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Uvedeni problému a cil metodiky

Plasmodiophora brassicae je obligatni biotrofni patogen, ktery napada vyhradné
brukvovité rostliny a je pavodcem nadorovitosti kostalovin. Patogen vytvari na
kofenech a hypokotylu formace ,nadory*, které nasledné zpUsobi snizeni toku Zivin
a vody, coz vede ke Zloutnuti a deformaci list, vadnuti, zastaveni ristu rostlin a v
pozdéjSim stadiu az smrt hostitelské rostliny (Malinowski et al., 2012; Javed et al.,
2023). V soucasnosti predstavuje tento patogen zavazné problémy pro vétSinu
brukvovitych plodin v celosvétovém méfitku, zplsobuje vyznamné ekonomické
ztraty v zemédeélstvi, které se globalné odhaduji na 10-15 procent z produkce
brukvovitych rostlin (Dixon, 2009).

Pro efektivni boj proti nadorovitosti jsou kliCové spolehlivé a citlivé diagnostické
metody. Detekci P. brassicae vSak komplikuje skuteCnost, Ze tohoto obligatniho
patogena nelze kultivovat na umélych médiich. Patogen je moZzno detekovat pomoci
biologickych, mikroskopickych a molekularnich metod (Hwang et al., 2012).

Identifikace patotypl je standardné provadéna biotesty. NejstarSi a stale Casto
pouzivana klasifikace pomoci biotestt je Williamsova klasifikace (Williams et al.,
1966). V Evropé je také vyuzivana presnéjsi klasifikace ECD (European Clubroot
Differential) podle Buczackiho et al. (1975). Pro B. napus byl navic navrZzen
doplnikovy soubor tfi testovacich linii, zaméfeny specialné na evropské patotypy
(Some et al., 1996).

Vzhledem k tomu, Ze se jednotlivé izolaty patogena €asto liSi jednonukleotidovymi
polymorfismy, insercemi a delecemi, byly v poslednim desetileti vyvijeny snahy o
identifikacni metody zaloZené na téchto genetickych odliSnostech (Gossen et al.,
2019; Tso et al., 2021, 2022).

Cilem metodiky je precizni identifikace patotypu P. brassicae na zakladé
kombinace biotestii a molekularnich metod zaloZzenych na celogenomovém
sekvenovani.
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Vlastni popis metodiky
Uvod

Jednim ze soucasnych problémua péstovani brukvovitych zelenin a olejnin je
onemocnéni znamé jako nadorovitost kostalovin. Toto onemocnéni zpusobuje
obligatni biotrofni patogen Plasmodiophora brassicae, ktery ma schopnost velice
dlouho pfezivat v pudé (Wallenhammar 1996). V soucCasnosti pfedstavuje toto

Vv,

brukvovitych plodin.

Plasmodiophora brassicae fadime do Eukaryotické skupiny Rhizaria, konkrétné do
tfidy Phytomyxea (Endomyxa). Tato tfida sCita obligatni biotrofni parazity hnédych
fas, oomycety (Phagomyxids), pestrou Skalu rostlinnych  hostitelt
(Plasmodiophorids) a nové popsané Marinomyxa. Velmi znamym zéstupcem této
tFidy je také napfiklad ptvodce strupovitosti brambor (Javed et al., 2023). Zivotni
cyklus patogena se déli na tfi zZivotni faze. V prvni fazi P. brassicae pronika do
epidermalnich bunék kofenového vlaseni, kde vytvari primarni plasmodium.
Naslednd sekundarni faze je charakteristicka tvorbou sekundarnich zoosporii
vytvofenych z primarniho plasmodia. Tyto zoosporie pronikaji hluboko do kofene
hostitele, kde zpUsobuiji proliferaci a expanzi bunék hostitele. V posledni fazi se
v téchto pletivech vytvafi velmi odolné klidové spory, které po rozpadnuti nadorti na
kofenech prezivaji v ptidé i vice jak 20 let (Liu et al., 2020). Patogen se vyskytuje
pfedevSim na vlhkych mistech. Odolné spory se mohou snadno Sifit,
prostfednictvim pfenosu puady na strojich, zvifat, vody i vzduchu (Struck at al.,
2022).

Pro efektivni boj proti nadorovitosti jsou velmi dulezité spolehlivé a citlivé
diagnostické metody. Detekci P. brassicae komplikuje skute¢nost, Ze tohoto
obligatniho patogena nelze kultivovat na umélych médiich. Detekce patogena se
provadi pomoci biologickych, mikroskopickych a molekularnich metod (Hwang et al.
2012). Biologické metody detekce trvalych spor vyuZivaji citlivé odrady
hostitelskych rostlin. Tyto odrudy se péstuji ve vzorcich odebrané plidy po dobu péti
tydnl a nasledné je vyhodnoceno napadeni kofenového systému jednotlivych
rostlin na Skéle 1 - 4. Jako kontrola se nej¢astéji vyuziva vysoce citliva odriida
Cinského zeli var. Granaat (Hwang et al. 2012). Mezi nevyhody této metody patfi
horsi citlivost detekce, Casova a prostorova narocnost. Metoda se vSak i v
souCasnosti stale hojné vyuziva (Faggian & Strelkov, 2009). DalSimi metodami
detekce jsou metody mikroskopovani. NejstarSi metoda byla navrzena v roce 1945
(Garrett, 1945). Pri této metodé jsou péstovany semenacky v odebrané testované
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pudé po dobu péti tydnl pfi urCitych péstebnich podminkach. Pomoci
jednoprocentniho acetokarminu jsou poté obarveny infikované &asti kofenl a
nasledné je pocitan pocCet napadenych vlasovych kofinki (Colhoun, 1957
Wallenhammar, 1996). DalSi modernéjSi metoda vyuziva dveé fluorescencni barviva.
Prvni z barviv Calcoflor White M2R je schopné se vazat na chitin, ktery se vyskytuje
na povrchu spor a tim spory zviditeliuje. Druhé z barviv ethidium bromid dokaze
proniknout do bunék a navazat se na DNA. Timto barvivem je tedy mozné ovéfit
Zivotaschopnost spor (Takahashi & Yamaguchi, 1988). V soucCasnosti se pouziva
napfiklad Evans blue nebo Ocerin (Rod, 1996; Rennie et al., 2011).

V poslednim desetileti bylo vyvinuto nékolik molekularnich metod, pro detekci
klidovych spor v infikované pidé a také nékolik testi zaloZzenych na PCR
(polymerazova fetézova reakce), pro detekci, kvantifikaci patogenu a rozliseni
jednotlivych patotypt (Gossen et al., 2019; Tso et al., 2021, 2022). P. brassicae
muzZeme detekovat jak v pudé, tak v hostiteli. Problémem metod zaloZenych na
PCR je komplikovangéjsi pfiprava vzorku. Spory patogenu jsou totiz velmi odolné,
maiji silnou sténu a také se pomérné silné vazi na pidni ¢astice. V pidé se navic
mohou vyskytovat rdzné inhibitory PCR (Kageyama et al., 2003). Pfiprava vzorku
zahrnuje degradaci stény spor, kterou Ize nejlépe provest enzymatickou degradaci.
Nasledné se DNA precistuje gelovou filtraci. Pro eliminaci inhibitora Ize pouzit
pfidatné latky jako je napfiklad bovine serum albumin (BSA) (Hejna, 2019). Dnes
nejpouzivanéjsi metoda PCR byla popsana ve studii (Cao et al., 2007). Tato metoda
je zalozena na jednom paru primer(. Metoda se pouziva i pro komeréni ucely, kde
je citlivost 1000 spor na jeden gram pldy (Faggian & Strelkov, 2009). Nejnoveéjsi
techniky vyuZzivaji kvantitativni PCR (gPCR). Vyhodou gPCR je moznost jednak
detekce patogenu ale také moznost odhadnuti intenzity vyskytu a mnozstvi trvalych
spor (Rennie et al., 2011; Wallenhammar et al., 2012).

Jednotlivé izoldty P. brassicae se ale mohou liSit v jednonukleotidovych
polymorfismech, insercich a delecich. Jako marker k identifikaci a k odliSeni
geografickych izolatu P. brassicae byla hojné vyuzivana jaderna ribozomalni DNA.
Tyto markery byly téz pouzity pro vyvoj kvantitativnich PCR testu ke studii patogenu.
Vzhledem k objevim novych riznorodych patotypu, bylo tfeba identifikovat oblasti
genomu zodpovédné za virulenci nebo avirulenci patotypu (Javed et al., 2023).
Napfiklad pomoci vyuziti P. brassicae cpn60 universal target (cpn60UT) byla
vyvinuta metoda digital droplet PCR (ddPCR) and loop-mediated isothermal DNA
amplification (LAMP) (Gossen et al., 2019). Jinou metodou, hojné vyuzivanou k
diferenciaci patotyp(, je RNase H-dependent PCR (rhPCR), ktera amplifikuje rDNA
nebo fragmenty genomu.
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Pro Slechténi odolnych odrad vici nadorovitosti, je velmi podstatna identifikace
jednotlivych patotypl, ktera se standardné provadi pomoci biotestd. NejstarSi
navrzeny postup, ktery se ale stale Casto pouziva, je Williamsova Kklasifikace
(Williams at al., 1966). Pomoci této klasifikace je mozné rozlisit 16 riznych patotypa.
Pro biotest jsou zde pouzity ¢tyfi vhodné vybrané genotypy (dva genotypy kapusty
B. oleracea a dvé linie tufind B. napus). Dal$i mozny testovany soubor genotypu,
ktery je mezinarodné uznavany, nese oznaceni ECD (European clubroot
differential). Je vyuzivan hlavné v Evropé (Buczacki et al., 1975). Tento soubor se
sklada z péti rGznych genotypu B. rapa, B. oleracea a B. napus. Hodnoti se projev
napadeni u 15 odliSnych genotypl, podle kterych je mozné realné odlisit az 23
rliznych patotypu, teoreticky az 48 (Diederichsen et al., 2009). Pro B. napus byl
dale, pro lepsi rozliSovaci schopnost evropskych patotypl, navrzen dopliikovy
soubor tfech testovacich linii. Pomoci téchto tfech genotypul je mozno rozliit dalSich
8 patotypl P. brassicae (Some et al., 1996).

Rozvoj molekularnich/omics technologii umoznuje analyzu celého genomu
patogena a identifikaci jednotlivych patotypl na zakladé celogenomového
sekvenovani a nasledného bioinformatického zpracovani. Toto zahrnuje nékolik
zakladnich kroku. Nejdfive se provadi zakladni filtrace a hodnoceni kvality
sekvenacnich dat, nasledované odstranénim nizkokvalitnich sekvenci a adaptéru
pomoci nastroju, napfiklad Trimmomatic nebo Cutadapt. Pro odstranéni
kontaminace hostitelskou DNA je mozné pouzit referencni genom hostitele a
mapovani nastroji (BWA, STAR).

Nasledna rekonstrukce genomu jednotlivych patotypd mulze byt provadéna
metodou de novo assembly s vyuzitim assembleru, jako jsou SPAdes a Unicycler.
Scaffolding je pak vyuzivan ke spojeni contigll, zejména pro pfekonani obtiznych
repetitivnich oblasti, pficemz nastroje jako Medusa nebo Ragout mohou pomoci s
vytvofenim delSich sekvenci za pouziti referencni sekvence. K hodnoceni kvality
sestavenych genomu se vyuzivaji programy jako QUAST, BUSCO a Qualimap.

Samotné srovnani genomickych sekvenci a identifikaci rozdill mezi patotypy se
pouZzivaji programy pro multisekvenéni alignment (ClustalW, Omega, Kalign).
Specifické oblasti pro jednotlivé patotypy lze vyuzit k navrhu PCR specifickych
primer( pro naslednou rutinni identifikaci patogenniho materialu.

10
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Biotesty

Zdroj patogenu, inokulace rostlin a hodnoceni
napadeni

Patogenni material

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

Priprava inokula

Po namnoZeni patogenniho materialu byly napadené kofeny s nadory uloZzeny do
mraziciho boxu pfi teploté -26 °C. Pfi pfipravé nového inokulacniho media byly
nejprve nadory rozmrazeny, mechanicky o€istény a oplachnuty v destilované vodé.
Nasledné byly nadory spole¢né s destilovanou vodou rozmixovany v mixeru.
Po 5 minutach mixovani byla vysledna suspenze prefiltrovana pres jemnou tkaninu
a poté centrifugovana 20 minut na nejvysSi otacky. V poslednim kroku byly
pozorované shluky spor pfeneseny do zkumavky s destilovanou vodou a za pomoci
Burkerovy komurky byl roztok déale fedén az na pozadovanou koncentraci 108 spor
na 1 ml inokula¢niho media (Chytilova and DuSek 2007).

Péstovani rostlin a zpusob aplikace inokula

Od kazdého testovaného genotypu bylo vyseto 6 rostlin ve ¢tyfech opakovanich,
které byly infikovany sporami a po 7 tydnech vyhodnocena mira napadeni. Substrat
pro vysev byl vytvofen smichanim standardniho zahradniho substratu B (Florestina)
a perlitu v poméru 1:1. Pfipraveny mix byl rozsypan do sadbovacl o velikosti
4 x 4 cm. Do kazdé bunky sadbovace bylo umisténo jedno semeno do cca 0,5cm
hluboké jamky, do které bylo pomoci pipety aplikovano 1 ml pfipraveného roztoku
spor o koncentraci 108 spor na 1 ml inokula.

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

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

11
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Vyhodnoceni urovné napadeni

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

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

ni = pocet rostlin daného genotypu se stupném 1
nz = pocet rostlin daného genotypu se stupném 2
ns = pocet rostlin daného genotypu se stupném 3
Nt = celkovy pocet rostlin daného genotypu

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

Pouzité pristroje a pomiicky:

e mrazici box -26°C

e autoklav

e mixer

e Birkerova komurka

e mikroskop

e pinzeta

e kultivacni box/fytotron
e sadbovace

Chemikalie:
e destilovana voda
e chloraminT
e zahradnicky substrat
e perlit

12



Hejna O. a kol. (2024): Metodika odli§eni patotypti Plasmodiophora brassicae

Ukazka vystupu — Williamsova klasifikace izolatd P. brassicae:

Priklady vystupi a interpretace vysledki biotestu

Systém pro stanoveni jednotlivych patotypt Plasmodiophora brassicae (Williams

1966)

patotyp

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

( + citliva odruda, - rezistentni odrada)

Lau

ECD10

+

13
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Pfifazeni vzorku k jednotlivym patotypim dle Williamsova systému

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

Lau ECD10 ECD11 ECD 13 patotyp

Lor-s1 - - + + P7
Hor-s1 + + + + P4
Jin-s1 + + + + P4
P3-s1 + - - + P3
Phl-s1 + - - - P8
Trg-s1 - - - + P6
Cul888-s1 + - + + P2
An4969-s1 - - - + P6
Tu4875-s1 - - - - P5
F04947-s1 + - + + P2
Tu4884-s1 + - - + P3

( + citliva odrada, - rezistentni odruda)

14
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Priklady fotodokumentace vysledkt napadeni P. brassicae

Na obrazcich je zfetelné 100 % napadeni odridy ECD 13 patotypem An4969-s1 a
naopak rezistence vici napadeni u odrad ECD 10, ECD 11 a Laurentian.
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NGS sekvenovani
Priprava vzorku pro extrakci DNA

Povrchova dezinfekce nadort

Celogenomové sekvenovani vyZzaduje kvalitni, nekontaminovanou DNA. K tomuto
uCelu byly infikované rostliny péstovany hydroponicky v perlitu, aby se
minimalizovalo znecisténi substratem. Po deviti tydnech od inokulace byly nadory
na kofenech omyty od perlitu a uloZzeny v mrazicim boxu pfi teploté —26 °C az do
dalSiho zpracovani. Pro extrakci DNA byl pro kazdy vzorek vybran vhodny nador o
hmotnosti pfiblizné 25 g. Poté byla provedena dukladna povrchova dezinfekce v
tficetiprocentnim roztoku sava po dobu 10 minut, nasledné 1 minutu v
devadesétiprocentnim etanolu a 20 minut ve dvouprocentnim roztoku chloraminu T.
V poslednim kroku byly nadory oplachnuty ve sterilni destilované vodé.

Extrakce dormantnich spoér

Povrchové dezinfikovany nador byl umistén do sterilni nadoby mixéru s 250 ml
sterilni destilované vody. Po 5 minutach mixovani byla kapalina pfecedéna pres tfi
vrstvy sterilni netkané textilie. Cast vzniklého roztoku se spérami byla nalita do
zkumavky o objemu 50 ml a centrifugovana 10 minut pfi 2000 RCF. Poté byl
odstranén supernatant a pfidana dalSi c¢ast precezeného roztoku. Proces
centrifugace a odstranéni supernatantu se opakoval, dokud nebyl zpracovan cely
precezeny roztok. Po finalnim odstranéni supernatantu bylo do zkumavky pfidano
5 ml Sedesatiprocentni sachardézy. Zkumavka byla dikladné protfepana a opét
centrifugovana 10 minut pfi 2000 RCF. Vysledny supernatant byl prelit do nové
zkumavky a doplnén destilovanou vodou na pfiblizné 40 ml. Po ru€nim protfepani
byl roztok opét centrifugovan a supernatant odstranén. Stény zkumavky lze opatrné
oplachnout vodou, aby nedoS$lo k poSkozeni peletu se spérami. Pfechozi kroky s
pridanim vody a centrifugaci byly zopakovany jesté dvakrat pro odstranéni
sacharézy. V poslednim kroku byl pelet dukladné protfepan v 5 ml vody, ¢imz bylo
ziskano 5 ml vysoce koncentrovaného roztoku extrahovanych spor.

Purifikace dormantnich spor

Extrahovany roztok spor je nutné dikladné predistit. K tomuto Gcelu byl pouzit
zjednoduSeny Ludoxovy gradient. K 5 ml koncentrovaného roztoku spér bylo
pfidano 5 ml Ludoxu HS 40 a roztok byl dikladné promichan. Poté bylo do
zkumavky po sténé opatrné pipetou pfidano 5 ml C&tyficetiprocentniho,
tficetiprocentniho, dvacetiprocentniho a desetiprocentniho Ludoxu. Poslednich 5 ml
tvorila destilovana voda. Zkumavka byla opatrné pfenesena do centrifugy, kde se
centrifugovala 30 minut pfi 1000 RCF. Ve vzniklém Ludoxovém gradientu byla
vizualné identifikovana vrstva spor, ktera byla opatrné pfenesena pipetou do nové
zkumavky. Nasledné byly provedeny kroky k odstranéni Ludoxu z roztoku.
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Desetkrat byla do zkumavky pfidana voda, spory promichany, centrifugovany 10
minut pfi 2000 RCF a supernatant odstranén. Vysledny pelet pfecisténych spoér byl
pipetou rozmichan v 5 ml vody a pfenesen do tfi mikrozkumavek, které byly v
poslednim kroku opét centrifugovany. Vysledny pelet extra Cistych spér byl poté
pouZit k izolaci genomové DNA.

Extrakce DNA ze spor

Purifikované spéry patogenu ve formé peletu byly ponechany v 2ml
mikrozkumavkach. V prvnim kroku extrakce genomové DNA byly do zkumavek
pridany ocelové kulicky, a obsah byl tfepan v homogenizatoru tfikrat po 1 minuté pfi
20 otackach za sekundu. Nasledné byla pouzita standardni extrakéni metoda
CTAB. V posledni fazi byl vysuseny pelet DNA rozpustén ve 40 ul TE pufru ve vodni
lazni pfi teploté 37 °C. RNaza nebyla pouZita.

Celogenomoveé sekvenovani

Celkem bylo vybrano pét nejb&znéjsich patotypl vyskytujicich se v Ceské republice.
Extrahované vzorky DNA byly odeslany ke sekvenovani do spoleCnosti SEQme,
ktera provedla pfipravu knihoven a samotné sekvenovani na pristroji lllumina
NovaSeq. Na kazdy vzorek bylo vygenerovano minimalné 10 miliond parovych
sekvenci o délce 150 bp. Toto mnozstvi by mélo zajistit vice nez stonasobné pokryti
genomu P. brassicae, jehoz velikost je odhadovana na 25 Mb.

Bioinformatické zpracovani dat

Zakladni filtrace sekvenacnich dat

V prvnim kroku byla kvalita dat vyhodnocena programem FastQC. Vysledky
ukazaly, ze sekvenacni vystup ma dostatecnou kvalitu pro nase ucely. Standardné
bylo pfistoupeno k odstranéni malého mnozstvi nekvalitnich sekvenci nebo k jejich
zkraceni. Na zakladé pouzitého sekvenatoru byly vyhledany adaptorové sekvence,
které byly nasledné validovany programem BBtools. Filtrace na zakladé kvality a
pritomnosti zbytkovych adaptatorovych sekvenci byla provedena programem
Trimmomatic. Vysledky tohoto kroku byly opét zkontrolovany programem FastQC.

Odstranéni sekvenci hostitele

| pfes vysokou Cistotu pouzitych spér data ukazala na pritomnost malého mnozstvi
hostitelské DNA. Z tohoto dlvodu bylo pfikro¢eno k jejimu odstranéni na zakladé
genomické sekvence hostitelské rostliny. Jako referen¢ni sekvence genomu B. rapa
byla pouzita sekvence CAAS Brap v3.01 stazena z databaze NCBI. Mapovani
sekvenci na referenCni genom bylo provedeno programem STAR. VSechny
namapované hostitelské sekvence byly z dalSiho zpracovani vyrazeny.
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Rekonstrukce genomi jednotlivych patotypi

De novo Assembly

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

Scaffolding

Vyhodou sekvenovani pomoci technologie lllumina je vysoka pfesnost a relativné
nizka cena za osekvenovanou bazi. Nevyhodou vsak je, Ze ziskané sekvence jsou
pouze 150 bp dlouhé. | kdyZ jsou v parech, bez jasného prekryvu nelze urcit, jak
jsou jednotlivé pary od sebe vzdalené. Timto vznika problém pfi preklenuti
repetitivnich oblasti, jejichz délka pfesahuje 150 bp. Dlouhé repetitivni oblasti jsou
s témito daty prakticky nepfekonatelné. Pro nase ucely nejsou tyto oblasti dulezité,
nicméné pro rekonstrukci genomu na urovni chromozémdu je nutné spojit jednotlivé
contigy pomoci scaffolding. K tomuto uc¢elu byly opét pouzity dva riizné programy,
Medusa a Ragout. Jako referenéni sekvence chromozomu byla pouzita sekvence
GCA _036867785.1 _ULAVAL_Pb3A _genomic.fna stazena z databaze NCBI.
Vzhledem k tomu, Ze izolovana DNA obsahuje také mitochondrialni sekvenci, byla
pfidana jesté referenéni sekvence mitochondria CM077642.1 z databaze NCBI.

Hodnoceni sestavenych genomiu

Celkoveé bylo pro kazdy z péti vzorkl sestaveno Ctyfi rGzné genomy, které vznikly
pouzitim kombinaci dvou de novo assemblerll (SPAdes, Unicycler) a dvou
scaffolderd (Medusa, Ragout). Nejlep$i kombinace byla vybrana na zakladé ftfi
rliznych kritérii: podobnosti, kompletnosti a presnosti.

K hodnoceni podobnosti byl pouzit program QUAST, jehoz vystup posuzoval hlavné
celkovou délku, pocCet sestavenych sekvenci v porovnani s poétem chromozému v
referencni sekvenci, statistické hodnoty N50, NG50 a dalsi.

Kompletnost byla hodnocena pomoci programu BUSCO. Jako referencni databaze
genl byla zvolena eukaryota_odb10, protoze blizSi soubor genu nadorovitosti v
systému zatim neni k dispozici. KliC¢ovou hodnotou pro porovnani byl pocet
nalezenych BUSCO genu a jejich fragmentu.

Presnost sestavenych genomu byla vyhodnocena na zakladé vystupu z programu
Qualimap, pficemz byla hodnocena primarné chybovost a uniformita pokryvu.
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Na zakladé kritérii podobnosti, kompletnosti a pfesnosti byla jako nejvhodnégjsi
varianta vybrana kombinace programi de novo assembler SPAdes a scaffolder
Ragout. Obecné Ize fici, Ze Zadny z programu nevygeneroval Spatny vysledek, a
jakakoli kombinace by pro nase ucely byla dostacujici.

VylepSovani hrubého sestaveni genomu

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

Srovnani genomovych sekvenci

Na zakladé genomové a mitochondrialni referenéni sekvence byly v sestavenych
genomech jednotlivych vzorku identifikovany chromozomové a mitochondrialni
sekvence. Nasledné byl proveden alignment pomoci programu Kalign. Celkové bylo
ziskano 21 multisekvenénich srovnani pro 20 chromozému a jeden mitochondrion.
Alignmenty byly nasledné vizualizovany programem Mview.

Jako prvni bylo pfistoupeno k porovnani mitochondrialnich sekvenci, protoze
mnozstvi mitochondrialni DNA bylo pfiblizné desetinasobné. Celkova pokryvnost
mitochondrionu pro jednotlivé vzorky pfevySovala hodnotu 1000. Na zakladé
analyzy alignmentu mitochondrialnich sekvenci byly identifikovany rozdily mezi
jednotlivymi sekvencemi. Jednalo se vSak pouze o jednonukleotidové polymorfizmy,
které pro tvorbu selekénich marker(l na bazi PCR nejsou pfili§ vhodné, hlavné kvuli
jejich nizké spolehlivosti. Zda se, Ze mitochondridlni genom je v pfipadé patotypu
P. brassicae vysoce konzervativni. Z tohoto duvodu byla provedena dukladna
analyza chromozomovych sekvenci, kde byla identifikovana mista s vyraznymi
zménami typickymi pouze pro urcité patotypy. Na téchto mistech byly pomoci
programu Primer3 navrzeny primerové pary pro PCR detekci specifickych patotypl
nadorovitosti. VSechny navrzené pary byly otestovany na jejich specifickou reakci
na dany patotyp. Zaroven byla provedena optimalizace PCR reakce a vizualizace
produktl pomoci elektroforézy. V8echny nize uvedené pary jsou schopné fungovat
za stejnych podminek PCR reakce a generovat rizné délky produktl pro jednotlivé
patotypy. V ramci optimalizace nakladu je tedy mozné v jedné reakci detekovat vice
nez jeden patotyp.
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Vizualizace jedné z oblasti s unikatni sekvenci pro
patotyp P2

Navrzeny primerovy par k detekci patotypu P2:

Vel

Viz

1245401

1245601

1245801

1 F TAATGGGAAGGCTAGCGACA
1R

TATCGTCGGGTTCCTTCTGG

ikost produktu: 613

ualizace jedné z oblasti s unikatni sekvenci pro patotyp P2

E H : 3
CGAT \.q\mn.&_hb\LN.LI\lu.mﬂ(_inh(:ﬂ(;\IJL-U-IUJALNUILALL—AALQI;IA—LL.HLIU.-\N_me\LAu\(;(.LILU,l.ﬂ"lLuULHA-\‘LhﬂLllé\‘LAU]Ll‘Muh-l-LuLmLLALuﬁIb,ﬂLLIl;.ﬁLLthﬂ‘LU\ubL‘b(.LiuPﬂ(:ﬂbtUﬁL-\wPM.M.MVAL CGTCAGTTCCTGGA
CGATCGTATACGGTCACCTTTGAAACAAGGAGT TACACATCGACAT CTACALICAAACGG TAACGACCCCAACCAGGTCAGTGGLTCCGGATTTGCTCTCAATCGACTTATCACGCTTGTGAAACGCAT CCACGATGACC TRACCGGCATCCTTGEC TGCCTGAAGAGCCT GCAGCAGCGCGTTACTCGTCAGTTCCTGGA
CGATCGTATACGGTCACCTTTGAAACAAGGAGT TACACATCGACAT CTTCACCAAACGGTAACGACCCCAACCAGGTCAGTGELTCCGGAT TTGCTCTCAATCGACTTATCACGCT TGTGAAACGCAT CCACGATGACCTGACCGGLATCCTTGECTGCCTGAAGAGLCT GLAGCAGCGCGTTACTCGTCAGTTCCTGGA
GTATACGGTCACCTTTGAAACARGGAGT TACACAT CGACATCT TCACCAAACGETAACGACCCCAACCAGGT CAGTGGC T CCGATTTGCT CTCRATCGACT TATCACGCT TGTGAAACGCAT CCACGATGACCTGACCGGLATCCTTGECTGCC TGAAGAGLC TGCAGCAGCGLGTTACTCGTCAGTTCCTGGA
CGATCGTATACGGTCACCTTTGAAACAAGGAGT TACACATCGACAT CTRCALICAAACGG TAACGACCCCAACCAGGTCAGTGGLTCCGGATTTGCTCTCAATCGACTTATCACGCTTGTGAAACGCAT CCACGATBACC TRACCGGCATCCTTGGCTGCCTGAAGAGCCT GCAGCAGCGLGTTACTCGTCAGTTCCTGGA

3 5 5 3 = 3 . : 3 7 s . o 3 H : & . . 8
CCCGTCCAGCA- 2 GTACGCATCGTACCANGGTGAATGCAGCGTCT TCGTCGGCCAT TCAGGACACAGLGCACGAGCACAGGLGARCGCACC TACGCANTTCAGAACCARAATGT CGGGACTCGCATGCCGCGCGAATTCCACACCGTCAGCTGCAACGEA
CCCGTCCAGCA, GTACGLATCGTACCAAGGTGAATGCAGCGTCTTCGTCGGCCAT TCAGGACACAGLGCACGAGCACAGGLGARCGCACC TACGCAATTCAGAACCARAATGT CGEGACTCRCATGCCGCGCGAATTCCACACCGTCAGCTGLAACGER
CCCGTCCAGCA TR S [ YU (A (e RN TR TTETG T AC GC ATCGT ACCAAGGTGARTGLAGCGTC TTCGTCGGCCAT TCAGGACACAGLGCACGAGCACAGGLIAACGCACCTECGCAATTCAGAACCARAATGT CGERAC TCRCATGCCGCAJGAAT TCCACACCGTCAGCTGLAACGCA
CCCGTCCAGCA- - - -GTACGCATCGTACCAAGGTGAATGCAGCGTCT TCGTCGGCCAT TCAGGACACAGCGCACGAGCACAGGCGAACGCACCTACGCAATT CAGAACCARANTGT CGGGACTCGCATGCCGCGCGAATTCCACACCGTCAGCTGCAACGCA
CCCGTCCAGCA. GTACGLATCGTACCARGGTGAATGCAGCGTCTTCGTCGGCCAT TCAGGACACAGLGCACGAGCACAGGLGARCGCACC TACGCAATTCAGAACCARAATGT CGEGACTCGCATGLCGCGCGAATTCCACACCGTCAGCTGCAACGEA

0 3 o
GCGAACACAGTGAGAAATACATTAGAAGTCTAT TTGAATARTATAGGGCTGARCGAT c.nYU\G'\y\.\mr[((t.[manTcrTUT(E.((u(c.TIE..'-AC.(E(TITMI-.'\(TH.'\LGM('\f.nr GGAGGCCGACAT TGETCGAAACT GGACGCAGCGTCACCGCCTCGTGGAACAAGETTGTTCGGATCGTCGTCGTCAAC
GCGAACACAGTGAGAAATACATTAGAAGTCTAT TTGAATAATATAGGGCTGAACGATGL T TCAGAAAAAT CGCGL TGGGTCT TCT TCGCCGCGT TGAAGCCCTTTFTAACTTCAGGRCCAAGGGEAGGCCGACAT TGGTCGAARCT GGACGCAGLGTCRCCGCCTCGTGGAACAAGGTTGTTCGGATCGTCGTCGTCAAC
BCQIACACAGTEAGAAATACATTAGAAGTCTATTTGAATAATATAGGG T(-An((Al(.lT!(A(-nAJLﬂTr[-([.(IthTIlTr|Tfh(lL;((.Vll..’mk-fr(HT-ETn;HT'(ArG CCAAGGGEAGGCCGACATTGET CGAAACTGGACGLAGCETCECCGCCTCGTGGAMCAAGGT TG TTCGGATCGTCGTCGTCAAC
GCGARCACAGTGAGAARTACATTAGAAGTCTAT TTGAATAATATAGEGCTGARC GATGC TTCAGAARAATCGCGCTGGGTCTTCTTCGCCGCGTTGAAGCCCTTTATAACT T CAGGACCAAGGGGAGGCCGACAT TGETCGAARCT GGACGCAGCGTCACCGCCTCGTGGAACAAGGTTGTTCGGATCGTCGTCGTCARC
GCGAACACAGTGAGAAATACATTAGAAGTCTAT TTGAATAATATAGGGCTGAACGATGL TTCAGAARAAT CGLGL TGGGTCTTCT TCGCCGCGT TGAAGCCCTTT R TAACTTCAGGRCCAAGGGRAGGCCGACAT TGGTCGAARCT GGACGCAGLGTCRICGCCTCGTGGAACAAGGTTGTTCGGATCGTCGTCGTCAAC

Navrzeny primerovy par pro tuto oblast:

Vel

_F GCACGTTCCTGGACCCAT
_R ACTCTAAGCGTGTCGTCGAG

ikost produktu: 583

SloZeni PCR reakce:

10 pl PPP Master Mix

1l
1l
1l
7ul

Pru

Kro

F primer
R primer
templatova DNA
PCR H;0

ubéh PCR reakce:

ky Teplota Doba Pocet cyklii

Uvodni denaturace 94 °C 10 min 1
Denaturace 94 °C 15s 30

Nas

ednuti primeru 60 °C 15s 30

Extenze 72 °C 1 min 30
Finalni extenze 72 °C 10 min 1
Chlazeni 4°C © 1
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Elektroforeticka separace PCR produkti

P2

[l
1l

Pty

613 — D G  e— 583
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Vizualizace jedné z oblasti s unikatni sekvenci pro
patotyp P3

925801 a9 0 926000
CCATTCTGTCBCARAAT CEC TOATTACAT T TATAGA CTGGCTETCTTCATAGCCCTCACGAGGACAC TOATAGTTGACACCAT TTCAGC GATATTG TTGEAGGGRCAGT TATTGGCSCET TTAT TG TCTTTGTGTE TATCACCTGCATT TCCGCTE CATATTC TGCGATGT TCATC TCARAGARRC TETAGATGEC
CCATTCTOTC G CAAAT CBC TOATTACATT TAT AGACTEGCTE TCTTCATAGCCC TCACOAGGACACG TOATAGTTGGCACCATTTCAGCGATAT TG TG AGGORCAGT TATTGGCGCT TTATTGCTCTTTGTGTC TATCACC TGCATT TCCGCTCCATATTC TGCGATGT TCATC TCARRGARAC TETAGATGRC
CCATTCTOTCOOAAAT GO TOATTACATT TGAT AGACTEGC T TCTTCATAGCCC TCACOAGGACACG TATACTTGGCACCAT TTCAGCGATAT TG T TOCAGGUGCAGT TATTGGCGCOT TTATTGCTCTTTGTGTC TATCACC TGCATT TCCCCTCCATATTC TGCOATCT TCATC TCARRGARAC TG TAGATGGC
AT TOTCGOAAT CC TOAT TACAT T TGAT AGACTEGC T TCTTCATAGCCC TCACOAGGACACG TOATAGTTGGCACATTTCAGC GATATTG T TGCAGOOGCACTTATTCGUBCAT TTATTGCTCTTTGTGTCTATCACC TGCATTTECGCTCCATATTC TGCGATET TCATC TCARAGARRC TGTAGATGEC
ECCATTCTGTCGCAMAT CEC TGATTACATT TGAT AGACTEGE T TCTTCATAGCCC TCACGABGACACG TOATAGT TGGCACCATTTCAGCGATATTG ITGCAGGGGCAGT TATTGGEGCTTTATTGCTCTTTGTGTCTATCACCTGCATTTCCGCTCCATATTC TGCGATGT TCATC TC ARRGARRC TETAGATGEC

926001 926200

3 3 g E H : F 5 : 1 . ; 3 : g : 2
AACARGAACTCGCARACACGAARCGTGGCCGTATAACT ATACAGT ARACGT CATCGTTCTATACTGTAGTGCCTGCTGCGCTATAAGTATTAGCCTATCGTTTTCCTAARACTTGATAAC - - ~GLGACATGACTGTTTTGGTGCAGCCACCGATATGCTCATGC
AACARGAACTCGCARACACGARACGTGGCCGTATAACT ATACAGT ARALGT CATCGTTCTATACTGTAGTGCCTGCTGCGCTATAAGTATTAGCCTATCGTTTTCCTAARACTTGATAAC GLGACATGACTGTTTTGGTGCAGCCACCGATATGCTCATGC
AACAAGAACTCGCARACACGAAACGTGGCCGTATAACTATACAGTARACGT CATCGTTCTATACTGTAGTGCCTGCTGCGCTATAAGTATTAGCCTATCGTTTTCCTAARACTTGATAAC - - -GCGACATGACTGTTTTGGTGCAGCCACCGATATGCTCATGC
AACAAGAACTCGCARACACGAAACETGECCGTATAACTITACAGTAAACGT CATCGTTCTATACTETAGTGCCTCTGCGCTATAAGTATTAGCCTATCGTTTTCCTAAAACT IMIMLQ\LAIL‘AUM TTTGGTGCAGCCACCGATATGCTCATGC
AACANGAACTCGCARACACGAAACGTGGCCGTATAACT ATACAGTAAACGT CATCGTTCTATACTGTAGTGCCTGCTGCGCTATAAGTATTAGCCTATCGTTTTCCTAAAACTTGATAAC- - - -GCRACATGACTGTTTTGETGCAGCCACCGATATGCTCATGC

926201 . . . . : 3 & g - 3 . . . 5 H . ; x . 4 926400
AGAGCAT TAACTGGGGCACCTGLACACGACATGCTTAT GAAACGT TTGCCTGATCCGLGCCGGTACTGAGATGCTCACT TGARAGATGATAATTTCTCAAGTGCAACTGAAARL CCACAGATTATCC TGTCAACGT AAGT GCCGCCAACGAAGGGAGGAGCGTAATCCTAGACCCCCGTTACATACGCCCACTGGTGAAT
AGAGCAT TAACTGGGGCACCT GLACACGACATGCTTATGAAACGT TTGCCTGATCCGCGLCGGTACTGAGATGCTCACT TGAAAGATGATAATTTCTCAAGTGCAACTGAAAAC CCACAGATTATCC TGTCAACGT AAGT GCCGCCAACGAAGGGAGGAGLG T AATCC TAGACCCCCGT TACATACGCCCACTGGTGAAT
AGAGCATTAACTGGGGCACCT GLACACGACATGCTTATGAAACGT TTGCCTGATCCGCGLCGGTACTGAGATGCT CACT TGAAAGATGATAATTTCTCAAGT GCAACTGAAAACCCACAGATTATCCTGTCAACGT AAGT GCCGCCAACGAAGGGAGGAGCGTAATCCTAGACCCCCGT TACATACGCCCACTGGTGAAT
AGAGCAT TAACTGGEGCACCTGLACACGACATGCTTATGAAACGT TTGCCTGATCCGLGCCGGTACTGAGATGCT CACT TGARAGATGATAATTTCTCAAGTGCAAT TGAAAAC CCACAGATTATCCTGTCAACGT AAGTGCCGCCBACGAAGGGAGGAGLGTAATCCTAGAC CCLCGTTACATACGCCCACTGEEGAAT
AGAGCAT TAACTGGGGCACCTGCACACGACATGCTTAT GAAACGT TTGCCTGATCCGLGCCGETACTGAGATGCTCACT TGARAGATGATAATTTCTCAAGTGCAACTGAAARC CCACAGATTATCCTGTCAACGT AAGT GCCGC CAACGAAGEGAGGAGCGTAATCCTAGACCCCCGTTACATACGCCCACTGGTGAAT

Navrzeny primerovy par pro tuto oblast:

GCCAGATAGCTTGTTGACCG

P3_1 F
P3_1R CGAGCAGGTAGTTTGTGACG

Velikost produktu: 685

Vizualizace jedné z oblasti s unikatni sekvenci pro patotyp P3

931601 7 5 3 8 931800
GCOCTCATCCCTBGACCTATGCGCCAGTCGAGAACAAGGACGTTCATTGCCTGTGTGLTCCCGCCAGGTETTCCGTARTGLCATCGT CAATGTCTCCTCGAGEGCGGLCTGATGCAAT T CATGCGT CAGAT TTCACTTTGAT AAATGTATGGTTCATGGTACATT CAGCGAAGGATGTTCCCTAGTCAGCAGTGAGCTAT
GCGCTCATCCCTEGACCTATGCGCCAGTCGAGAACAAGGACGT TCATTGCCTGTGTGETCCCGCCAGGTCTTCCGTAATGCCATCGTCAATG TCTCCTCGAGGGCGGLC TGATGCAATTCATGCGT CAGAT TTCACTTTGATAAATGTATGGT TCATGGTACATTCAGCGAAGGATGTTCCCTAGTCAGCAGTGAGCTAT
GCGCTCATCCCTGEACCTATGCGCCAGTCGAGAACAAGEACGTTCATTGCCTGTGTGC TCCCGCCAGGTCTTCCGTAATGCCATCGT CAATGTCTCCTCGAGGGLGGLCTGATGCAATTCATGCGT CAGAT TTCACTTTGATAAATGTATGGT TCATGETACATTCAGCGAAGGATGTTCCCTAGTCAGCAGTGAGCTAT
GCGCTCATCCCTGEACCTATGCGCCAGTCGAGAACAAGGACGTTCATTGCCTGTGTGCTCCCGCCAGGTCTTCCGTAATGCCATCGTCAATETCTCCTCGAGGGLEGLCTGATGCAATTCATGCGT CAGAT TTCACTTTGATAAATGTATGGT TCATGETACATT CAGCGAAGGAGTICCCTAGT CAGCAGTGAGCTIT
GCGCTCATCCCTGEACCTATGCGCCAGTCGAGAACAAGGACGT TCATTGCCTGTGTGCTCCCGCCAGTCTTCCGTAATGCCATCGTCAATGTCTCCTCGAGGGCEGCCTGATGCAATTCATGCGT CAGATTTCACTTTGATAAATGTATGGT TCATGETACATTCAGCGAAGGATGTTCCCTAGTCAGCAGTGAGCTAT

931801 . " E . : g . : . 9 . 5 o g : . " L
TCAGGGTCACAGGGTGATCTTGCTCTGET TCGCAATGTCT TACAC AAAAT GGATATACTATCGAACGT TGCAGCTAT - TGACTGT TCCAGTTGT TCACAGCGAAATATGGGAAGTCGGAGACGARACTCATGATGTTGGC - - - -
TCAGGETCACAGGGTGATCTTGCTCTGGT TCGCAATGTCTTACACAAAATGGATATACTATCGAACGT TGCAGCTAT-TGACTGT TCCAGTTGTTCACAGCGAANTATGGGAAGTCGGAGACGARACTCATGATGTTGGL -
TCAGGGTCACAGGGTGATCTTGETCTGETTCGCAATGTCTTACACAAAT GGATATAC TATCGAACGT TGLAGCTAT - TGAC TGT TCCAGTTGTTCACAGCGAAATATGGGAAGTCGGAGACGAMCTCATGATGTTGGC
TCAGGGTCACAGEGTGATCTTGCTCTGGT TCGCAATGTCTTACACAARATGGATATACTATCGAACGT TGCAGCTATIITGAC TGTTCCAGTTGTTCACAGCGAAATATGGGANGTCGGAG- CGAAACTCATGATGT TGGC AR [N JNRe T R A (R g (T IC RN C A A AR [T aa ]
TCAGGETCACAGGGTGATCTTGETCTGGT TCGLAATGTCTTACACAAAAT GGATATAC TATCGAACGT TGCAGCTAT - TGACTGT TCCAGTTGTTCACAGCGAAATATGGGAAGTCGGAGACGARACTCATGATGTTGGE CGTTGGGGAATARAG

932001 5 o . s : g . 5 s 1 . . . e : A o 8 = 2 932200
TCCAACGATCCGCTCCTAACTCCACAGCCARTCCCGAGGGGGTGT TCTCGTCCATTTGCGCATTGLCGTGLGLTGTTGGCCETEGCGAT GECCTCTGLGTTACGCCGLCCATCGGLGGCACTGCCACGETTGCTGLTEGLGTCCCGECTCETGCTCCCGTGCCGAGCAATGTCAACGACTACAACGAAAGAAAGCLCGCT
TCCAACGATCCGCTCCTAACTCCACAGCCAATCCCGAGGGEGTGT TCTCGTCCATTTGCGCATTGCCGTGLGCTGTTGECCGTGGLGAT GGCCTCTGLGTTACGCCGLCCATCGGLGGCACTGCCACGGTTGL TGCTEECGTCCCEGLTCGTECTCCCGTGCCGAGCAATGTCAACGACTACAACGAAAGRAAGCCCGLT
TCCAACGATCCGETCCTAACTCCACAGCCARTCCCGAGGGGGTGT TCTCGTCCATTTGCGCAT TGLCGTGLGLTGTTGGCCG TGGLGAT GECLTCTGLGTTACGCCGLCCATCGGLGGCACTGCCACGETTGLTGLTEGCGTCCCGGCTCGTGCTCCCGTGCCGAGCAATGTCAACGACTACAACGAAAGAAAGCLCGCT
TCCAACGATCCGETCCTAACTCCATIAGIICAR TCCCGAGGGGGTGT TCRCGTCCATTTGCGCATTGLCGTGCGLTGTTGECCGTGGLGATGECCTCTGLGT TACGCCGLCCATCGGLGECACTGLCACGETTGLTGCTEGCETCCCGGLTCETGLTCCCGTGCCRAGCAATETCAACGECEACBACGAAAGAAAGLCCGLT
TCCAACGATCCGCTCCTAACTCCACAGCCAATCCCGAGGGEGTGT TCTCGTCCATTTGCGCATTGLCGTGLGCTGTTGGCCETEGCGAT GECCTCTGLGTTACGCCGLCCATCGECGGCACTGCCACGETTGLTGCTGGCGTCCCGGCTCETGCTCCCGTGCCGAGCAATGT CAACGACTACAACGAAAGAAAGCCCGCT

Navrzeny primerovy par pro tuto oblast:

CCAGTTGTTCTTGACGCGAT

P3 2 F
P3 2 R CACTCTTTGCCTGACGGTTC

Velikost produktu: 627

Slozeni PCR reakce:

10 pl PPP Master Mix
1l F primer
1l R primer
1pl templatova DNA
7l PCR H20

22



Hejna O. a kol. (2024): Metodika odli§eni patotypti Plasmodiophora brassicae

Prubéh PCR reakce:

Kroky Teplota Doba Pocet cyklii
Uvodni denaturace 94 °C 10 min 1
Denaturace 94 °C 15s 30
Nasednuti primerti 60 °C 15s 30

Extenze 72 °C 1 min 30

Finalni extenze 72 °C 10 min 1

Chlazeni 4°C ) 1

Elektroforeticka separace PCR produktu

P3

e e e »-
685 WD emmw ____— 62/

il
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Hejna O. a kol. (2024): Metodika odliSeni patotypti Plasmodiophora brassicae

Vizualizace jedné z oblasti s unikatni sekvenci pro
patotyp P4

1187201 : . . . : . : . . 3 . A . . : : . . . 4
ACGGT TGAACGTAL TGAAA TRANGE AT GAACAGGGEE T GAGAGTC TEARACETAC TG GEAGCGAGEALTTCUGTEOTORT TCTAME TOGAT GGCCAGTLCUGAT TCTGT T TCACGAATCATGEAL TRGAATCACCAMG TAGLCCTRGRCACATCCTTRCT T6TGICL TAGGGAGL TLCCAMG
ACGGT TGAALGTACTGAARATGAAGE AT CAACAGGAGL T GAGAGTC TRAGACG TAC TOTGC AR GEGE AL CTCOGTE TRGT T AR TCRATGGCCRGG0 COGAT TCTGEER ACGARTCATEC AL TAGAATCACCARAGTAGCCCTRGGCACATCCTTRCRTGTOCCTAGHGAGLTO CAMG
T TAG TAC T GAARA TGAAGECATIBAR MGG - TGAGAL T WAGACT AC TGTSCAGCGRGCRC TEeGT6c 1661 1 fenanc 1 loatdoCrnccasar 1CHaBlicac aanTLn r;:_—'.umw-ru\ua,w.iwulm\m.mu!m.alull.tu TAGGAGGT CCCARM G
CGOT TGAAEGTACT GAAAA TGAMGE CATGANCAGHG-CTGAGAGTC TGAGACGTAC TGTEEAGC GO ACC TCCGTOE 0T TR AMAL T AR CAGGCC AT TCTOETCACGAATCATLCAC TGCGANTCACCAMGTAGC CCTGOACACATCC TTGCRTOTGCCCTAGGRAGATECCAACG
AT T EAAT A TEAARA TCAAGCE ATGARE AGGE - € TGAGAGTC TLACACET AL TGTGEAGE GG AC T TECT 0 T T AR T A CAGGEC AT TC TR TCAL CARTC AT AC TR GAATEACCAAMGTAGEEE TOOACACATEC T BTG TLCE TAGGGAGETECCARET

1187401 ¥ . ) : : 3 4 3y 5 . 5 5 5 : . s ¥ % 3
COGCTT TG T GUCGAAGAN TCAT GG TGATAGTGTAGCCGALCC ARG GORATOGTC6 T 66T GAC GGG T T 166 OLCRAMGARL TCAT GG TCRTCRTRE CCATCRACAM ML GECATIGEAT TCGC TRRAGCCE TCGTCCCGGAGGAGAL TG
O TTTGGCTGCCGARGAAL BCATGGC TGATASTGTAGCCG srrarssssasssesasaseresaraans semrenans - GGG GATCRTCGT R GACGATAGTCOCATCRACAACAGC GO ATGRCAT TCRC TG COTCOTCCCOGAGGAGALTG
COOETTTGOLTACCRAMGAA JEATGAC TGATAGTGTAGLCG 2% B - TOGCGALGATAGTC CONT COALAACAGEGECATGGE ATTCGE TRAAGCECTCGTC COOGAMBAGALTG
LT 1660 TGCCGAAGRAAL A TGL TG4 TAG TG TALCC : GO GACGATAG TCCOA T CGACAAL AGCGCCATBECAT 1CGCTGRAGCCLTCGTCCCHGAGGAGAL T
OO TTTGAC TOOC GARGAA JCATGE TCATAGTGTAGCC, G GORATCRTORTGGL GACGATAGTCCCATCGACAACAGE GCCATRGEAT TEGCTGRAGCCTOGTCCCRGAGGAGACTG
1187601 &

CEACETCATETCGE
CRALGILATGICGE

: i i i t i : i 1 7 : 3 ¥ : 5 % i
ATCATALAL TTGCARGHRACE TCABABGERE TOAE AATET TCRCTETEAAC TGO ASTRACE ATE CAL CRAGAL GOAL GO AM TCATCATCAST AL ATC AAGATGE L CEACT AR ATE - LG TCCTECTOTA AGGECATEGCE TEC AL AREGE BT T TRAG AGAGLGRLCAAT CUTES!
ATGATAGAL T TGCARGEGALE TLAGAGGLAL TGHCAATETTOGL TG TGAM TGCCAGTGALLATCLAL GAMGAL GOGAL GLLAAL TLAT GATCALT GGALLATC AMGATGL L GAACCAALATCGRCGE TCLTCC TG TACARGRCGT Care TocRan e 6T T TRAGC AGACTJGGRC CaaT LG TaG1
ATGATAGAL TTGCARGGRALC TEAGAGGLAL THGE AATGTTEGE TG TRAAC TGO AGTHACCATO ACGAAGAL GOGAL GECAAC TCATGATCAGTGLAT CATCARGATGE CRGACCACATCBCGE TCL TECTHTALAGGGEGT C6CC TOCAGARCG G T TTGAG AGAGEGGE COATCOTGTC GACGTCATGTCGE
ATGATAGAC TTGCANGRAGALE TCNGAGRHGAL TGGCAATGY TCGE T WAL TGCCAGTCCATECAC GAAGACHEGAL GCRAL TEATGAT AT GACCAT CAASAT G CGGAG CANCATC IO TEE TR TGTALAGUGEGT CGCE TECAJARG GG T T TGAGEAMAGL L CGAT LT GG TCRACGTEATLI COC
ATGATAGAC TTGOAMGAACC TCAGAGGEAL TEGCRATCT TOGCTG TRANC TGO AG TACCATOCAC CAAGACLEGAL GLCANC TCATCATCAGT GRACCATCARGAT GLCOGACARCATC (ECGC TCCTECTGTACAGLGCATCRCE TECAIMACGOGTT TEAGCACACCCOOCCATOOTEOTCRACGTCATET C6E

Navrzeny primerovy par pro tuto oblast:

TTGGCTGCCGAAGAACTCAT
CCGGGCATCAATCGTGTTC

Velikost produktu: 354

Vizualizace jedné z oblasti s unikatni sekvenci pro patotyp P4

268801 o 2 ] o g = ] 5 . 9 = y g 2 i o . o . @
CACCAATCCCGTTCGTCGTCAAGCAACAACGGACTGGCAGAARATGCGCGECCCGACAGAAATAT TGCGL CGTCACTCGGGGAACGTCAGCGGCGACGAATTGGCGGGAACTTETCCGAGCCTGCGATATGGTCTCCCCTAGC TCGTGTACACGTATGATTTCTGAC TGATGGATGAGCAGCATCTGTTC
CACCAATCCCGTTCGTCGTCAAGCAACAACGGACTGGCAGAAMATGLGCGECCCGACAGAAATAT TGCGL CGTCACTCGGEGAACGTCAGLGGE GACGAAT TGO GGGAACTTETCCGAGCC TCGATATGGTCTCCCCTAGC TCGTGTACACGTATGAT TTCTGAC TGAGCAGCATCTGTTC
CACCAATCCCETTCGTCGTCAAGCAACAACGGACTGGCAGAARATGCGCGGCCCGACAGAAATAT TGCGCCGTCACTCGGEGAACGTCAGCGGLGACGAAT TGGCGGGAACT TETCCGAGCCTRCGATATGGTCTCCCCTAGC TCGTGTACACGTATGATTTCTGAC TGAGCAGCATCTGTTC
CACCARTCCCGTTCGTCGTCAAGCAACAACGGACTGGCAGAAATGCGCGECCCGACAGAAATAT TGCGLCGTCACTCGGGEAACGTCAGCGGLGACGAATTGGLGEGAACTTGTCCGAGCCTICGATATGGTCTCCCCTAGCTCGTGTACACGTATGATTTCTGACT T TGAGCAGCATCTGTTC
CACCARTCCCGTTCGTCGTCAAGCAACAACGGACTGGCAGAAAATECGCGECCCGACAGAAATATTGCGL CGTCACTCGGEEAACGTCAGCGGLGACGAATTGGCGGEGAACTTGTCCGAGCCTRCGATATGETCTCCCCTAGC TCRTGTACACGTATGATTTCTGAC TGAGCAGCATCTGTTC

269001 . . . . i . . . . 1 . . . . : . . . . 2
CTGCCAGGTGACCARACCTTTATTGCAGGCAAGCCATAACCGTGTTCCATTCGAT TAACAARGAGCAGCATCTGTTCTTGCCAGGTGACCARRCCT TTATTGCAGGCAAGCCATAACCGTGTTCCATTCGATGAACARAGAL CCACAACATCCTGGT ATARTTATCGTTGTATTGCTGCCARTGGTATGCGTCAGTGTAA
CTGCCAGGTGACCARACCTTTATTGCAGGCA ATM[(GTGTT(CATT(GETE)\IA(M - GACCCAJAACATCCTGITATA- - - - TCGTTGTATTGCTGCCARTGGTATGCGTRAGTGTAR
TGO GACCAMACTTTATTGCAGGCARGCATAACCGTGTTCCAT CGAT - ~GACCCAlJAACATCCTGH[TATA- - - ~TCGTTGTATTGCTGCCAATGGTATGCGTRAGTGTAL
CTGCCAGGTGACCAAACCTTTATTGCAGGCA AIAALL(:WIILLAIILGHIWLAA” -~GACCCAJAACATCCTS| ~TCGTTGTATTGCTGCCAATGGTATGCGTEAGTGTAA
CTGCCAGGTGACCAAACCTTTATTGCAGGCAAGLICATAACCGTGTTCCATTCGAT EARCAA - -~GACCCAJAACATCCTS| -T(snetArTacT(.(cMracmmcm!namrm

269201

AATTATGCACCTGTGTAT TTARAGTGCCTTCCTCGACAAATGAGCGCCGTGCCGL CGACAAAMCATGECTGGLCCAGLGCAAGCGETCT TTTGATTCGATCCGCAGCGTCGEGLGEGTGTCCGCTCTGCGLCGTCTCCATGLTTTGTGATTGCAAGTCCG TEGLGECGTCCGCACGEAGTGTTTGCGCACCGLCACGATT
AATTATGCACCTGTGTAT TTARAGTGCCTTCCTCGACAAATGAGCGCCGTGCCGL CGACAAAACATGGCTGGLCCAGCGCAAGCGETCT TTTGATTCGATCCGCAGCGTCGEGCGEGTGTCCGCTCTGCGLCGTCTCCATGC TTTGTGATTGCAAGTCCGTEGCGGCGTCCGCACGEAGTGTTTGCGCACCGCCACGATT
AATTATGCACCTGTGTATTTARAGTGCCTTCCTCGACAAATGAGCGCCGTGCCGC CGACAAMACATGECTGGCCCAGCGCAAGCGGTCT TTTGATTCGATCCGCAGCGTCGEGLGEGTETCCGCTCTGCGLCGTCTCCATGLTTTGTGAT TGLAAGT CCGTGGCGGCGTCCGCACGEAGTGTTTGCGCACCGCCACGATT
AATTATGCACCTGTGTAT TTASAGTGCCTTCCTCGACAAATGAGCGCCETGCCGLCGACAAAACATGGCTGGLCCAGCGCAAGLGGTCT TTTGATTCGATCCGCAGCGT(GEGLGEGTETCCGCTCTGCGLCGTCTCCATGLTTTGTGATTGLAAGT(CETEGCGGCGTCCGCACGEAGTGTTTGCGCACCGLCACGATT

Navrzeny primerovy par pro tuto oblast:

P4 2 F TCGATTAACAAAGAGCAGCATCT
P4 2 R CCACGGACTTGCAATCACAA

Velikost produktu: 313

Slozeni PCR reakce:

10 pl PPP Master Mix
1l F primer
1l R primer
1pl templatova DNA
7l PCR H20

24

5 3 3 2 H o 9 i . 3 s : 5 g H = . & 5 a2
AATTATGCACCTGTGTAT TTAGAGTGCCTTCCTCGACAAATGAGCGCCGTGCCGL CGACAAAMCATGECTGGLCCAGCGCAAGCGETCT TTTGATTCGATCCGCAGCGTCGEGLGEGTGTCCGCTCTGCGLCGTCTCCATGL TTTGTGATTGCAAGT CCGTEGLGECGTCCGCACGEAGTGTTTGCGEACCGCCACGATT

1187400

11BT6RD

1167800

269600

269200

69400



Hejna O. a kol. (2024): Metodika odli§eni patotypti Plasmodiophora brassicae

Prubéh PCR reakce:

Kroky Teplota Doba Pocet cyklii
Uvodni denaturace 94 °C 10 min 1
Denaturace 94 °C 15s 30
Nasednuti primerti 60 °C 15s 30

Extenze 72 °C 1 min 30

Finalni extenze 72 °C 10 min 1

Chlazeni 4°C ) 1

Elektroforeticka separace PCR produkti

P4

354 —=— — am—

|

- —— 313
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Hejna O. a kol. (2024): Metodika odliSeni patotypti Plasmodiophora brassicae

Vizualizace jedné z oblasti s unikatni sekvenci pro
patotyp PS

= g i 1 % 5 i o (R
TG G TCGTGE TTC TCGGTATC A TGO AGATC TACAGGAGE TACAACCTL TACAC GGG TR CACATTCC TORE TCACCTROTA
G TAGAACGTG TAGAL GGG TRCGALAT TCC TERGTCACCTGETA
COGTGOC TROACCG T AL GAGGACG TOCCATOC AT TTGLARGC AT AGCGOGAATACC AAC TATCC TTC TRORAGGOGL ARG TCGCAGACCGT TG TGACARGE TCALALC TGO GATAL TRAACGTOGTGL TTCTCGGTATC ATGCAGATC TACAGGAGG TARAAL G TG TAGAL GGG TGEGATATTCCTORG TCACCTROTA
COGTGUC TROAC LG TACCGAGGACG TCCCATCCAT T TRARGE AT AGCGLGAA TACCAAL TATLL TTCTRCGAGGERLAAGT CRCAGAL LT TG IGGCARGE TCAMCC TREGATAL TGAMCG LG TGE TTC FCRGTATCATREAGATC TACAGGAGG T AGAALLTGT AGA GGG TRLRACAT TCLTCRETCACCTRETA
COGTRCC TGO A G TAC GAGGATGTCCCATCCAT T TGGAAGE ATAGD GO GANTACCASC TATCC TTC TR GAGROGCARGT CRCARADCGT TGTGACAGRC T AAACE TGLGATACTGAAGTCG TG TTCTCRGTATCATGO AGATC TACAGGAGGTAGARC TG TAGAC LG TROGACATTCCTOGE TCACCTGLTA

SEHEL 5 3 Fi % £ 5 2 i 2 L] 2t
COGTEOC TOCACG TACC GAGGAL G TOCCATOCAT TTGOAAGC ATAGC GO GAATAT CAAC TATCC TTC TROGAGGEGOARGTCGOAGADCGT THTGAC AGLE TEAMACT

SEI00

GLTCCAGLGT -
GCTCCAROGT
GLTCCAGLGT - -
GCTCCARCGT - - -«
SCTCCAGCGT RN

SEd00

" : " = H . . o : 2 . " . . . . " i 4
CACTGALTGACGT CAMGAL TGAGT AGCGAACAAT TCACT COACAATGT T GG GAAGC TC TTCAGGAM ACAGALGT GRAAT TGEAAL GAGATACGC T GRAGAL GC CTGCGAGG TCAAGLAM TCGATTTC TGO GLTGCAAATATAAAT TR TTGAALA TACTATCGAGGL GTTC COGCGAGRAGGANC ACGAC CAAT
AT T AL T CAAGAL TGAG TAGC A CAAT TCA TCCACAATG T TGOl GAAGC TC T T CAGCARC ACAGAC G T GoA T T oA C O AT ACG L T GEAGAC L TGO G AL T AAAGC AR TC GG TTTC T O G TG ARATATAAAT TG T TCAACAACACT ACTATCRAGCOGT TECOGCGACAAGGAAC ACGACCAAT
AL TG TGALGT CAMMA TIAGTAGLRAALAAT TCAL TCLACRATHT T GALRAAGL TLT TCAGRAMALAGALGT GRART THUAM GAGATACHE TGGAGALGEL TGUGAGE TLAARGLARL TCRAT T TL TGUGL T GCARATATARAT TGT TRAMLAALALTAL TATCRAGGLGT TECUG GAGRAGLANCALGACLART
A T T T A TG T AGL G AT TE AT T AC A TG T T GaC GARGE TCT T CAG AN ACAGATG T GLAR T TG AR GALA TACGE TG AGACGE € ThlAGS T AR A TOGGTT TC TG TR ARATATAAAT TG T TRAACAACACTAC TATCCAGROGT TCCOGOGALAAGGAAC ACGACC AAT
CAC TG TGACGTCARGAL TGAGTAGLRARCAAT TCALTCEACRATGT TRGCGANGE TC T TCAGGANCACAGALG T GGAN T TGGRAN GARA TACSE TGERAGALGEC TGEGAGE TCAANGLAN TCGGTTTCTGUGE TRLARATATAANT 16T TGANCAACAGTAC FATCRAGGUGT TCCCGCRAGRAGGANCACGACCAAT

NavrzZeny primerovy par pro tuto oblast:

TAATGGGAAGGCTAGCGACA

P5 1 F
P5 1 R CGATCGTGCCCTGAGAAAAC

Velikost produktu: 793

Vizualizace jedné z oblasti s unikatni sekvenci pro patotyp P5

1608601 . . . . H . . . . . . . - : . . . .

TTCAGGCCGCGTTGACGETACGGTAT ATACT CAGEARC TGCCG TG GETGT6C TG GTCCACTGOAT TCGOATCCGLGAT AT AGAAC GTTACGEC G TTGT CGACG TCOAL CARGACCATGCARCGGGACAGCTTGLCGARCGETARC TEGARCAC GTCGTCARACACC TCAT CGTACGACACGECCAACGA
TTCAGGCCGGCGTTGACGCGTACGGTATATACT CAGCAACTGCCGTGCGETGTGCTGCGTCCACTGGANTCGGATCCGCGATATAGAACGT TACGCCGT TGT CGACGTCGACCAAGACCATGCAACGGGACAGCTTGCCGAACGCTAAC TGGAACACGTCGTCAARCACCTCATCGTACGACACGCCCAACGA - - - - - - -
TTCAGECCEGLGTTGACGLGTACGGTATATACT CAGCAACTGLCGTGLGETGTGLTGLGTCCAC !b(:H'lTthATLLthHlM AGAACGTTACGLCGTTGT (GACGTCGACCAAGACCATGCAACGGGACAGLTTGCCGAACGLTAACTGGAACACGTCGTCAAACACCTCATCGTACGACACGLCCAALEGA-
TTCAGGCCEGLETTGACGLGTACGGTATATACT CAGCAACTGCCGTGLGETGTGLTGLGT CCACTGGANTCGGATCCGLGATATAGAACGTTACGLCGT TGT CGACGE TCGACCAAGACCATGCAACGGGACAGLTTGCCGAACGLTAACTGGAACACGTCGTCAAACACCTCAT CETACGACACGLCCAACGA- s
TTCAGGCCRCETTOACGUTAC GG TATATACTCAGCARC TGCCR TG GETGTGCTGEOTCCACTGORRTCGOATCCGLGAATAGAACGTTTICCCC TTGT CGACG TCOAC CARGACCABSCARCHGGACAGC TTGCC GAACGETARC TEGAACACCCGTCRARCAC CTCRTCG TACGAC B o COACCATIRENT

1008201 . . . . : ; . . . 3 . . . . : . . : . 4 1008300
CTGCAACH COTACGARCGCT ATGACAGACCGBACGTTG - -CTCCATGTATTATATTCTAC - - - -CGGATTCTCCGATCGCAGTCTAGGTCGTCCARATACAGATTCGGEGTTCGOGETACC TAC L TTTGCCOAGAGACGACTGCACCAGGGGCATGECTGCATTGEGTCACACTCA
CTGLAACGLCGTACGAACGLTATGACAGACCGGACGTTG - - -CTCCATGTATTATATTCT) -CGGCATTCTCCGATCRCAGTCTAGGT CGTCCAAATACAGAT TCEGGET TCEGLETACCTACCCTTTGLCGAGAGACGACTGLACCAGEGECATGGLTGCATTGGGTCACACTCA
CTGCAACGCCGTACGAACGCTATGACAGACCGGACGTTG: CTCCATGTATTATATTCT, CGGCATTCTCCGATCGCAGTCTAGGT CGTCCAAATACAGAT TCGGEGT TCGGGGTACCTACCCTTTGCCGAGAGACGACTGCACCAGGGGCATGGLTGCATTGGGTCACACTCA
i2as TGO ACG COTACGARCGCTATEACAGACCGACG TG - -C TCCATGTATTATATTCT GO AT TCTCCOATCGCAGTE TAGGTCGTCOAMATAC AGATTCGOG6TTCGEGGTACC TACCC TTTGCCOAGAGACGACTGACCAGROGCATGGCTGCAT TGGGTCACACTCA
EYTNTIETRTENRII rccancoco TACGRACGL TATGACAGACCGGAC TR TRRIATCTATTABATTCT, A ATTCTCCGATCGOACTC TAGGTCETCOAMATACAGAT HIGGG0T TCGGGGTACC TACCC TT TG COAGAGACCAC TGCACCAGEGGATCOCHGCATTGGGTCACACTCA

5 2 2 e i = . < s 5 = . 3 = = 5 . F 2 6 1008600
CACAGTGCGGAATEETEGEEACGLGTEECGGAE TECGLGAGCAGLGGC CAATGTACGL TGGCCTEGAGAT (GAGT (GGACGACGL CGACAGCGGTACAGAGGAGCAACGCGACGAGETCGTCAGCGACT TTCCCGACATACGCGLGEAGLTGTCRCGCCCGTTCGACAGTACCGAGTGECAGACCAAGTTCCGLETGCET
CACAGTGCGGAATGGTGGEEACGLGTGECGAG TECGCGAGCAGCGGC CAATGTACGL TEGCCTEGAGATCGAGT CGGACGACGL CGACAGLGGTACAGAGGAGCAACGCGACGAGETCGTCAGCGACT TTCCCGACATACGCGLGGAGLT GTCECGCCCGTTCGACAGTACCGAGTGGCAGACCAAGT TCCGLETGCGT

ACAGTGCGGAATGGT GGEGACGLETEECEGAGTGCGCEAGCAGLGGLCAATGTACGL TGECC TGGAGATCGAGT CGGACGACGL CGACAGCGGTACAGAGEAGCAALGCGACGAGGTCETCAGCGACT TTCCCGACATACGCGLGGAGCTGTCGLGCCCGT TCGACAGTACCGAGT GGCAGACCAAGT TCCGLGTGCGT
CACAGTGCGGAATEGTGGEGACGLGTGECGGAG TECGCGAGCAGLGGC CAATGTACGL TGGCCTGGAGATCGAGT CGGACGACGLCGACAGCGGTACAGAGGAGCAACGCGACGAGETCGTCAGCGACT TTCCCGACATACGCGLGEAGLTGTCROGECCGTTCGACAGTACCGAGT GGCAGACCAAGT TCCGLGTGCET
CACAGTGCGGAATGGTGGEEACGLGTGECGGAG TECGLGAGCAGLGGC CAATGTACGL TGGCCTGGAGATCGAGT CGGACGACGL CGACAGLGGTACAGAGGAGCAACGLGACGAGETCGTCAGLGACT TTCCCGACATACGCGLGEAGLTGTCGCGCCCETTCGACAGTACCGAGT GECAGACCAAGT TCCGLGTGLET

Navrzeny primerovy par pro tuto oblast:

2 F AACGACATATGCGCCCAAAC
2 R TCCTGGAAACTCTGCGTCAT
Velikost produktu: 725

Slozeni PCR reakce:

10 pl PPP Master Mix
1l F primer
1l R primer
1pl templatova DNA
7l PCR H20
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Hejna O. a kol. (2024): Metodika odli§eni patotypti Plasmodiophora brassicae

Prubéh PCR reakce:

Kroky Teplota Doba Pocet cyklii
Uvodni denaturace 94 °C 10 min 1
Denaturace 94 °C 15s 30
Nasednuti primerti 60 °C 15s 30

Extenze 72 °C 1 min 30

Finalni extenze 72 °C 10 min 1

Chlazeni 4°C ) 1

Elektroforeticka separace PCR produkti

P5
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Hejna O. a kol. (2024): Metodika odliSeni patotypti Plasmodiophora brassicae

366201

366401

366601

Vizualizace jedné z oblasti s unikatni sekvenci pro
patotyp P7

- . - . B . . . . 3 . . . . i . . . .
GATCGACGACACTGTCGCAGGTGGCCAGATCGTCAACTGGTCGTAAGCGTCCTTCTTGTTTGGCACATTCGTAATACACATTGTCATGTTGE CGCTGTCCGCATCTCGCCAAGCGCGTGACAAATTC GEGTGAAC CGGTTCCTCGGC TCGGACGTCATCCAGAAGTTCGGCG -
CA'EGAEGAEAETCT(E.(AGGTGGE(MAT(LT(A&ETS&TEGTMC{GT((T"[TTG'YTC:IAEATT(GTMTA(A(A'HKT(ATCT:(.(EG(TGTC(E.(AT(YCC{(MGEG[.}TG&D‘IAAE"EAEG&GG GAGG GLGAGCEG CYGME(GK.'FY((T(E.A'.(T(ELA(GT(AT((AEARGT'EGCEGE
CATCEACGACACTETCGEAGCTCOCCAGATCCTCARCTEGT CCTARGCCTCCTTC TTGTTTGGEACATTCCTARTACACATTCTCATET TGECOCTCTC CGUATCTCOCCAAGLEC GTGACAAATT CAGGUGOAGEOAGE . - -GOBAGGGGCEO0TOARCCERTTCCTCOBCTCGRACCTCATCCAGAAGTTCGECG-
CATCEACGACACTETCGEAGCTCOCCAGATCCTCARCTERTCGTARGCCTECTTC TTGTHRGGCRCATTC T ANTABACRTTCTCATRTTGCCGCTETCCGEATC TCOCCAAGEECCTGACAAATTEIRGGOCOANGEEOACCTTROCEACGGECGOCTOARC (G TTCCTCOECTCGRACGTCATCCACAAGTTCEGCG -
GATCGACGACACTGTCGCAGGTGGCCAGATCGTCAACTGGTCGTAAGCGTCCTTCTTGTTTGGCACATTCGTAATACACATTGTCATGTTGL CGCTGTCCGCATCTCGLCAAGCGL GTGACAAATTCAGGGGGAAGGEGAGG - - -GGGAGGGGC GGG TGAAC CGGTTCCTCGGC TCGGACGTCATCCAGAAGTT(GGCG -

. . . . 5 . . . . H . . . . 6

AT TACACATT TGGE AT TCACG TCETC GO A TG T CGGCAACCAGCTGT TG TC G CCARTAGTGE TCTCGGECATGTAGTCCTEGACGETGACTTCRCTGTTATCACCARCATE GTTC TG TCTGATTACTTGE ACCGTECAAG
PO TACACATT TGGOAT TCACG TCETC O AT TGO ANCCAGC T T TGTCOLCCARTAGT G T TCGOCCOATGTAGTCC TCOACGOTOARTTCOCTGTTATCACCARCATCOTTC TGO TC TGATTACTTGCACCGTCOMG:
~ATTGTACACATTTGGCAT TCACGTCGTCGGLCATGTCGGLAACCAGCTGT TGTCGCCCAATAGTGLTCTCGGLCGATGTAGT CCTCGACGGTGACT TCGLTET TATCACCAACATCGTTCTGLTCTGATTACTTGCACCGTCCAAG
~ATTGTACACATT PhMFmLAL(ﬂLb\ -MLL&IG!L&L}(M{LA&LIG\!L: TCGLCCAATAGTGLTCTCGGLCGATGTAGT CCTCGACGGTGACTTCGCTGT TATCACCAACATCGTTCTGCTCTGAT TACTTGCACCGTCCAAG
~ATTGTACACATTTGGCAT TCACGTCGTCGEC CATGTCGGLAACCAGCTGT TG TCGLCCAATAGTGLTCTCGGLCGATGTAGT CCTCGACGGTGACT TCGCTGT TATCACCAACATCGTTCTGCTCTGATTACTTGCACCGTCCAAG

GAACACGGGCTECTCCGLC
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GGTGTGCCGTGCTCACTGCTAAGTGCTATGG TCCCTGGOCTCTGGCCGACGACCC CACTGACGCATCTGGCGTGGCTGECACTGACGCACAT TTCAAGGGCGCAGTGGGCTTGTCGGEGCACGTATTTCCGARACACAGTGGCGCATCTTTGACGGTTGCAC TGGECGECGGACTACCCGCTRCCGCTGGETCCCACTGE
GGTAIGCCGTGCTCACTGCTAAGTGCTATGE TCCCTGGOCTCTGGCCGACGACCT CACTGACGEATCTGECGTGGETGECACTGACGCACAT TTCAAGGGCGCAGTGGGCTTGTCGGEGCACGTATTTCCGAAACACAGTGGCGCATC TTTGACGGTTGCAC TGGECGGECGEACTAC CCGCTRCCGCTEGETCCCACTG
GGTGTECCGTGCTCACTGCTAAGTGCTATGE TCCCTGGOCTCTGGCCGACGACCC CACTGACGCATCTGGCGTGGCTGLCACTGACGCACAT TTCAAGGGCGCAGTGGGCT TGTCGGEGCACETATTTCCGAAACACAGTGGCGCATC TTTGACGGT TGCAC TGGECEGECGGAC mccmuuuun TGGETCCCAC m[
GGTGTECCGTECTCACTGCTAAGTGCTATGETCCCTGGCCTCTGGCCGAC - - - CCCACTGACGEATCTGGCGTGECTGLCACTGACGCACAT TTCAAGGGCGCAGTGGGCTTGTCEGEGCACETATTTCCGAAACACAGTGGCGCATCTTTGACGGTTGCACTGGE(IGCGEACTAC
GGTGTECCGTECTCACTGCTAAGTGCTATGETCCCTGGCCTCTEGCCGACGACCCCAT IGA(G(H(YGGEGTGGEFG((A(TGA(GCA(nr"(An\GGGCG(AGTGGG("GT(GGGGO(GTATTTC(GAAH(ACAGTGG(G(AT(TTTGA(GG”G(ACTGGGCGGCGGA(YAC((G(TG(CG{YGGGTE(CA(YGC

Navrzeny primerovy par pro tuto oblast:

Vel

ACAGACCGCCGCATGTTC
AGACGAGGACTGCACATGAT

ikost produktu: 455

Vizualizace jedné z oblasti s unikatni sekvenci pro patotyp P7

1160801

1161001

1161201
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AGAGCARGAGC TGCGTACC TTTTGOAGEATARCAC T GAAMACARACCC G TTGTCGG T TCATT G CGTT TGACGGC TCCTCEAGGACGT CGAATGGGTTAGGCCCT T TGEAGE TCAGCTTTCACCATGEACTTAAC T TCGTCCCTATC TCTGTAGGGEATGCTGETGECGT CATTTC TGGTGGOMGGGTGETECCA
AGAGCARGCAGC TGCGTACC TTTTCCAGEATARCACTGAAMMCARACCCETTCTCOG T TCATTGLCGE T TGACGOC TCCTCCAGCACGTCGAATEEGTTAGGARCT TTGEAIC TCAGC T TTCACCATGEACTTAAC TTCGTCCCTATC TC TG TAGGGEATGCTCR TGECGTCATTTC TGGTCOUARGGGTGOTECCA
AAGAGCAAGCAGCTGCGTACCTTTTGGAGCATAACACTGAAAACARACCCGTTGTCGGTTTCATTGLCGGTT TGACGGL TCCTCCAGGACGTCGAATGGGTTAGGCCCTTTGCAGETCAGCTTTCACCATGCACTTAACTTCGTCCCTATCTCTGTAGGGCATGCTGGTGCCGT CATTTCTGGTGGCAAGGGTGGTGCCA
AAGAGCAAGCAGC TGCOTALC TTTTCOAGCATAACACTGAAACARACCCETTETCOR TT TCATTGE LA TT TGACHOC TCCTCCAGOACGTCGAATEEGTTAGGCCCT TTGEACE TCAGCTTTCACCATGEACTTAACTTCGTCCCTATC TC TG TAGGGEATCCTORTGECGT CATTTC TGGTCOCARGGETGOTECCA
AAGAGCARGCAGC TGCGTACC TTTTCOAGEATARCACTGAAMEARACCCGTTGTCOG T TCATTGE CGETT TACGOC TCC TCCAGOACGTCGAATGGTTAGGCCCTTTGEACE TCAGC TTTCACCATGEACTTAACTTCGTCCCTATC TC TG TAGGGEATGCTGRTGCCGT CATTTC TGGTGOCAMGGGTGATECCA

: : 3 [ 3 . 3 . . 5
AGGAGAAGATAGCGGCTT TGARGGAAGCGGGLGTGCGCGTCTCCGAATCTCCTGCAGGTGTCGEGAAGETGATGCTTCAAGEAATGAAGGATGCAGGTCGTGCCTAAGGGT TCCCAGTC TGATAAACARTGTACCCGGTCGCGCATCTAAGTTCCA -
AGGAGAAGATAGCGGCTT Tr,m(.anecmc(r,lf.(c.(m(T(cc..uwcr((mcnmmTc(,c,cmc.clmw(vtAar,cAMc.nn(,t.Alr,(nﬁc.T(f.lc.(cT.ut.r,ml((cnmtmuAAA(AA1f.m(cmcl(c.(ﬁcnvummmm'Pc.mrcﬂ"
AGGAGAAGATAGCGGCTT TGARGGAAGCGGGCETRCGCGTCTCCGAATCTCCTGCAGGTGTCGEGAAGC TGATGCTTCAAGCAATGAAGGAT GEAGGTCGTGCC TAAGGGTTCCCAGTC TGATAAACARTGTACCCGGTCGCGCATCTAAGTTCCA
AGGAGRAGATAGCGGCTT TGARGGAAGCGEGCGTGCGCGTCTCCGAATCTCCTGCAGGTGTCGGAAGETGATGCTT CAAGCAATGAAGGAT GCAGGTCGTGCCTAAGGGTTCCCAGTC TGATAAACARTGTACCCGGTCGCGCATCTAAGTTCCA

GGGCGTGCGCGTCTCCGAATCTCCTECAGGTGTCGEGAAGETGATGC TTCAAGCAATGAAGGAT GCAGGTCGTGCC TAAGGGT TCCCAGTC TGATARACAATGTACCCGGTCGEGCATCTAAGTTCCA CTGARATCTG
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TCAAGGCTGTACGCCTACATTGACATTGTTTGCGAACTGTARAGAGGATAATAGGAAACTACATGTCAGATG TCTATATTAAATTACATCGATCCCAGCAGCGRACAGEGL TGAACAAGCCEAGTCGGLANGGRCGETTTCGATGATAACGAAATCCCGGL TAAAGG TGGAAAGGTACAGAGGTGCAATATTTGCTAGTG
TCAAGGCTGTACGCCTECATTGACATT T TTGCGAACTGTAMGAGGATAATAGGAAAC TACATG TCAGATG TCTATATTARATTACAT CGATCCCAGCAGCGGACAGEGLTGAACARGCCGAGTCGGCAMGGGCGETT TCGATGATAACGAAATC CCGGE TAAMGG TGGAAAGGTACAGAGGTGCAATATTTGCTAGTG
TCAAGGC TGTACGCCTACATTGACATTGTTTGCGAACTGTAAMAGAGGATAATAGGAAAC TACATG TCAGATG TCTATATTARATTACATCGATCCCAGCAGCGGACAGGGL TGAACAAGCCGAGTCGGCAAGGGCGETTTCGATGATAACGAAATCCCGGE TAAAGGTGGAAAGGTACAGAGGTGCAATATTTGCTAGTG
TCAAGGCTGTACGCCTACATTGACATTGT TTGCGAACTGTAAAGAGGATAATAGGAAAC TACATG TCAGATG TCTATAT TAAATTACAT CGATCCCAGCAGCGGACAGEGC TGAACAAGCCGAGTCGGCAAGGECGGTTTCGATGATAACGAAATCCCGGL TAAAGG TGGAAAGGTACAGAGGTGCAATATTTGCTAGTG
TCAAGGCTGTACGCCTACATTGACATTGTTTGCGAACTGT AAAGAGGATAATAGGAAACT ACATG TCAGATG TCTATAT TAAAT TACAT CGATCCCAGCAGCGGACAGGGCTGAACAAGCCGAGTCGGCAAGGGCGGTTTCGATGATAACGAAATC CCGGL TAAAGG TGGAAAGGTACAGAGGTGCAATATTTGCTAGTG

NavrzZeny primerovy par pro tuto oblast:

Vel

2
2]

TGATCCGACCTGTAGACACC

_F
R ATATCCTGTTCATCCGCCCC

ikost produktu: 431

SloZeni PCR reakce:

10 pl PPP Master Mix

lu
lu
lu
[y

I F primer

I R primer

I templatova DNA
I PCR H20
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Prubéh PCR reakce:

Kroky Teplota Doba Pocet cyklii
Uvodni denaturace 94 °C 10 min 1
Denaturace 94 °C 15s 30
Nasednuti primerti 60 °C 15s 30

Extenze 72 °C 1 min 30

Finalni extenze 72 °C 10 min 1

Chlazeni 4°C ) 1

Elektroforeticka separace PCR produkti

P7

Bioinformatické analyzy

|

———— 43

Pouzité pristroje a pomucky:

e vypocetni server

e software pro bioinformatiku
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Srovnani novosti postupu

Predkladanou metodiku s nazvem “Metodika odliSeni patotypl Plasmodiophora
brassicae“ Ize hodnotit jako novou metodiku, nebot v soucasné dobé neni
Slechtitelské praxi k dispozici ucelena metodika popisujici identifikaci patotypd na
zakladé biotestl a molekularni analyzy. Dosud dostupné informace jsou jen dil¢i a
rozptylené ve védeckych publikacich a monografiich a vétSinou se tykaji detekce
patogena jako takového a nikoliv rozliSeni jednotlivych patotypl. Komplexni
metodicky postup tedy k dispozici neni.

Identifikace jednotlivych patotypl P. brassicae na zakladé NGS analyzy a vyvoje
specifickych marker( — postupl pro PCR detekci je postup doposud ve Slechtitelské
praxi nepouzivany. Limity pak pfedstavuje pozadavek na kvalitni genomicka data.
DalSi limitou je dostupnost ,know-how" a potfeba specializované bioinformatické
analyzy dat. Pfedkladana metodika pak popisuje vSechny kroky analyzy — provedeni
biotestll i provedeni molekularnich analyz (pfiprava inokula, péstovani rostlin a
zpusob aplikace inokula, vyhodnoceni urovné napadeni, aplikace Williamsovy
klasifikace, NGS sekvenovani, pfiprava vzork(l pro extrakci dna, celogenomové
sekvenovani, bioinformatické zpracovani dat, rekonstrukce genomu jednotlivych
patotypl, srovnani genomovych sekvenci a postup nalezeni oblasti s unikatni
sekvenci pro patotypy).

Popis uplatnéni metodiky

Vyuziti metodiky pro odliSeni patotypu Plasmodiophora brassicae je mozné ve
specializovanych Slechtitelskych a aplikaCnich laboratofich ¢&i v laboratofich, které
se zabyvaji molekularné-biologickymi analyzami. Metodika v prvni ¢asti zahrnuje
teoreticky uvod do problematiky. V praktické ¢asti jsou uvedeny metodické postupy
pro provedeni biotestu a jejich interpretaci a postupy molekularni a bioinformatické
analyzy, ktera vede k identifikaci jednotlivych patotypt P. brassicae.

Tato metodika byla vyvinuta a optimalizovana pro pfesnou a spolehlivou detekci
patotypl Plasmodiophora brassicae s ohledem na Slechtitelské programy zacilené
na selekci rostlin nesoucich geny rezistence/tolerance k patogenu i jeho jednotlivym
patotypim. Pravé moznost cileného vybéru Slechtitelskych materiald s vySsi
toleranci k biotickému stresu je naprosto kliCova pro uspésné Slechténi rostlin, které
budou poskytovat optimalni vynos a kvalitu i podminkach infekéniho tlaku
nadorovky. Tato metodika pak mlze umoznit pfenos znalosti a postupl
z akademickych pracovist do bézného provozu napf. Slechtitelskych laboratofi.
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Uzivatelé metodiky jsou vyzkumna pracovisté, laboratofe Slechtitelskych firem,
které mohou dle svych laboratornich moznosti vyuzit tyto analyzy pro zefektivnéni
Slechtitelského procesu. Metodika bude uplatnéna prostrfednictvim Slechtitelské
firmy Selgen a.s. S timto subjektem byla uzaviena smlouva o uplatnéni metodiky.

Ekonomické aspekty

Analyzy popisované v této metodice maiji znacny ekonomicky vyznam z pohledu
Slechtitelskych pracovist. V disledku zavaznosti nadorovitosti, zvySujicimu se
infekénimu tlaku a nedostupnosti odolnych odrid, se Slechténi na odolnost i
toleranci k biotickému stresu stava vysoce aktualni. Pro uspésné Slechténi je
kliGova nejen znalost genl rezistence vic&i jednotlivym patotyplim, ale také
schopnost tyto patotypy identifikovat a rutinné rozliSovat pomoci jednoduché
molekularni metody.

Navrzeny metodicky postup umoznuje identifikovat pét nejbé€znéjSich patotypl P.
brassicae a rutinné je analyzovat pomoci PCR. Prace dale pfedstavuje postup pro
stanoveni indexu napadeni (stupen rezistence) u testovanych genotypu
brukvovitych rostlin a navrhuje, na zakladé bioinformatické a molekularni analyzy,
postup pro identifikaci novych nebo vzacnéjSich patotyp.

Pro provedeni analyz je nutné mit k dispozici vybavenou fytopatologickou a
molekularné-biologickou laboratof. Naklady na klasifikaci jednoho vzorku patogena
(izolace DNA, PCR a elektroforeticka separace na gelu) Cini pfiblizné 250 K¢. Pfi
identifikaci nového patotypu je vSak nutné pocitat s pocate¢nimi naklady na jeho
celogenomové sekvenovani a dvoudenni praci bioinformatika, coz predstavuje
Castku kolem 20 000 K¢.

Pro Slechtitelska pracovisté predstavuje navrzeny metodicky postup vyznamny
pfinos, protoze umoznuje ziskat nové odrudy s odolnosti nebo toleranci vUgi
jednotlivym patotypim i moznost nasledné kombinovat odolnost proti nékolika
patotyplim soucasné.
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