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V ramci platformy NCKTN01000062 ,,Biotechnologické centrum pro genotypovani rostlin“ byl koordino-
van ve VUB Havli¢ktv Brod Dil¢{ projekt TN01000062/04 — Brambory (ve spolupraci s UEB AV CR, v.v.i.,
a VESA Velhartice, a.s.)

Reseni tohoto unikatniho projektu probihalo v letech 2019 az 2022, zde prezentujeme vsechny dosaze-
né vysledky.

DNA; DArT; genotypovani; brambor; asocia¢ni analyza

UVOD

Hlizotvorné Solanum, které predstavuje kulturni brambor a jeho plané pribuzné druhy, je
velice rozmanita skupina (HAWKES, 1990). Vétsina téchto planych druhi obsahuje celou
fadu neznamych systému odolnosti vii¢i chorobam a $kiidciim, mrazuvzdornosti, sucho-
vzdornosti aj., které se v kulturnich formach bramboru viibec nevyskytuji. V jihoamerické
a v mexické oblasti existuje fada druhti s odolnosti k vir6zam bramboru, popf. s odolnosti
vUci prenasec¢tim téchto virdz, jsou znamy druhy, které naptiklad nejsou napadany man-
delinkou bramborovou. Vyskyt genti zodpovédnych za tyto vlastnosti je podminén prede-
v$im arealem vyskytu jednotlivych druhti a podminkami, jez zde panuji.

Genové banka VUB v Havli¢kové Brodé uchovéva kromé odrtd bramboru a riiznych
hybridnich materidlt i velmi cenné genové zdroje planych druht rodu Solanum. V tomto
souboru je 22 druht, které hlizy tvori, a jeden druh, ktery hlizy netvofi. Druhy jsou udr-
zovany ve vice vzorcich a byly ziskany ze svétovych kolekci genetickych zdrojti bramboru
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(HORACKOVA a DOMKAROVA, 2003). Popis morfologickych znakii, hodnoceni riistové
energie, vegetacni doby, zdravotniho stavu, vynosu a vybranych hospodarskych vlastnosti
je provadén podle ,,Klasifikatoru pro genus Solanum L.“ (VIDNER et al., 1987).

vlastnosti proto mize mit vyznamny dopad. Cteni genomové sekvence bramboru je viak
velmi slozité, protoze bézné brambory jsou tetraploidni, tzn. jsou sloZeny ze ¢tyf sad chro-
mozomu, coz mimo jiné ztézuje spravné poskladani referen¢niho genomu. Nedavny vy-
zkum se tykal diploidniho bramboru pouze s jednim genomem, tzv. homozygotem, ktery
usnadnuje ¢teni a porovnani sekvenci DNA. Tato rostlina, Solyntus, byla vyprodukovana
jako soucast hybridniho $lechtitelského programu firmy Solynta.

V soucasnosti je jiz také dostupna referen¢ni sekvence v sestaveni po chromozomech
ve verzi v4.04 (HARDIGAN et al., 2016). Velmi presna genomova sekvence umoznuje
mi by mohla byt zajimava a kde by vyména genetického materialu mezi ,,otcem® a ,,matkou”
meéla v idedlnim pripadé probihat. To znamena, ze $lechtitelé védi v rané fazi, zda brambor
ma pozadované vlastnosti, jako je napf. odolnost viici specifickym chorobam.

GWA studie, GWAS

V genetice je hojné vyuzivanym nastrojem genome-wide association study, tj. celogeno-
mova asociacni studie (studie GWA nebo GWAS), srovnavaci studie genetickych variant
u raznych jedinct, ktera urcuje uroven spojeni mezi genetickou variantou a vlastnosti.
GWAS se obvykle zaméfuji na asociace mezi jednonukleotidovymi polymorfismy (SNP)
a fenotypovymi vlastnostmi, jako jsou vyznamna geneticky podminéna lidska onemocné-
ni, ale mohou byt stejné aplikovany na jakékoli jiné genetické varianty jakychkoli jinych
organismd a jejich fenotypové znaky.

MATERIAL A METODY

Z genové banky bramboru byl vybran soubor fenotypové charakterizovanych genotypti
bramboru s rozdilnymi hodnotami pro barvu duzniny, ranost, obsah skrobu a rezistence
k vybranym biotickym a abiotickym c¢initelim. Tyto rostliny byly prubézné pasazovany
a vedeny jak v podminkach in vitro, tak i in vivo. Tento soubor byl doplnén fenotypové
¢astecné charakterizovanymi $lechtitelskymi materialy, u kterych jsou tato data v priibéhu
feSeni projektu doplnovana a soucasné srovnavana s genotypovymi daty.

DNA byla extrahovéna z 376 genotypti bramboru na pracovisti UEB AV CR Olomouc,
vvi., kde byl cerstvy material nejprve lyofilizovan, a poté homogenizovan pomoci sklené-
nych kuli¢ek. Pro vlastni izolaci byl pouzit NucleoSpin Plant IT kit (Macherey-Nagel). Byla
zkontrolovana kvalita DNA a poté kazdy vzorek nafedén na pozadovanou koncentraci.
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Izolovana DNA byla zasldna do Diversity Arrays Technology Pty Ltd, Canberra, Australie,
k vlastni analyze genotypu pomoci DArT'Seq analyzy. Vysledkem DArTseq analyzy jsou
celogenomova genotypova data SNP polymorfismi pro 372 vzorkt. Genotypova data byla
dale filtrovana na chybéjici informace, frekvenci minoritni alely a mapovéna k aktudlni
verzi genomu bramboru.

Celogenomova asociacni analyza byla provedena pro 8 vybranych fenotypovych znaku
(odolnost k rakoviné bramboru, odolnost k hadatku, ranost, obsah $krobu, odolnost k Viru
Y bramboru (PVY), odolnost k Viru svinutky bramboru (PLRV), vynos a suchovzdornost)
podle dostupnych dat hodnoceni. Asocia¢ni analyza byla provedena pro genotypovy sou-
bor SNP polymorfismu s chybéjicimi udaji do 50% a s frekvenci minoritni alely (MAF)
do 5%. Prace s genotypovymi daty byla provadéna zejména pomoci baliku dartR, vcfR
v R. Pro analyzu genetické diverzity nebyly dale pouzity vysoce korelované polymorfismy
ve vazbé (r2>0.6) do vzdalenosti 10 000 bp a také byl v rozmezi 500 bp ponechan vzdy jen
jeden polymorfismus s vy$si MAF za vyuziti softwaru bcftools. Pro analyzu genetické di-
verzity nebyly také pouzity polymorfismy, které mapuji na vice pozicich v genomu (blastn
evalue < 0.00001). Asocia¢ni analyza byla provedena pomoci programu GAPIT implemen-
tovaného v jazyce R. Pro vypocet byl pouzit statisticky vypocetni model Blink (HUANG
et al., 2019) s korekei na genetickou strukturu populace, genetickou ptibuznost a dalsi ma-
touci efekty. Vybér poctu PCs, které slouzily ke korekci na genetickou strukturu uvnitf sle-
dované populace, byl urcen pomoci BIC s maximalnim po¢tem 3 PCs. Pro zahrnuti vlivu
pribuznosti jedinct byl pouzit koeficient pfibuznosti dle VAN RADEN (2008). Pro impu-
taci byla pouzita majoritni alela. Vysledky byly korigovany pomoci false discovery rate FDR
(BENJAMINI a HOCHBERG, 1995) pro mnohonasobné porovnani. Prah FDR pro signifi-
kantni asociace byl zvolen na hladiné 0,05. Spolehlivost vysledki asociace byla posouzena
pomoci kvantil-kvantil Q-Q grafu pfi porovnani ocekavanych vysledki proti ziskanym.
Vysledky asociace polymorfismi a jejich fyzicka pozice byly vyneseny do Manhattan grafi.

VYSLEDKY A DISKUSE

Vysledky asociacnich celogenomovych analyz genotypt bramboru prokazaly vazbu mezi
fenotypovym projevem a sekvenc¢ni variabilitou genotypti brambor. Znalost markert aso-
ciovanych s pozadovanym znakem umoznuje sledovat prostupnost genetické informace
z rodi¢d na potomky napfi¢ generacemi. U barvy duzniny mizeme napiiklad vyuzit zna-
tak abychom co nejlépe zachovali genetické pozadi obohacovaného genotypu. U jinych
znakt muze znalost asociovaného markeru umoznit $lechtitelim dtive a sndze rozpoznat
tuto zajmovou vlastnost jiz v ranych fazich vyvoje potomk. Pfilozené grafy reprezentuji
vysledky vyse uvedené asociace jednotlivych vazeb mezi vybranymi fenotypovymi projevy
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a genotypovym profilem. Podrobny popis je uveden v nasi predeslé praci (PTACEK et al.,
2020), kde je popsan i vyznam jednotlivych grafi.

Prilozené grafy (Obr. 1) prezentuji vyse uvedené asociace, Q-Q graf vysledkii asocia-
ce potvrzuje statistickou prikaznost vysledki. Vysledky asociace k odolnosti k hadatku
nejsou na uvedeném obrazku prezentovany. Pro posouzeni asociace byl pouzit statisticky
model Blink. Model Blink - Bayesian-information and Linkage-disequilibrium Iteratively
Nested Keyway (HUANG et al., 2019) vyuziva novy postup opakovaného hodnoceni aso-
ciace, ktery vybird v hodnoceném lokusu v genomu to SNP, které nejlépe vyjadiuje zmény
v hodnotach hodnoceného znaku. Déle byly hodnoty asociace jednotlivych SNP korigova-
ny podle genetické pribuznosti polozek mezi polozkami a podle genetické struktury, ktera
byla jiz dfive rozpoznana v hodnocené kolekci brambor. Polymorfismy SNP oznacené tou-
to metodou za nejvice asociované v jednotlivych lokusech jsou obzvlast vhodné pro jejich
pouziti v markery asistované selekci, nebot jsou ocistény od vlivu ostatnich blizkych SNP.
Paralelné s prichazejicimi vysledky asocia¢nich studii byl zahajen pfevod vybranych SNP
u nékterych znakt na PCR markery, které budou pouzity ve slechténi.

U vybranych sledovanych znaki (odolnost k hadatku, ranost, obsah $krobu, odolnost
k PVY, odolnost k PLRV) jsme doplnili nové ziskana fenotypova data §lechtitelskych mate-
riald a analyza byla provedena opakované. Nyni jiz bylo zjisténi vazby mezi fenotypovym
projevem a genetickym profilem statisticky prtikazné. Statisticky priikazné vazby mezi fe-
notypovym projevem a genetickym profilem byly ziskany i u nové zarazenych fenotypo-
vych znakt (vynos a suchovzdornost). U vSech osmi testovanych fenotypovych znaki byly
prokazany statisticky pritkazné vazby mezi fenotypovym projevem a genetickym profilem,
coz vedlo k ziskani souborti asociovanych markert pro jednotlivé sledované znaky, které
jsou vhodné k markery asistované selekci a k prevodu na PCR markery. U znak vynos, su-
chovzdornost, obsah $krobu, ranost a u znakt odolnosti k rakoviné, k PVY a k PLRV byly
nalezeny desitky statisticky prikaznych SNP na urovni vyznamnosti P = 0.05 po korekci
na mnohonasobné porovnani.

Nasledné byla analyzovana fenotypovd data u dalsich znakd. Vhodnost brambor pro
pripravu lupinkd, hranolkii a kasi. Hodnoceni odolnosti k mechanickému poskozeni
a odolnosti k napadeni plisni bramboru. Téz byly také asociovany s genetickou variabilitou
chutové parametry brambor.

Prilozené grafy (Obr. 2) prezentuji nalezené asociace genotypovych variant s fenotypo-
vym projevem, Q-Q graf vysledkti asociace potvrzuje statistickou prikaznost vysledk,
zejména pritkazné asociace 1ze shledat u vhodnosti brambor k ptipravé lupinkd, hranolek
a kase. Vysledky asociace k odolnosti k hadatku nejsou na uvedeném obrazku prezento-
vany. Pro posouzeni asociace byl pouzit statisticky model Blink. Model Blink - Bayesian-
-information and Linkage-disequilibrium Iteratively Nested Keyway (HUANG et al., 2019)
vyuziva postup opakovaného hodnoceni asociace, ktery vybira v hodnoceném lokusu v ge-
nomu to SNP, které nejlépe vyjadiuje zmény v hodnotach hodnoceného znaku. Dale byly
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hodnoty asociace jednotlivych SNP korigovany podle genetické pribuznosti polozek mezi
polozkami a podle genetické struktury, kterd byla jiz dfive rozpoznana v hodnocené kolek-
ci brambor. Polymorfismy SNP oznacené touto metodou za nejvice asociované v jednotli-
vych lokusech jsou obzvlast vhodné pro jejich pouziti v markery asistované selekci, nebot
jsou ocistény od vlivu ostatnich blizkych SNP. Paralelné s prichazejicimi vysledky asociac-
nich studii byl zahdjen pfevod vybranych SNP u nékterych znaki na PCR markery, které
budou pouzity ve Slechténi.

U téchto vybranych sledovanych znakt (vhodnost pro pfipravu lupinki, hranolki
a kasi, chut hliz po uvareni ve slupce v pare, odolnost k mechanickému poskozeni a odol-
nost k plisni bramboru) jsme doplnili nové ziskana fenotypova data $lechtitelskych mate-
rialt a analyza byla provedena opakované. Nyni jiz bylo zjisténi vazby mezi fenotypovym
projevem a genetickym profilem statisticky prikazné u vhodnosti pro ptipravu lupinki,
hranolk a kasi, av§ak pro chut hliz po uvareni ve slupce v pare, odolnost k mechanickému
poskozeni a odolnost k plisni bramboru byly vysledky asociace statisticky nepriikazné, ale
i pres to lze nejlepsi vysledky téchto asociaci pouzit pro navrzeni PCR primerd, jejichz
diagnostické vyuziti bude tfeba ovéfit v potomstvu. Statisticky prtikazné vazby mezi fe-
notypovym projevem a genetickym profilem byly ziskany tedy u tfech nové zarazenych
fenotypovych znaku. Celkové jsme u jedenacti testovanych fenotypovych znaka brambor
nalezli desitky statisticky prikaznych asociovanych SNP na Grovni vyznamnosti P = 0,05
po korekci na mnohonasobné porovnani. Tyto SNP se vztahem k fenotypovému projevu
byly vybrany pro tvorbu souboru molekularnich DNA markert, které jsou vhodné k mar-
kery asistované selekci brambor a k pfevodu na PCR markery.

Doposud dosazené vysledky ukazaly, ze by celogenomové genotypovani a GWAS pri-
stup mohly byt efektivni vzhledem k nakladim a rychlosti ziskani vysledkii novych mole-
kularnich markert pro selekci zajmovych znaki.

Dale si jiz musi $lechtitel z téchto soubort asociovanych markert vybrat ty SNP, u nichz
jsou jejich benefitni alely Zadanou komponentou nové tvorenych odrid. Pri vybéru asocio-
vaného SNP pro prevod na selek¢ni marker se nesmi opomenout také hledisko dostupnosti
benefitnich alel v donorovych genotypech v kolekcich genotypti urcenych pro $lechténi.
Vybrané SNP lze prevést na markery sériové detekovatelné v potomstvu celou fadou metod.

Doposud dosazené vysledky ukazaly, Ze by celogenomové genotypovani a GWAS pri-
stup mohly byt efektivni vzhledem k naklad@im a rychlosti ziskani vysledkii.
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Obr. 1: V levé ¢asti obrazku jsou tzv. Manhattan grafy, které graficky znazornuji genotypovou
asociaci k sledovanému znaku plodiny. Kazdy bod predstavuje jednonukleotidovou zamé-
nu v fetézci DNA tzv. SNP. Uroven asociace SNP je uréena jeho vertikdlni pozici v grafu.
V horizontalnim sméru je zndzornéna pozice SNP v genomu brambor. Barevné jsou rozli-
Seny jednotlivé chromozomy genomu lilku bramboru. Uroveii asociace je vyjadiena pomo-
ci zaporného dekadického logaritmu P-hodnoty statistického testu vypoctenou metodou
BLINK. Zelena ¢dra je hranice statistické vyznamnosti P-hodnoty upravené na mnohona-
sobné testovani na trovni FDR = 0,05 (pferusovand) nebo FDR = 0,01 (plnd). V pravé ¢asti
grafu jsou ptislusné Q-Q grafy zndzornujici distribuci hodnot Grovné asociace pozorova-
nych a o¢ekavanych, cervena ¢ara kopiruje teoretickou hladinu o¢ekavanych hodnot, velka
odchylka vys$sich pozorovanych hodnot od hodnot o¢ekavanych znaci vysokou naméfenou
miru asociace mezi genetickym polymorfismem a sledovanym znakem.

CELOGENOMOVE ASOCIACNI STUDIE BRAMBOR
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Obr. 1: pokrac¢ovani
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Obr. 2: Grafy celogenomovych genetickych asociaci s vybranymi popisnymi znaky brambor. V levé

¢asti jsou zobrazeny Manhattan grafy sily asociace pfislusného znaku s genetickymi vari-
antami SNP. Razeni variant SNP je podél referenéniho genomu bramboru v4.04 (HARDI-
GAN et al., 2016). V pravé ¢asti jsou v Q-Q grafech prifazeny k ocekdvanému rozlozeni
vyslednych hodnot hodnoty pozorované, z ¢ehoz lze odvozovat statistickou silu asociace
vyjadfenou pouzitym modelem. Zelena ¢ara oznacuje hranici hodnoty P=0,05 (¢drkovana)
a P=0,01 (plnd) po korekci na mnohondsobné testovani.
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Obr. 2: pokracovani
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PODEKOVANI

Préce vznikla diky podpote TA CR na projekt NCKTN01000062 a Ndrodnimu programu
konzervace a vyuzivani genetickych zdroji rostlin a agrobiodiversity MZE-62216/2022-
-13113/6.2.3.
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As part of the platform NCKTN01000062 "Biotechnological Center for Plant Genotyping", Subproject
TN01000062/04 - Potatoes was coordinated at PRI Havli¢ktiv Brod (in cooperation with the IEB of the
Academy of Sciences of the Czech Republic and VESA Velhartice.)

The solution of this unique project took place between 2019 and 2022, here we present all the achieved

results.
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