalni role v rezistenci dospélych polnich rostlin je
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diskutovatelna. Tyto dva regiony, nesouci R/m, nekoresponduji s majoritnim QTL pro
“Darmor* kvantitativni rezistenci (Delourme et al., 2004).

Geny rezistence v riznych odriidach, jako je naptiklad Maluka, zmapovany na
N7 (Rimmer et al., 1999) naznacuji, Ze jednoduchy gen (nebo genovy klastr)
kontrolujici rezistenci k phoma lingam u B. napus, byl Siroce vyuzivan jako
komponent rezistence, pouzivany ke kontrole odolnosti u odrid fepky olejky/canoly.
Zda se, Ze tento gen je stejny jako R/m4, u které¢ho bylo zjiSténo, Ze je obsazen ve
francouzské odriad¢ Major, diive zmapovanym na vazbové skupiné 6 Ferrierou et al.
(1995) a je soucasti australskych odriid, zahrnujicich Maluku (Rouxel et al., 2003).

Jiz diive objevené geny rezistence u rtznych odriad tepky: LEMI (Major),
LmFrl (Crésor), LmRI (Shiralee), cRLMm (Maluka), a aRLMrb (RB87-62) byly
geneticky zmapovany (Rimmer et al., 1999). Je zajimavé, ze vSechny tyto geny jsou
lokalizovany na vazb. Sk.6 (Ferreira et al., 1995), kterd koresponduje s vazbovou
skupinou N7 u Sharpe et al. (1995). V soucasnosti neni jasné zda N7 geny obsazené v
téchto odriidach a Slechténych liniich jsou ¢i nejsou alelické, ale je jisté, Ze geny
LepR1 a LepR?2 se od téchto geni lisi . Delourme et al. (2004) poukazal na to, ze pét
nezavislych genil rezistence vici L. maculans ( RIm1, RIm3, Rlm4, Rlm7 a Rlm9) je
lokalizovéano v intervalu 35-cM na vazbové skupiné DY.10 ¢i ekvivalentni. Rouxel et
al. (2003) dokazal, Ze cv. Maluka obsahuje R/m4 DY.10, musi byt tudiz ekvivalentni
N7 (Yu, Lydiate et Rimmer, 2005).

Wretblad et al. (2003) zjistil, ze Lm! je pravdépodobné ¢lenem vétsi skupiny
sptiznénych geni, pfitomnych u riznych druht rostlin. VétSina z nich mé nezndmou
funkci, ale homologie mezi Lm1 a genem zodpovédnym za vznik hlizek u Lotus

Jjaponicus naznacuje netusenou vazbu mezi obrannymi a symbiotickymi cestami.

2.34.

Genetika patogenity

Parazitické mikroorganizmy jsou vybaveny genetickou informaci, kterd jim

umoziiuje parazitaci. Ta je lokalizovana v jadrech bun€k nebo jejich funkénich

ekvivalentech (nukleotidech) a v cytoplazmé (Lebeda, 1988).
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V porovnani s vice specializovanymi houbovymi patogeny, pro které je
parazitizmus vazan se ztrdtou gentll, korespondujicich s nepotiebnymi funkcemi jako
je sexudlni reprodukce ¢i kompetice s jinymi mikroby v prostiedi je Leptosphaeria
maculans unikatni ve své schopnosti vyvinout rozdilné zivotni techniky. V disledku
toho si pravdépodobné udrzuje Cetné geny, potiebné pro saprofyticky Zivot (ziskavani
zivin, kompetice s pidni florou, atd.), nekrotroficky parazitizmus (toxiny, degradacni
enzymy, atd.) a “skryty” mezibunécny rlst (suprese rozpozndni rotlinou anebo
potlaceni obrannych odpovédi rostliny). Tyto rozmanité Zivotni rysy rovnéz naznacuji
vysoky stupen plasticity v otdzkach ziskavani zivin a dalSich narokti (Rouxel et al.,

2003a).

2.34.1.

Geneticka variabilita patogena

Dédicné zmény patogenity zavisi na vnitinich a vnéjSich faktorech. Z vnitinich
faktorti ovliviiuje variabilitu pfedevSim intenzita a zpusob reprodukce patogenti
(asexudlni a sexuélni), z vn¢jSich faktorii zejména rtizné mutageny (Bartos, 1979).

Zakonitosti fidici genetickou variabilitu patogena ovlivituji vznik novych ras,
schopnych napadat i odridy diive odolné.

Fyziologickou rasou rozumime takovy izolat parazita, ktery se od ostatnich
izolath daného druhu liSi schopnosti napadat hostitelské odridy diferencia¢niho
sortimentu. Nové rasy patogend vznikaji sexudlnimi a somatickymi (asexudlnimi)
mechanismy a jejich selekci a rozSifeni ovliviiuji geny rezistence zastoupené v
populaci, jakoz 1 konkuren¢ni schopnost jednotlivych ras, podminéna dalsimi geny
(Lebeda, 1988).

Na variabilit¢ fytopatogennich hub se podili pfedev§im sexudlni proces,
mutace, heterokaryoze, parasexualni cyklus a cytoplazmaticka dédi¢nost.

Pti sexudlnim procesu vznikaji nové rasy kfizenim riiznych ras ¢i autogamizaci
heterozygotnich ras. Pfi kfiZeni rliznych ras se kombinuji alely genil patogenity obou
rodi¢t podle Mendelovych zakonii dédicnosti (Bartos, 1979). Vzhledem k recesivité

genu patogenity resp. genu virulence, se jeho patogenita neprojevuje
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v heterozygotnim stavu, ale az kdyz kiiZzenim ¢i autogamizaci vzniknou recesivni

homozygoti.

2.3.4.2.

Patogenni skupiny

Izolaty L. maculans jsou bézn¢ fazeny do dvou skupin, jedna je oznacovana
jako agresivni ¢i vysoce virulentni, druha jako neagresivni ¢i pfilezitostné virulentni
(Koch et al., 1989). Péres et al. (1999) zkoumal 104 izolatd L. maculans a ze svych
vysledkl potvrdil existenci dvou patogennich skupin (TOX+ a TOX?) a t¥i podskupin
TOX", nazvanych NA1, NA2 a NA3. Zdalo se, Ze intenzita jejich projevu zavisela na
geografickém umisténi ¢i ro¢ni dob¢, kdy byly vzorky sebrany.

Howlett et al. (1999) poukazuje na to, ze se tyto dva kmeny L. maculans zdaji
byt dvéma riiznymi taxony, které se pouze stejné jevi pod mikroskopem, o cemz se
zminuje i Yu et al. (2002), ktery popisuje dva velmi blizké druhy, a to Leptosphaeria
biglobosa a L. maculans. L. biglobosa je obecné znama jako B-skupina ¢i TOX? L.
maculans, pticemz se ji pouze podoba. L. maculans byla dfive nazyvdna A-skupinou
¢i TOX+. L. biglobosa je také patogen tepky olejky, 1 kdyz symptomy v Aglii bézné
nemivaji ni¢ivy ucinek na vynos.

Izolaty L. maculans byly také rozdéleny do Ctyf patogennich skupin (PG-
pathogenicity group 1,2,3.4), podle odlisné virulence k semenackiim B. napus odrid
Westar, Quinta a Glacier (Koch et al.,, 1991; Mengistu et al.,, 1991). Neagresivni
izolaty jsou fazeny do PGI1 a agresivni mohou byt rozdéleny do PG2, PG3 a PG4.
Izolaty, které jsou kompatibilni (virulentni/nachylna: avr/rlm) s cv. Westar, a které
poskytuji inkompatibilni (avirulentni/rezistentni: Avr/Rlm) fenotypovou interakci
s cv. Quita a Glacier, jsou klasifikovany jako PG2 (ptehled viz. tab.2.3.). PG3 jsou
virulentni ke cv. Westar i Glacier, ale avirulentni ke cv. Quinta a kone¢n¢ izolaty

fazené do PG4 jsou virulentni ke v§em tfem odrtidam (Yu et al., 2005).
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tab. 2.3.
ano-kompatibilni reakce,; ne-inkompatibilni reakce
Geneticka kontrola specifickych

interakci PG3-Quinta a PG2-Glacier
byla analyzovdna jak na strané L.maculans Odriudy canoly

patogena, tak na stran¢ rostliny ve fazi

délozniho listku. Na stran¢ patogena Pathogenicity Westar = Glacier = Quinta
byla provadéna kiizeni mezi izolaty Group

PG3, PG4 a PG2, PG4. Na strané PGl ne  me ne
rostliny byla Quita a Glacier kfiZzena PG2 ano ne ne

s ndchylnou ozimou odridou Score. PG3 ano  ano ne
Geneticka kontrola specifické PG4 ano  ano ano

rezistence byla stanovena naslednou

analyzou Fi, F2 a testovacim kiiZzenim populaci. Vysledky poukazuji, Ze inkopatibilni

wrwe

avirulence-rezistence, tedy, Avrlm-Riml a Avrlm2-RIm?2. Tteti gen avirulence AvrLm3
muze byt zodpovédny za inkompatibilitu PG2 izolatt vici Quinté (Ansan-Melayah et
al., 1997).

24.

Molekularni markery

24.1.
Charakteristika a typy molekularnich markeru

Pouziti genovych markerti vyznamné¢ dopliuje rizné klasické metody genetické
analyzy. Pomoci DNA marker Ize jednoduse detekovat rozdily v genetické

informaci, kterou sledovani jedinci nesou. Diive byly jako molekularni markery

pouzivany piedeviim bilkoviny a jejich riizné varianty, tzv. izoenzymy (Repkova et

19



Relichova, 2001). V soucasné dobé se vSak vice vyuzivaji DNA markery, které jsou
variabilnéj$i a mohou pokryt (charakterizovat) cely genom organismu. Na rozdil od
proteinovych markerti nejsou tak vyznamné ovlivnény prostfedim, jinymi slovy, neni
naru$ena jejich selektivni neutrdlnost, coz v nékterych ptipadech nebyva splnéno u
1soenzymovych markerd, na které muze selekce ptisobit bud’ pfimo, nebo skrze geny
vystavenymi selekci, s nimiz byvaji Casto ve vazbé (Bergmann, 1975).

DNA markery jsou zaloZzeny na polymorfismu v sekvencich DNA u
analyzovanych jedinct ¢i populaci. Sekvence DNA se v genomu mohou vyskytovat
jako jedinecné sekvence (single copy), ¢i jako stiedné nebo vysoce repetitivni
sekvence s rozlicnou funkci a vyznamem (kddujici, regulacni a nekddujici sekvence).
Je prokazéno, Ze v pruméru 50% lokust rostlinnych druhii je polymorfnich
(Chloupek, 1995). Kromé tohoto typu polymorfni DNA jsou v genomu obsazeny
nahodné genomické sekvence vétsSinou vyuzivané v RFLP a RAPD analyzach
(Bachmann, 1992).

Velkou vyhodou DNA markerti je rychlost a spolehlivost determinace.
Naptiklad v ptipadé potieby stanoveni patogenniho agens z vegetativniho vzorku je
zapotiebi pti kultiva¢nich metodach minimaln¢ 2-3 tydnd. Pii imunologickych testech
pak tato doba Cini v€etné ptipravy vzorku cca 24 hodin, u polymerazové tfetézové
reakce je mozno tuto dobu zkratit na 2-4 hodiny. RovnéZ v souvislosti s vyuzivanim
explantatovych kultur pro uchovavani genofondu a ptipravu sadebniho materidlu
bude nutna kontrola deklarovanych vlastnosti (Jankovsky et Smerda, 2003).

Z hlediska pouzit¢é metody se DNA markery dé€li na markery zalozené¢ na
polymerazové tetézové reakci - PCR (Saiki et al.,, 1985) a markery zaloZené na
hybridizaci DNA. Ty se vizualizuji prostiednictvim hybridizace fragmenti DNA
Stépené restrikénim enzymem se znacenou sondou. DNA sonda je fragment DNA
znamého plivodu a sekvence. Ve druhé skupin€ jsou markery zalozené na in vitro
amplifikaci urcitych sekvenci DNA ¢i lokusii prostfednictvim specifickych 1
nespecifickych  primertt  (kratkych nukleotidovych  sekvenci), za ucasti

termostabilniho enzymu, DNA polymerazy.

20



24.1.1.
Techniky zaloZené na hybridizaci bez pouziti PCR

Jednd se o nejstar$i skupinu molekularnich marker. V soucasné dobé je

nahrazovana technikami odvozenymi od PCR.

RFLP

RFLP - Restriction Fragment Length Polymorphism (Botstein et al., 1980) je
metodou zalozenou na porovndvani restrikénich fragmentl vzniklych §t€penim

odpovidajicich tiseki DNA.

V pribéhu evoluce dochazelo k bodovym mutacim. Tyto mutace Ize odhalit
Stépenim genomové DNA restrikénimi enzymy a elektroforetickym rozdélenim
obdrzenych fragmenti (White et Lalouel, 1988). Restrikénim enzymem je DNA
endonukledza, ktera rozpozna a S$tépi specifickou kombinaci 4-8 nukleotidd,
sekvencni motiv (Smith et Wilcox, 1970). Po porovnani poctu a velikosti fragmenta
lze usuzovat na piibuznost analyzovanych genomui. Tyto fragmenty mohou byt

porovnavany piimo, nebo po provedeni Southernovy hybridizace (Southern, 1975).

RFLP analyza je zéavisla na dostupnosti specifickych sond (jednotetézcovych
vétSinou naklonovanych tsekit DNA), ziskanych z rekombinantni genomové DNA
knihovny ¢i uméle nasyntetizovanych oligonukleotidovych sekvenci urcité casti
genomu. Tyto sondy musi byt vybirany s ohledem na dostate¢ny polymorfismus
cilovych mist a jednozna¢nost hybridizace. Ke znaceni sond se obvykle pouziva

radioizotoptl, ale novéji byla vypracovana i fada neradioaktivnich metod.

RFLP markery jsou kodominantni a umoziuji urcit, zda je véazany znak
pritomen u urcité¢ho jedince v homozygotnim ¢i heterozygotnim stavu. Nevyhodou je
vysokd vychozi koncentrace DNA potiebnd pro restrikéni $tépeni a Southernovu

hybridizaci.

Tato metoda je soucasné pouzivana k identifikaci rdznych genotypii, vcetné
lidského, a je hojné pouzivana v soudnim Iékafstvi nebo k urCovani paternity

(Sambrook et al., 2001).
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VNTR

VNTRs - Variable Number of Tandem Repeats or Minisatlelites - variabilita
poctu tandemovych repetici. Jeffreys (1985) dokézal, ze n¢které restriction fragment
length polymorphisms jsou zpusobené¢ VNTRs. Genomy nékterych organismi
obsahuji velkd mnozstvi mnohonasobnych (tandemovych) opakovani nukleotidovych
motivi. Tyto motivy se Casto nachazi v nekodujicich oblastech genomt, v té€sné
vazb¢é se strukturnimi geny. Podle délky motivu a poctu jeho opakovani lze tyto
oblasti DNA rozdélit na: 1. satelity - oblasti 103-107 nukleotidéi dlouhé, délka motivu
100 a vice nukleotidd, 2. minisatelity - 10>-10° dlouhé useky, motiv sestavajici z 10-
100 nukleotidd a 3. mikrosatelity - délka do 10* nukleotidi, motiv 2-6 nukleotidii
(Chambers et MacAvoy, 2000) U této metody mize byt hybridizace uskute¢néna se

sondami pro minisatelitové 1 mikrosatelitové sekvence (Weising et Kahl, 1997).

2.4.1.2.

Techniky zaloZené na PCR (Polymerase chain reaction):

V ptipadé téchto technik neni tfeba znat cilovou sekvenci DNA fragmentt.
Rozdily mezi metodami, spadajicimi do této kategorie, spocivaji v riznych délkach a
sekvencich pouzitych primert, pfisnosti PCR podminek a metodou separace a
detekce fragmentt (Karp et Edwards, 1997).

Podskupinu tvoii metody vyuZzivajici ndhodné (arbitrary) primery, které umozni
zahdjeni syntézy nového feté¢zce DNA, i1 kdyz parovani s templatem DNA neni zcela
dokonal¢. Byly nazvany MAAP - Multiple Arbitrary Amplicon Profiling (Caetano-
Anollés, 1991) a AAD - Arbitarily Amplified DNA.

Polymerase chain reaction (PCR)

PCR umoznuje selektivné pomnozit ur€ity tsek DNA v bezbunécném systému
(in vitro). Jedinou podminkou jejiho pouziti je znalost sekvence v bezprostfednim
sousedstvi useku DNA, ktery chceme pomnozit. Vlastni sekvence tohoto useku vSak
znama byt nemusi. PCR reakce tedy umoziuje selektivné naamplifikovat urcité

oblasti genomu, pokud zname sekvence lezici u této cilové oblasti — flanking
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sequences - tzv. primery. Primery jsou uméle nasyntetizované oligonukleotidy (10-30
bazi dlouh¢), které jsou komplementarni k sekvencim na obou vldknech DNA. DNA
polymeraza je schopna pouze prodluZzovat uz stavajici dvousroubovici, nemuize
kopirovat pfedlozené vldkno DNA kdekoliv. Prekurzory syntézy jsou
deoxyribonukleosidtrifosfaty (dANTPs), ze kterych se syntetizuje polynukleotidovy
fetézec a pridanim termostabilniho enzymu 7Tag polymerdzy se stanou zérodkem pro
syntézu nového vladkna. Pomér CG:AT v sekvenci primeru by mél byt pfiblizné 1:1 a
primery by nemély byt mezi sebou komplemantarni, zejména na 3’ konci, kde mize
prekryti dvou nebo tii bazi zptsobit vznik oligodimert (tzv. primer misspairing),
zejména pii1 nadbytku primeru. Cela reakce se sestdva z malého mnozstvi vyizolované
DNA (1-500ng), dNTPs, reakéniho pufru a polymerdzy. Namnozeni DNA se
dosahuje cyklickou zménou teplot reakéniho roztoku v termocycleru. Pocatecni
teplota 92-95°C denaturuje dvousroubovici DNA do jednoietézcovych molekul. Dalsi
teplotni sek podpoii prisednuti primert ke komplementarnim sekvencim (teploty
annealingu se mohou liSit, pfiblizné rozmezi je 35-60 °C). Zahtatim na 72°C je
spuSténa enzymatickd reakce - elongace a dojde k zabudovani volnych dNTPs do
nove vznikajiciho fetézce podle templatové DNA. Tyto tii kroky se dale cyklicky
opakuji (pocet cykla je vétSinou 30-40) a pocet nasyntetizovanych sekvenci pribyva

exponenciani fadou.

RAPD

RAPD - Random Amplified Polymorphic DNA (Williams et al., 1990) je metoda
vyuzivajici PCR, zaloZend na moZnosti cyklické amplifikace DNA fragmentl. Pfi
RAPD jsou pouzivany ndhodné generované kratké primery o délce 6-10 nukleotidi.
Tato délka je na dolni hranici pouzitelnosti a zvySuje pravdépodobnost, ze v genomu,
o némz nejsou k dispozici zadné sekven¢ni informace, bude nalezeno misto s alespon
¢aste¢nou homologii. Béhem reakce dochazi k amplifikaci fady produkti liSicich se
délkou a internim nukleotidovym sloZenim. Zajem se upird jen na to, ktery z primert
vykazuje u studovanych vzorkl polymorfni pattern. Rozdil oproti klasické PCR je
ten, ze se pouziva vzdy jen jeden primer, ktery piisedne k homolognim mistim
v protilehlych fetézcich dvousroubovice. Zékladni podminkou amplifikace useku

takto vymezeného je vhodnd vzdalenost obou mist. Ta je zavisla na podminkach
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reakce, zpravidla nepfesahuje 2000 bp. Frekvence alel jsou spocitany z ptitomnosti ¢i
neptitomnosti konkrétnich amplifikovanych produkti, které jsou ve vétSin€ ptipadi
elektroforeticky separovany na agarézovém gelu. Vizualizace se tedy vétSinou
provadi pomoci ethidium bromidu.

Ztrata sekvence komplementarni k primeru (napi. pouhou zménou 1 baze) ma
za nasledek absenci amplifikovaného tseku na gelu. Teoreticky se heterozygoti
mohou od homozygotii odliSovat tieba jen intenzitou pruhu dané¢ho useku, coz neni
spolehlivy fenotypovy znak. Nékdy se stdva, Ze se na gelu objevi “falesné“ pruhy,
které mohou zkreslit vysledky (Riedy et al., 1992). Divodem jsou kratké délky
primert a nizké teploty, pii nichz primery nasedaji na DNA. Pfedevsim teplota
annealingu je oproti klasickému PCR niZsi, kolem 34 °C. Pocet cykll je vSak vyssi -
40 az 45.

RAPD markery jsou predstavovany fylogeneticky konzervovanymi produkty,
specifickymi pro jedince, nahodné rozlozenymi v genomu templatové DNA
(Williams et al.,, 1990). RAPD markery jsou uspéSné¢ pouzivdny v genetickém
fingerprintingu pfi analyze rtiznych druhd, piivodl a genetickém mapovani. Jejich
hlavni nevyhodou je dominantni charakter znaku (znak RAPD-prouzek na gelu, se
chova jako upln¢ dominantni geneticky znak, neni tedy mozné odlisit heterozygota od
dominantniho homozygota), mal4 variabilita a reprodukovatelnost. Pokud se vSak tato
metoda provadi za stale stejnych podminek a na stejném laboratornim vybaveni jsou
vysledky dobfe srovnatelné a interpretovatelné. Komplikaci také predstavuje
omezend pouzitelnost RAPD pro feSeni otdzek na turovni vyS$$i nez druhové,
naptiklad stanoveni pfibuznosti v rdmci rodu. Fakt, Ze dva fragmenty putuji na gelu
stejnou rychlosti (komigruji), nelze automaticky brat jako dikaz jejich homologie.
Muze se jednat o stejné velké fragmenty pochazejici z naprosto odlisnych oblasti
genomu. Tyto nevyhody vSak nijak neomezuji pouziti RAPD markert pro studie

genetické variability populaci ( Russel et al., 1993).

SCARSs - Sequence Characterised Amplified Regions. SCARs analyza RAPD
polymorfizmu ukazuje, ze jednou z pfi¢in RAPD polymorfizmu jsou chromozomalni
pteskupeni jako inzerce ¢i delece. Proto se amplifikaéni produkty ze stejnych alel
heterozygota 1i§i v délce a jsou viditelné jako pfitomnost ¢i absance pruhu v RAPD

profilu. Polymorfni RAPD markery transformované na SCAR markery mohou byt
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plus/minus esej k detekci prezence ¢i absence produktu (Paran et Michelmore, 1993).

AP - PCR

AP-PCR - Arbitrarily Primed PCR. Welsh a McClelland (1990) nezavisle
vyvinuli metodu podobnou RAPD. Tato metoda nalezi do kategorie amplifika¢nich
metod pouZzivajicich ndhodné primery, neni zde tedy tfeba znat cilové sekvence DNA
fragmenttl. Primery jsou pfiblizn€¢ 15 nukleotidi dlouhé a podminky amplifikace a

elektroforézy jsou od metody RAPD odlisné.

DAF

DAF - DNA amplification fingerprinting. Jedna se o metodu PCR amplifikace
s primery kratSimi nez 10 nukleotidd. Od standardniho PCR se také odliSuje
podminkami amplifikace a vizualizace (obvykle polyakrylamidové gely). Je pouzit
vzdy jen jeden oligonukleotid a neni potfeba znat zadné podrobnosti o genomu

(Caetano-Annoles et al. 1991).

AFLP

AFLP - Amplified Fragment Length Polymorphisms (Zabeau et Vos, 1993).
Tato metoda kombinuje postupy jak RFLP (restrikéni Stépeni DNA), tak PCR
(amplifikaci DNA). Jedna se o vysoce spolehlivou metodu, schopnou odhalit
vSak vysokd, vyzaduje radioaktivné ¢i fluorescenéné znacené primery, sekvenacéni
elektroforézu ¢i  automaticky sekvenator. Fingerprinty vzniklé metodou
fluorescenéné znacCenych primerd jsou vétSinou tézko interpretovatelné. Byla
vytvofena i metoda zalozend na chemoluminscentnim znaceni (Lin et al., 1997).
Postup se sklada znékolika zakladnich krokh: rozstépeni genomické DNA na
fragmenty, nasledované ligaci adaptorii a dale selektivni amplifikaci fragmentt
pomoci specidlnich primert. Dal§im krokem je pak elektroforéza produkti a

pocitacova analyza. Spektrum fragmentl je mozné ziskat bez predchézejici znalosti
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sekvence. Metoda je vhodna predevsim k detekci polymorfizmu u blizce ptibuznych

genotypu.
Mikrosatelity, SSRs - STRs

SSRs - Simple Sequence Repeats = Short Tandem Repeats (Tautz, 1989) -
tandemova opakovani kratkych motivli. Sekvence mikrosatelitl jsou obvykle
polymorfni u riznych ekotypii (Repkova et Relichova, 2001), a proto jsou vhodné
jako molekularni markery (SSRs, STRs, SSLP - simple sequence length
polymorphism). Mikrosatelity jsou sekvence DNA sloZzené zmnohokrat se
opakujicich motivil. Jednd se o mono- az hexa-nucleotidové motivy (napt. motivy
(GA)n, (CAG)n) a celkova délka lokusu obvykle nepiesahuje 100 bp. Mikrosatelitova
sekvence ma vsak sviij zivotni cyklus - vznika, roste a mizi. Mikrosatelitové lokusy
patfi mezi nejvariabilnéj$i oblasti genomu. Obvykle se tato polymorfni mista
vyskytuji v nekodujicich oblastech, protoze by ménila ¢teci rdmec odpovidajiciho
bilkovinného produktu. V ramci jednoho druhu ¢i populace se mohou nalézat jedinci,
ktefi maji v urcitém lokusu rtizn¢ dlouhou mikrosatelitovou sekvenci. Na zaklad¢
délky tedy lze rozliSit n€kolik mikrosatelitovych alel. Je moZné zkoumat frekvenci
jejich vyskytu, stanovit podil heterozygoti v populaci i stupenn podobnosti
jednotlivych populaci. Ke studiu mikrosatelitovych alel je tieba znat sekvenci usek,
které¢ s mikrosatelitem bezprostiedné sousedi (flanking DNA). Sekvence primera se

ziskavaji prohledavanim zndmych sekvenci obsaZenych v rtiznych databazich.

Studiem mikrosatelitd 1ze odlisit heterozygota od homozygota, je k dispozici
obrovsky pocet lokusti (izoenzymy davaji moznost studia asi jen 30 lokusi) a
vysledky jsou reprodukovatelné. Na druhou stranu je urcitou nevyhodou nutnost
znalosti sekvence v sousedstvi mikrosatelitu. Rozdil mezi analyzou mikrosatelitl a
SSR - PCR spociva v tom, ze u prvniho musime znat sekvenci DNA bezprostfedné
sousedici s mikrosatelitem. SSR - PCR spociva na rozhrani mezi specifickym PCR a
PCR sndhodnymi primery. Metodicky ptistup SSR - PCR umoZiiuje aplikaci u

rostlin, u kterych neni zndma zadna informace o sekvenci DNA.
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SSCPs

SSCPs - Single Strand Conformational Polymorphism (Orita et al., 1989) je

metoda vhodna pro analyzu geni, zvlasté pii detekci bodovych mutaci a zjistovani

DNA polymorfizmu. Je mozné identifikovat heterozygotnost fragmenti DNA o

stejné molekulové hmotnosti a je mozné detekovat zmény v n€kolika nukleotidech.

2.4.2.

Struc¢ny piehled markeri

Prehled a srovnani popsanych a dalSich genetickych markert:

e STUPEN LOKUSOVA || KODOMINANCE || REPRODUKO- xﬁgﬁ;\g T],ECHNICKE
POLYMORFIZMU || SPECIFITA || ALEL VATELNOST DNA NAROKY
Allozymy nizka nizky ano ano vysokad - nizké
RFLP vysoka stredni ano ano vysoka velké vysoké
Minisatelity stredni vysoky ne/ano ne/ano vysoka velke vysoké
fef(lw:nov{mi nizka nizky ano ano vysokad male vysoké
RAPD vysoka stredni ne ne nizkd malé nizké
Mikrosatelity vysoka vysoky ano ano vysoka malé Sti. nizke
ISSR sti. vysoka stredni ne ne Sti. vysoka male Sti. nizke
SSCP nizka nizky ano ano stredni malé stredni
CAPS Nizka St nizky ano ano vysoka malé str. nizké
SCAR Nizka stredni ano ano/ne vysoka malé nizké
AFLP Vysoka stredni ne ne/ano vysokad stredni stredni
TaqMan nizka - ano ne/ano vysoka malé nizké

http://www.cgn.wageningen-ur.nl/pgr/research/molgen/overview.htm (upraveno)

Vyuziti DNA markeri:

hlavné v téchto oblastech:
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* Genetika a choroby ¢lovéka

* Systematika a taxonomie

* Populace, kvantitativni a evolu¢ni genetika
« Slechténi rostlin a zvitat

* Soudni a antropologické analyzy

* Mapovani a analyzy genomu

* Prokazovani paternity

* Soudni analyzy (soudni lékaftstvi)

* Identifikace jedincti a populaci
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3. Material a metodika

3.1.
Material

1. Rostliny liniovych odriid: Capitol (6 vzork)
Jesper (13 vzorkl)
Mohican (8 vzorkil)
Orkan (14 vzorkl)
Popis odrid:

Odrtda Jesper je povolena od roku 2001. Byla vySlechténa firmou Procosem
SA a na ceském trhu odridu zastupuje firma Cebeco Seeds. Jesper je polopozdni
odrida stfedniho az vysSiho vzrlstu. Poskytuje stabilni vysoky vynos v teplejsi i
chladngjsi oblasti. Vynikd vysokou plasticitou, odolnosti proti poléhani a odolnosti
proti vyzimovani. Pfednosti této odridy je Spickova odolnost proti houbovym
chorobam, zvlasté proti phoma lingam, kde dlouhodobé vykazuje nejlepsi vysledky
ze sortimentu zkousenych odrtid. Obsah oleje je stfedni.

Odrtda Capitol byla povolena v roce 1998. Udrzovatelem odridy je firma
Monsanto SAS a na Ceském trhu je zastoupena firmou SPZO Praha. Capitol je pozdni
odrida stfedniho az vyssiho vzrlstu, se stfedni az niz8i odolnosti proti poléhani a
vysokou odolnosti proti vyzimovani. Rychla regenerace porostu po zim¢ poskytuje
dobré a vyrovnané vynosy ve vSech oblastech péstovani. K péstitelskym rizikiim patii
nerovnomérné dozravani pii chladnéjSim pocasi a nachylnost k poléhani. U této
odrtdy byl potvrzen gen rezistence viici P. lingam Rlm1 (Balesdent et al., 2002). Tato
odriida je pro svou plasticitu a intenzitu druhou nejrozsifengjsi odriidou v Ceské
republice.

Mohican byl povolen v roce 2000. Tuto odridu vyslechtila firma CPB Twyford
a na ¢eském trhu ji zastupuje spoleénost Saatbau Linz CR. Jednd se o polopozdni
odridu stfedniho vzristu, kterd ma vybornou odolnost proti vyzimovéani a stfedni

odolnost proti poléhani. Mohican ma vysoké vynosy ve vSech oblastech péstovani
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fepky, vynika vyssi HTS a vysokym obsahem oleje v suSin¢ semene. Pro péstovani
jsou doporucovany piedev§im teplejSi oblasti. Pfednosti Mohicanu je také rychla
pokryvnost porostu na podzim a vyborny zdravotni stav.

Odrtda Orkan byla povolena v roce 1998 a na ¢eském trhu ji zastupuje firma
Saaten Union. Tato polopozdni odriida stiedniho vzristu je vysoce odolna proti
poléhani a odolnost proti vyzimovani je spiSe primérnd. Poskytuje vysoké a
vyrovnané vynosy ve vSech oblastech péstovani. K pfednostem této odridy patii
pestitelskd prizptisobivost a vysoky stabilni vynos semene ve vSech oblastech

pestovani (http//:www.vpagro.cz/0sivo).

2. Rostliny ziskané regeneraci z kultur mikrospor (pylovych zrn) z F1 kiizenct
(Kucera et al. 1996), vZdy nachylné rostliny s odolnou, odriid Capitol, Jesper,
Mohican, Orkan. Tato technika odvozeni R1 generace zajistuje 100 %
homozygotnost potomstva. Stépny pomér v R1 generaci by mél byt 1:1 (50 %
homozygotti dominantnich a 50 % recesivnich). Velikost souboru vytvotenych

DH (dihaploidnich) regenerantti byla 200 jedincti.

Veskery rostlinny material byl dodan VURV Ruzyné.

3.2.
Metody

Pro odliseni nachylnych (Mohican, Orkan) a odolnych (Capitol, Jesper)
genotypl byla provedena RAPD analyza (Williams et al., 1990). DNA pouZita pro
analyzu byla izolovana z prvnich pravych listkii smésného vzorku rostlin kazdé
zodrid. Byl proveden screening primeri z primerovych sad Operon (Operon
Technologies, Inc.). Primery odliSujici nachylné a odolné genotypy byly dale
testovany na R1 generaci mikrosporovych regeneranti odvozenych z F1 kiiZench
testovanych odriid. U téchto vybranych primerd byla reakce minimalné dvakrat

opakovana. V ptipad¢ regenerantti byla DNA izolovana z kazdé rostliny individualné.
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3.2.1.
Extrakce DNA pro RAPD analyzu

DNA byla z d€loznich listkli izolovana pomoci Insorb Spin Plant Mini Kitu.
Pro extrakci byl rostlinny material nejdiive homogenizovan pod tekutym dusikem.
Samotna DNA byla purifikovdna pomoci mikrokolon: na prvni mikrokolon¢ doslo
k zachyceni proteinti, polysacharidii, detergentu a dalsich necistot, na druhé pak byla
zachycena DNA. Nasledovalo jeji procisténi a promyti pufrem. Podrobny postup je

popsan v protokolu uvedeném v ptilohéch.

Vzorky DNA byly uchovavany pfi teploté -20°C.

3.2.2.
RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) analyza

Reakéni smés o objemu 25 pl méla nasledujici slozeni:

e 15 pul H;O (sterilni)

e 2,0 ul dNTP’s (Mixture TaKaRa)

e 2,5 ul reakéniho pufru (10 x PCR Buffer: 10 mM Tris-HCI, pH = 8,3, 50
mM KCl, 2 mM MgCla, 1 % Triton X-100 )

e 0,2 pul Taq polymerazy (TaKaRa Taq DNA polymeriaza TaKaRa Taq™,
konc. 5 jednotek/pl)

e 4,0 pl primeru (Operon Technologies, Inc.)

e 1,0 ul DNA

V thermocycleru PTC 100 (MJ Research) probéhlo 45 PCR cykli za
nasledujicich podminek: 1 min denaturace 92°C, 2 min annealing pii 35°C, a 3 min

polymerizace pii 72°C.
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Pouzité primery a jejich sekvence:

OPA-12
OPA-13

OPA-17

OPF-04

5'-CAGGCCCTTC-3'

5'-TGCCGAGCTG-3'

5'-AGTCAGCCAC-3'

5'-AATCGGGCTG-3'

5'-GGTCCCTGAC-3'

5'-GAAACGGGTG-3

5'-GTGACGTAGG-3

5'-GGGTAACGCC-3'

5'-GTGATCGCAG-3'

5'-CAATCGCCGT-3'

5'-TCGGCGATAG-3'

5'-CAGCACCCAC-3'

5'-TCTGTGCTGG-3'

5S'-TTCCGAACCC-3'

5'-GACCGCTTGT-3'

5'-CAAACGTCGG-3'

5S'-GTTGCGATCC-3'

5'-GGTGATCAGG-3'

5'-CCGAATTCCC-3'

5'-GGGATATCGG-3'

5'-TTGGTACCCC-3'

5'-TGCTGCAGGT-3'

5'-AACCCGGGAA-3'

5'-GGTCTAGAGG-3'

OPB-06

5'-GTTTCGCTCC-3'

5'-TGATCCCTGG-3'

5'-CATCCCCCTG-3'

5'-GGACTGGAGT-3'

5'-TGCGCCCTTC-3'

5'-TGCTCTGCCC-3'

5'-GGTGACGCAG-3'

5'-GTCCACACGG-3'

5'-GTAGACCCGT-3'

5'-CCTTGACGCA-3'

5'-TTCCCCCGCT-3'

5'-TCCGCTCTGG-3'

5'-GGAGGGTGTT-3'

5'-TTTGCCCGGA-3'

5'-AGGGAACGAG-3'

5'-CCACAGCAGT-3'

5'-ACCCCCGAAG-3'

5'-GGACCCTTAC-3'

5'-GGGAATTCGG-3'

5'-CCAAGCTTCC-3'

5'-ACGGTACCAG-3'

5'-CCAGTACTCC-3'

5'-TTCCCGGGTT-3'

5'-AGCCAGCGAA-3'

OPF-03

5'-GTCTCCGCAA-3'

5'-CCAGCTTAGG-3'

5'-CCGCCCAAAC-3'

5'-TCTGTCGAGG-3'

5'-CACCTTTCCC-3'

5'-AGCGAGCAAG-3'

5'-GAACACTGGG-3'

5'-CCCTACCGAC-3'

5'-AATGCCCCAG-3'

5'-TGGCCCTCAC-3'

5'-GGTTGTACCC-3'

5'-CCCGCTACAC-3'

5'-CTCCTGCCAA-3'

5'-GAGCGTCGAA-3'

5'-CCCAGCTGTG-3'

5'-ACGGATCCTG-3'

5'-GAGGATCCCT-3'

5'-CCTGATCACC-3'

5'-CCGATATCCC-3'

5'-GGAAGCTTGG-3'

5'-GGCTGCAGAA-3'

5'-GGAGTACTGG-3'

5'-CCTCTAGACC-3'

-

Vysledné produkty byly separovany v 1,5% agarézovém gelu a detekovany

ethidium bromidem.

3.2.3.

Elektoforéza na agarézovém gelu

DNA fragmenty vzniklé Stépenim restrikénimi endonukledzami nebo PCR

reakci jsou bézné analyzovany pomoci elektroforézy v agar6zovém gelu. DNA

fragmenty se pohybuji v agarézovém gelu vlivem pilisobeni

stejnosmeérného

elektrického pole. Negativné nabité molekuly DNA se pohybuji od katody (-) k anod¢
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(+). Dé¢leni fragmentl je zavislé na jejich velikosti - vétsi fragmenty se pohybuji
pomaleji, mensi rychleji. Koncentrace agar6zového gelu urcuje velikost port, DNA
fragmenty urcité velikosti se pohybuji agar6zovymi gely o riizné koncentraci razné
rychle. Pasy separovanych fragmentd jsou vizualizovany po obarveni fluorescenénim
barvivem.

Slozeni pouZzitého 1,5% gelu: TBE pufr (1x pracovni roztok: 89 mM Tris
base, 89 mM kyselina boritd, 2 mM EDTA; 10x zasobni roztok: 108 g Tris base, 55 g
boric acid, 40 ml 0,5 M EDTA, pH 8,0 doplnit H2O do 1000 ml), agaréza, ethidium
bromid (na 150 ml gelu 10 pul EtB o konc. 10 mg/ml).

PCR produkty (+ 1/6 loading pufr: 0,25% bromfenolova modf, 40% sacharoza,
celkovy objem byl 20 pul) byly rozdéleny elektroforézou (PS250-2). Prvnich 30 minut
bylo napéti el. pole 30 - 40 V, na dalsi 2,5 az 3 hodiny bylo napéti zvySeno na 60 - 70
V. DNA fragmenty byly vizualizovany pod UV svétlem transluminatoru (Ultra +
Lum, Biotech).
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4. Vysledky

K nalezeni oblasti vyskytu genii rezistence k fomové hnilobé byla pouZzita
technika RAPD, pomoci které byly u fepky jiz diive identifikovany markery obsahu
kyseliny linolové/olejové (Hu et al., 1999), desaturace kys. linolové (Somers et al.,
1998) ¢i marker genu zodpovédného za koncentraci kys. linolenové v fepce
(Tanhuanpaa et al., 1995) .

U vsech ¢tyt odrtid bylo testovano 73 primert z fady Operon a byly hledany ty,
které by mély u dvojice odolnych odriid monomorfni charakter, ale vykazovaly
polymorfizmus oproti dvojici nachylnych. U potomstva vzniklého vzdy kiizenim
odolné odrudy s nadchylnou pak byly testovany pouze ty primery, které se osveédcily v

testovani rodicu.

4.1.
Selekce primeri

Vybrané nespecifické primery byly nejprve pomoci RAPD testovany na
rodicovské generaci u vSech ¢tyt odrid. Rozdilna RAPD spektra rozliSujici dvojici
nachylnych (Mohican a Orkan) a odolnych odriid (Capitol a Jesper) byla patrna u
produkt amplifikace s primery OPA 15, OPB 2, OPF 13 a pfedevsim pak s OPA 14
a OPK 2.

Za pouziti primeru OPK 2 byly u odolnych odrtid jasné viditelné dva pruhy v
oblasti velikosti okolo 500 pb, zatim co u nachylnych byl viditelny pruh pouze jeden
(viz obr. 4. 1.). Pii1 opakovani byl vSak rozdil mezi spektry nachylnych a odolnych
odrid mnohem méné znatelny.

Pouzitim primeru OPA 14 (obr. 4. 2.) bylo doséhnuto velmi pékného a jasného
spektra, kde je mozné dobie rozliSit dva slabé pruhy v oblasti 600-700 pb
charakterizujici odolné genotypy. U genotypu nachylnych je naproti tomu viditelny
jen jeden silny pruh. I kdyz se pifi opakovani bohuzel neamplifikoval vysledny

produkt ze vzorku odriidy Capitol, zbylé¢ nachylné genotypy (Mohican, Orkan) i
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odolny (Jesper) byly v RAPD spektru jasné znatelné (obr. 4. 3.), stejné¢ jako u
ptredeslého.

V piipadé ostatnich zminénych primerti (OPA 15, OPB 2, OPF 13 a OPF 15)
byla spektra vétSinou malo zietelna (obr. 4. 4.) a pfi opakovani nebylo mozné
dosahnout dvakrat stejné¢ho vysledku.

Zajimavé bylo vysledné spektrum za pouziti primeru OPK 12. Tento primer
zfetelné odliSoval Orkan a Jesper od odriidy Mohican a Capitol. Vzhledem k tomu,
ze vSechny Ctyfi odridy vykazuji podobné vlastnosti, srovnatelné urovné odolnosti
(krom¢ odolnosti vii¢i L. maculans), je mozné bez podrobné¢jsiho zkoumani pouze

spekulovat s jakym znakem by mohl byt asociovéan tento marker.

Obr. 4.1.: RAPD spektrum - primer OPK 2

metoda izolace DNA Insorb Spin Plant Mini Kit

M - Lambda DNA/EcoRI+HindIIT

Odrudy: Mohican (M), Capitol (C), Orkan (O), Jesper (J)
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Obr. 4.2.: RAPD spektrum - primer OPA 14

metoda izolace DNA Insorb Spin Plant Mini Kit

M - Lambda DNA/EcoRI+HindIII

Odridy: Mohican (M), Capitol (C), Orkan (O), Jesper (J)

Obr. 4.3.: RAPD spektrum - primer OPA 14, opakoviéni
metoda izolace DNA Insorb Spin Plant Mini Kit

M - Lambda DNA/EcoRI+indIII

Odriidy: Mohican (M), Capitol (C), Orkan (0), Jesper (J)
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Obr. 4.4.: RAPD spektra - primery OPA 15,B2aF 13
metoda izolace DNA Insorb Spin Plant Mini Kit

M - Lambda DNA/EcoRI+HindIII

Odridy: Mohican (M), Capitol (C), Orkan (O), Jesper (J)

4.2.

Primery odliSujici Capitol

Odrtda Capitol od ostatnich odriid vykazovala nejcastéji odlisné spektrum
fragmentii. Faktem je, Ze pfi srovnani charakteristik jednotlivych kovariant je to
pravé Capitol, ktery se lisi nejvice, 1 kdyz ne vyrazné, coz bylo vzhledem k cili
zadouci. Capitol je také jedind z vybranych odrid, u které byl potvrzen gen
rezistence a to Rlm1 (Balesdend et al., 2002), z toho divodu na ni byla zamétena
vEtsi pozornost.

Ctyfi primery - konkrétn& OPA 8, 9, 16 a OPF 16, generovaly spektrum
fragmentt, které odliSovalo Capitol od ostatnich tfi kultivarti. Opakovatelnost byla
vSak sporna - ukazka s primerem OPA 16, ktery dosahl 1 v druhém kole testovani
obdobného spektra (obr. 4. 5.). Spektra vznikla za pomoci primertt OPF 16 a OPA 9

jsou zobrazeny v obr. 4. 6. a 4. 7.
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Obr. 4.5.: RAPD spektra - primer OPA 16 (1 opakovani)
metoda izolace DNA Insorb Spin Plant Mini Kit

M - Lambda DNA/EcoRI+indIIT

Odrudy: Mohican (M), Capitol (C), Orkan (O), Jesper (J)
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Obr. 4.6.: RAPD spektrum - primer OPF 16

metoda izolace DNA Insorb Spin Plant Mini Kit

M - Lambda DNA/EcoRI+HindITI

Odridy: Mohican (M), Capitol (C), Orkan (O), Jesper (J)

Obr. 4.7.: RAPD spektrum - primer OPA 9

metoda izolace DNA Insorb Spin Plant Mini Kit

M - Lambda DNA/EcoRI+HindIII

Odridy: Mohican (M), Capitol (C), Orkan (0O), Jesper (J)
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4.3.

Ovéreni segregace markeru v R1 generaci

Vzhledem k tomu, Ze pro testovani byla pouzita populace vznikla pylovou
embryogenezi z F1 populace po kiizeni (vzdy nachylné odridy s odolnou, viz
kapitola material), byla zaru¢ena 100% homozygotnost potomstva. RAPD markery
jsou dominantniho charakteru (Williams et al., 1990), proto byl piedpokladan §tépny
pomér v R1 generaci 1:1, tj. 50% dominantnich a 50% recesivnich homozygot.

Na 83 rostlinaich R1 potomstva byly testovany primery osvédcené u
rodi¢ovskych jedincti (OPA 14, 15, OPB 2, OPF 13, 15 a OPK 2) a u ¢asti potomstva
pak primery, které odliSovaly Capitol (OPA 8, 9, 16 a OPF 16).

Ve s$tépici populaci vykazoval jako jediny segregaci primer OPA 14 (obr. 4.
8.). S ucitou odchylkou danou kvalitou zobrazeni spektra bylo tedy mozné rozeznat

jedince nesouci nalezeny marker rezistence od nachylnych.
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Obr. 4.8.: RAPD spektra - primer OPA 14

metoda izolace DNA Insorb Spin Plant Mini Kit

M - Lambda DNA/EcoRI+HindIII

83 vzorku rostlin mikrosporovych regeneranti z F1
kiiZzenct testovanych odriid

Rozpis ¢islovéani vzorki viz. tabulka niZe



Vzorky ¢. rodi¢ovské odridy
1-30 Jesper x Orkan
31-38 Mohican x Capitol
39 Orkan x Jesper

40 - 41 Orkan x Capitol

42 - 57 Capitol x Orkan

58 - 80 Jesper x Mohican
81-83 Capitol x Orkan
4.4.

Clusterova analyza

Data ziskana z variabilnich spekter RAPD byla pouzita pro odvozeni genetické
vzdalenosti zkoumanych odriid pomoci clusterové analyzy v programu Statistika 6.0.

Byly vypocitany koeficienty podobnosti kazdého vzorku se vSemi ostatnimi a
algoritmy pro genetické vzdalenosti. Pomoci clusterové analyzy byla na zdkladé¢
vypocti seskupena podobnd spektra a vysledky byly zobrazeny ve formé
dendrogrami (viz obr. 4. 9.).

Vysledny dendrogram naznacuje vzajemnou genetickou podobnost nachylnych
odrtid (Mohican, Orkan) a dle ofekavani zobrazuje odradu Capitol oproti ostatnim

ttem odriidam jako nejvice geneticky odliSnou.
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Geneticka vzdalenost mezi rodigovskymi odridami
Unweighted pair-group average
Euclidean distances

Capital

Jesper

Mohican

Orkan

35 40 445 50 ] B0

geneticka vzdalenost

Obr. 4. 9.: Dendrogram zobrazujici genetické vzdalenosti mezi jednotlivymi

odrudami

4.5.

Inokulaéni test

Pro stanoveni spole¢né segregace markeru se skute¢nou rezistenci (fenotypem)
byl proveden inokulac¢ni test na stejnych rostlindich mikrosporovych regeneranti
odvozenych z F1 kiizenct, které byly pouzity pro genetické analyzy. Pro potvrzeni
faktu, Ze nalezeny marker je skutecné asociovan s odolnosti vuc¢i P. lingam bylo
nezbytné provést srovnani genetickych dat s fenotypem. Testy prob¢hly na pracovisti
VUOL Opava pomoci umélych infekei.

Rostliny mikrosporovych regenerantii z F1 ki#izenci donorovych rostlin byly
inokulovany v rozdilnych vyvojovych fazich. Infekce byla provedena, pokud to bylo

mozné, na nejvyssi palisty. V ptipadé, Ze rostliny nemély vytvotfeny stonek s palisty,
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byly infikovany pravé listy. Na 1 rostlinu bylo provedeno 6 vpichii inokula, kazdy
vpich byl vyhodnocen separatné. Hodnoceni bylo provedeno 14 dnti po inokulaci.

Rozdily mezi rostlinami nebyly velké a ani infekce se neprojevila pfilis
rozdilnymi piiznaky. Okraje kolem vpichti byly pouze mirné zazloutlé nebo na
pocatku nekrotizace. Takové ptiznaky byly hodnoceny stupném 2. V piipadé, ze k
nekrotizaci nedosSlo a pletiva kolem poranéni byla neporusend, byly tyto ptiznaky
hodnoceny stupném 1. Vyssi stupné nebyly pouzity, protoze rozsahlejsi pfiznaky
poskozeni pletiv se nevyskytly. Primérné napadeni (Disease index) bylo vypocitano
jako vazeny prumér ziskanych hodnot (viz tab. 4.10.). Mezi napadenim rostlin bylo
mozné nalézt rozdily, byly vSak minimalni a je tieba zkontrolovat, zda nedochazi
k disproporcim u rostlin stejného piivodu.

Po ziskani semen fertilnich rostlin bude vhodné test zopakovat a provést ho v

fadném terminu na déloznich listech.
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Tab. 4.10.: Srovnani vysledki inokulac¢niho testu s vysledky genetickych dat. Shoda
je vyjadrena tmavé Sedym pozadim. N = nachylna, O = odolna

¢ vysledek
) k¥iZeni vysledek gen. dat | inokula¢niho
vzorku
testu
1 VIxII N 1.00
2 VIxII o 1.00
3 VIxII N 1.33
4 VIxII N 1.00
5 VIix I N 1.17
6 VIix I N 1.33
7 VIx I N 1.00
8 VIxII [0) 1.00
9 VIxII o 1.00
10 VIxII [0) 1.00
11 VIix I N 1.00
12 VIx I [0) 1.00
13 VIix I N 1.00
14 VIxII O neinfikovano
15 VIxII N - -
16 VIxII N - -
17 VIx I N -y
18 VIx I N -
19 VIx I N -y
20 VIx I N - -
21 VIx Il 0 - -
22 VIxII N - -
23 VIx Il 0 - -
24 VIx I N -5
25 VIx I N -
26 VIx I N -5
27 VIx I N - -
28 VIxII N - -
29 VIxII N - -
30 VIix I 0] - -
31 IxV 0) -y
32 IxV 0] -y -
33 IxV 0) -y -
34 IxV N -y -
35 IxV N - -
36 IxV N -y
37 IxV N - -
38 IxV N -5
39 1 x VI N -
40 IxV N -
41 IxV N -y
42 VxII N 1.00

45



43 VxII (0] 1.00
44 VxII N 1.50
45 VxII O 1.17
46 VxII N 1.17
47 VxII N 1.67
48 VxII N 1.33
49 VxII N 1.00
50 VxII O 1.00
51 VxII N 1.17
52 VxII N 1.00
53 VxII N 1.17
54 VxII N 1.17
55 VxII (0] 1.00
56 VxII N 1.17
57 VxII N 1.00
58 VIixI O 1.00
59 VIixI (0] 1.00
60 VIxI (0] 1.00
61 VIixI N 1.67
62 VIxI (0] 1.00
63 VIixI 0 1.50
64 VIxI O 1.33
65 VIixI O 1.33
66 VIixI O 1.00
67 VIxI N 1.00
68 VIixI N 1.00
69 VIixI N 1.00
70 VIixI N 1.00
71 VIixI O 1.00
72 VIixI O 1.00
73 VIixI O 1.17
74 VIxI 0 1.33
75 VIixI N 1.00
76 VIixI N 1.17
77 VIixI O 1.00
78 VIixI N 1.17
79 VIxI (0] 1.00
80 VIixI N 1.17
81 VxII N 1.33
82 VxII N 1.17
83 VxII O 1.33

I.Mohican ndchylnd

II. Orkan ndchylnd

V. Capitol odolna
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VI. Jesper odolna

5. Diskuse

V poslednich letech demonstrovala fada piiklada dilezitost ,hight-density
genetickych map a tvodnich genovych studii pro identifikaci genetickych markerti
spojenych s dalezitymi znaky plodin rodu Brassica. Moderni odriidy jak ozimé tak
jarni fepky nesou zdroje rezistence k L. maculans pochazejici z A genomu. V
ruznych fenofazich rostliny jsou vSak za rezistenci zodpovédné rozdilné geny (Zhu et
al., 2003). I kdyZ je rezistence dospélych rostlin v polnich podminkach dalezitou
vlastnosti pro velkoprodukci fepky, Siroky zabér variability patogena a nutnost
polniho testovani komplikuje moznost vyhodnotit tuto rezistenci geneticky.
Monogenni a polygenni dédicnost rezistence dospélé rostliny v polnich podminkach
byla popisovana mnoha autory (Cargeeg et Thurling, 1979; Sippell at al., 1991;
Stringam et al., 1992; Dion et al., 1995; Ferreira et al., 1995; Pang et Halloran,
1996b; Pilet et al., 1998; Li et Cowling, 2003). Naproti tomu rezistence v ¢asnych
stadiich vyvoje rostliny (kotyledonova ¢i ve fazi semenacki) je obecné kontrolovana
jednoduchymi dominantnimi geny a jedné se tedy o odolnost rasové specifickou.
Prestoze mnoho studii poukazuje na to, Ze se rezistence v Casnych stadiich a
dospélosti nachazeji pod odlisnou genovou kontrolou, fada autort zjistila vyznamnou
korelaci mezi obéma typy odolnosti (Newman et Bailey, 1987; McNabb et al., 1993;
Bansal et al., 1994; Li et Cowling 2003). To by mohlo byt zpisobeno pevnym
sepétim genu cotyledonové rezistence s jednim nebo nékolika majoritnimi QTL
rezistence v dospélosti rostliny konkrétni odridy ¢i alelickymi variacemi na single
lokusu.

Gen rasové specifické kotyledonové rezistence RIm 1, potvrzeny 1 u
zkoumané odridy Capitol (Balesdent et al., 2002), objasnil 70% variaci rezistence
dospélych rostlin ve francouzské odridé Maxol (Delourme et al., 2004). Silna
korelace mezi rezistenci semendCkll a polni rezistenci australské odridy canoly
Maluca napomohla urychlit vyvoj odriidy Quantum pro polni podminky zapadnich
oblasti Kanady (Stringam et al., 1995). Markery rezistence projevujicich se v

casnych stadiich vyvoje mohou tedy evidentné byt velmi uzitenym nastrojem k
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urychleni Slechtitelskych programt fepky. Vytézek z nalezeni takového markeru je
vSak svym zplsobem bohuzel pouze doc€asny, u kvalitativniho zaloZeni rezistence se
patogen pii siln¢jSim selekénim tlaku navozenym rozSifenim rezistentni odridy
velmi rychle pfizptisobi a jednoduchou mutaci se gen virulence stava
inkompatibilnim ke genu rezistence a ten se tedy stava nefunkénim. U nékterych
odrtd se vyskytuje vétsi mnozstvi single dominantnich gent rezistence a u téchto by
tedy mél byt marker pravdépodobné déle vyuZzivan, nebot rizné geny rezistence byly
zmapovany na vazbovych skupinach dvou genomickych regiont - a to na LG16 a
LG10, kde by se mél nalézat klastr peti genti kontrolujici kotyledonovou rezistenci
(Delourme et al., 2004). Spole¢ny marker pro tuto oblast vSak neni znam.

VeEtsi mnozstvi studii, zabyvajicich se hledanim markeru rezistence k L.
maculans, presunuje svlj zdjem predevSim na mezidruhové hybridy B. napus/B-
genom obsahujici druhy, nebot’ vykazuje vysoky stupeil rezistence a tato se zda byt
dosud trvald. Markery pak slouzi predevSim k detekci B-genomové rezistence v
hybridnim potomstvu. Plieske et Struss (2001) naptiklad vyvinuli nékolik STS
markert rezistence a zjistili, Ze lokace genii odolnosti vii¢i fomé je v B. napus/B-
genome rekombinantnich liniich obdobna jako na A-genomu.

V této praci bylo pouzito 73 primerii k nalezeni markeru fomové rezistence. V
Sesti pfipadech vykazovaly primery polymorfismus mezi dvéma odolnymi a dvéma
nachylnymi odrtidami, ale jen u jednoho primeru bylo dosahnuto stejného spektra i v
opakovaném screeningu. Tento fakt byl velmi dilezity, protoze pravé opakovatelnost
byla u RAPD popséana jako sporna (Penner et al., 1993). Ve vysledku byl tedy
nalezen jen jeden primer, ktery detekoval hledany marker jak u zkoumanych odrtd,
tak u smiSeného potomstva. Chevre et al. (1997) musel testovat 400 primert k
nalezeni tii markert hledaného genu rezistence v canole.

Jak bylo zminéno, u odrtidy Capitol byl potvrzen gen RIm1. Tento gen nalezi
ke skupiné péti gent, které by se mély nalézat na vazbové skupiné LG10. Tato
vazbové skupina koresponduje (dle Delourmovi studie (2004) zaloZené na porovnani
specifik gentl rezistence a genil avirulence resp. virulence) s vazbovou skupinou LG6
Ferreiry et al. (1995) a tedy A-genomovou vazbovou skupinou N7, ktera se zda byt
ekvivalentni (Ferreira et al., 1995; Parkin et al., 1995). Zajimavé je zjiSténi
Mayerhofera et al. (2005), které naznacuje, ze region genll rezistence je obsazen
alespon ve tfech kopiich na A-genomu a ziejmé ve Ctyfech kopiich na C-genomu

rodu Brassica. Vzhledem ke shlukim R genii na zminénych vazbovych skupinach,
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mél by byt nalezeny RAPD marker, ziskany na zakladé¢ amplifikace s primerem
OPA14, schopen "detekovat" riizné geny rezistence, jako je tomu u odridy Major,
u které nejsou znamy podrobné informace o genetickém zalozeni rezistence k L.
maculans.

Shoda genetické analyzy R1 regenerantli s fenotypem nebyla nijak vyrazna.
Nelze povazovat za prokdzané, Ze by marker segregoval s fenotypem. Shoda
s fenotypem byla 47%. Celkové vSak toto vyhodnoceni prob&hlo na velmi malém
souboru, i vzhledem k tomu, ze ¢4st rostlin nebyla infikovana. Také reakce rostlin na
infekci byla malo intenzivni a vSechny tyto faktory pon€kud zkresluji vysledky
spolecného vyhodnoceni.

Co se tyka slabé reakce na infekci, mohla byt zplisobena pouZitim
nevhodnych, slabych izolati patogena. Dle zjisténi Yu et al. (2005) davala odrida
Quinta kompatibilni reakci (avrlm/rlm) s izolaty z patogenni skupiny tii a Ctyfi,
naproti tomu inkompatibilni (Avrlm/RIlm) s izolaty PG 1 a 2. Ve smylu této studie
byla tato odriida rezistentni vici izolatim PG skupin 1 a 2. Vzhledem k tomu, ze
odrida Capitol, testovana v této praci obsahuje gen Rlm 1 stejné jako odriida Quinta,
méla by byt reakce se stejnymi izolaty obdobna. Podrobnéjsi informace o pouzitych
izolatech bohuzel neni dostupnd, ale pii dalSich testech by bylo vhodné uvedenych
zaveérl vyuzit, pokud tak nebylo u€inéno nyni.

Za ptedpokladu, Ze by dalsi testovani, a to predev§im srovnani RAPD spekter
Stépici populace s fenotypovym testem na déloznich listcich vykazovalo shodu, mélo
by byt piistoupeno k dalsimu studiu vybraného RAPD produktu a vytvofeni
specifického SCAR markeru (Arnedo et al., 2002). Ze spektra RAPD pruhii bude
vyfiznut ten, ktery odliSuje nachylné jedince od odolnych a tento produkt bude
zaklonovan. Dale bude nasledovat sekvenovani produktu a vyhodnoceni sekvenci, na
jejichz zakladé¢ budou odvozeny specifické primery (cca 25 okrajovych bazi
produktu). Tyto primery by mély amplifikovat uz pouze jediny usek - specificky

marker odliSujici odolné a nachylné jedince.
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6. Zavér

Pomoci metody RAPD byly velmi dobfe odliSeny odolné genotypy
donorovych rostlin od nachylnych. Byla vytvoiena sada RAPD spekter (DNA
fingerprintingil), na jejimz zékladé byl odvozen marker pro rezistenci k L. maculans.

Mezi nachylnym a odolnym genotypem populace rostlin mikrosporovych
regenerantl z F1 kifizencl testovanych odrid byly ve vétSiné ptipadt znatelné
rozdily, ale markery s fenotypem piesné¢ nesegregovaly, 1 kdyZ jak jiz bylo fecCeno,
rozdily mezi fenotypovym projevem odolnych a nachylnych jedinct byly miniméalni.
Nejvyssi shody bylo dosazeno po amplifikaci za pomoci primeru OPA 14, i1 kdyz ani
tento RAPD marker stoprocentn¢ nerozliSoval odolné a nachylné jedince.

Na zakladé souboru ziskanych dat byly pomoci clusterové analyzy stanoveny
genetické vzdalenosti mezi odriidami, které velmi dobife kopirovaly zndmé znaky,
resp. odlisnosti jednotlivych odrid.

Po ziskani semen fertilnich rostlin bude fenotypova zkouska zopakovana a
provedena v fadném terminu na déloznich listcich. Zejména toto je velmi dilezité,
nebot’ pravé v tomto asném stadiu vyvoje rostliny by se mély uplatiovat specifické
geny kvalitativni rezistence.

Dalsim krokem by mélo byt vytvoreni specifického markeru (SCAR markeru),
za pomoci kterého by byli odlisitelni jedinci rostlin fepky nachylni k fomové hnilobé

od jedinct rezistentnich jiz v ¢asné fazi ontogeneze.

50



