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V ramci platformy NCKTN01000062 ,,Biotechnologické centrum pro genotypovani rostlin“ koordinujeme
ve VUB Havli¢kiv Brod Diléi projekt TN01000062/04 — Brambory ve spolupraci s UEB AV CR, v.v.i. a VESA
Velhartice, a.s. Reseni tohoto unikétniho projektu zapocalo v roce 2019 a zde prezentujeme zatim dosazené
vysledky.

DNA; DArT; genotypovani; brambor

UvVOoD

Hlizotvorné Solanum, které predstavuje kulturni brambor a jeho plané ptibuzné druhy, je
velice diverzni skupina (HAWKES, 1990). Vétsina téchto planych druhi obsahuje celou
fadu neznamych systému odolnosti vii¢i chorobam a skiidcim, mrazuvzdornosti, sucho-
vzdornosti aj., které se v kulturnich formach bramboru viibec nevyskytuji. V jihoameric-
kém a v mexickém genovém centru existuje fada druhti s odolnosti k vir6zam bramboru,
popi. s odolnosti viici pfenasectim téchto virdz, jsou znamy druhy, které nejsou napadany
mandelinkou bramborovou atd. Vyskyt gent zodpovédnych za tyto vlastnosti je podmi-
nén predevs$im aredlem vyskytu jednotlivych druhii a podminkami, jez zde panuji.

PVY virus bramboru je nej¢astéjsi pricinou komplexu chorob charakterizovanych jako
»tézké mozaikové choroby a kaderavost® a je vaznou hrozbou v produkci bramboru. Zdroje
rezistence i k PVY byly zjistény v planych druzich a byly vneseny do genomu vypéstova-



nych brambor (VALKONEN et al., 1994). Rezistence PVY jsou rozdéleny do dvou hlavnich
skupin. Hypersenzitivita projevujici se nekrotickou reakci po infekci je zptisobena N geny.
Rostliny s hypersenzitivnimi geny vykazuji lokalni nebo systémové nekrozy, které zabra-
nuji rozsifovani virt. Extrémni rezistence je zptsobena R geny, které jsou Gc¢inné proti
$irokému okruhu PVY izolatd. Rostliny s extrémni rezistenci k virim nevykazuji nekro-
tické symptomy po inokulaci PVY. Tyto geny pochdzeji ze Solanum demissum, Solanum
stoloniferum, Solanum hougasii a Solanum tuberosum subsp. andigena (HELDAK et al.,
2007). Genova banka VUB v Havlickové Brodé uchovéavd kromé odrtid bramboru riiznych
hybridnich materialti i velmi cenné genové zdroje planych druht rodu Solanum. V tomto
souboru je 22 druhi, které hlizy tvori, a jeden druh, ktery hlizy netvofi. Druhy jsou udr-
zovany ve vice vzorcich a byly ziskany ze svétovych kolekci genetickych zdroji bramboru
(HORACKOVA a DOMKAROVA, 2003). Popis morfologickych znakii, hodnoceni energie
pocatec¢niho ristu, vegeta¢ni doby, zdravotniho stavu, vynosu a vybranych hospodarskych
vlastnosti je provadén podle ,Klasifikatoru pro genus Solanum L.“ (VIDNER et al., 1987).

To muze v budoucnu vést k vyslechténi bramboru, ktery je odolnéjsi vici teplu, suchu
nebo ma vétsi odolnost vii¢i chorobam.

Brambor je jednou z nejdilezitéjsich potravinarskych plodin na svété. Zlepseni jeho
vlastnosti proto miize mit vyznamny dopad. Cteni genomové struktury bramboru je véak
velmi slozité, protoze bézné brambory se skladaji ze ¢tyt genomi, coz ztéZuje urceni polo-
hy gent. Nedavny vyzkum se tykal diploidniho bramboru pouze s jednim genomem, tzv.
homozygotem, ktery usnadnuje ¢teni a porovnani sekvence DNA. Tato rostlina, Solyntus,
byla vyprodukovana jako soucast hybridniho $lechtitelského programu fy Solynta.

V soucasnosti je jiz dostupna referencni sekvence v sestaveni po chromozomech ve ver-
zi v4.04 (HARDIGAN et al., 2016). Velmi presna genomova sekvence umoznuje rychlejsi
mohla byt zajimava a kde by vymeéna genetického materialu mezi ,,otcem® a ,,matkou” méla
v idedlnim ptipadé probihat. To znamend, Ze slechtitelé védi v rané fazi, zda brambor ma
pozadované vlastnosti, jako je napt. odolnost viici specifickym chorobam.

GWA studie, GWAS

V genetice je genome-wide association study, tj. celogenomova asocia¢ni studie (studie
GWA nebo GWAS), srovnavaci studie genetickych variant u rtiznych jedinc, ktera urcuje
uroven spojeni mezi genetickou variantou a vlastnosti. GWAS se obvykle zamétuji na aso-
ciace mezi jedno-nukleotidovymi polymorfismy (SNP) a zvladtnostmi, jako jsou hlavni
lidska onemocnéni, ale mohou byt stejné aplikovany na jakékoli jiné genetické varianty
a jakékoli jiné organismy.
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Manhattansky graf GWAS
Kazda tecka grafu predstavuje SNP, pricemz osa X ukazuje genomickou polohu a osa Y
ukazuje uroven asociace.

Pti aplikaci na udaje o lidech porovnavaji studie GWA DNA tucastniki, ktefi maji riizné
fenotypy pro urcitou vlastnost nebo nemoc. Témito ucastniky mohou byt lidé s onemoc-
nénim (ptipady) a podobni lidé bez nemoci (kontroly), nebo to mohou byt lidé s riznymi
fenotypy pro urcitou vlastnost, naptiklad krevni tlak. Tento pfistup je znamy jako prv-
ni fenotyp, ve kterém jsou tcastnici klasifikovani nejprve podle jejich klinickych projevi,
na rozdil od genotypu prvni. Kazda osoba dava vzorek DNA, ze které se pomoci poli SNP
¢tou miliony genetickych variant. Je-li jeden typ varianty (jedna alela) ¢astéjsi u lidi s touto
nemoci, rika se, Ze tato varianta je spojena s touto nemoci. Pfidruzené SNP jsou pak pova-
zovany za markery oblasti lidského genomu, ktera muze ovlivnit riziko onemocnéni.

Studie GWA zkoumaji cely genom, na rozdil od metod, které specificky testuji maly
pocet pfedem urcenych genetickych oblasti. Studie GWA identifikuji SNP a dalsi varianty
v DNA spojené s onemocnénim, nemohou vsak samy urcit, které geny jsou pricinné.

Prvni uspéSny GWAS publikovany v roce 2002 studoval infarkt myokardu. Tento navrh
studie byl poté implementovan do vyznamné studie GWA 2005, ktera zkoumala pacienty
s makularni degeneraci souvisejici s vékem, a byly zjistény dva SNP s vyznamné zméné-
nou frekvenci alel ve srovnani se zdravymi kontrolami. V roce 2017, pfes 3 000 lidskych
GWA studii prozkoumalo pres 1800 nemoci a zvlastnosti a byly zjistény tisice SNP asociaci.
Obecné jsou tyto asociace velmi slabé a mohou mit dokonce zcela bezvyznamny vyznam,
s vyjimkou pripadil vzacnych genetickych chorob.

MATERIAL A METODY

Z genové banky bramboru byl vybran soubor fenotypové charakterizovanych genotypii
bramboru s rozdilnymi hodnotami pro barvu duzniny, ranost, obsah $krobu a rezistence
k vybranym biotickym a abiotickym c¢initeldm. Tyto rostliny byly pribézné pasazovany
a vedeny jak v podminkdch in vitro tak i in vivo. Tento soubor byl doplnén fenotypové ¢as-
tecné charakterizovanymi $lechtitelskymi materialy, u kterych budou tato data v pribéhu
feSeni projektu doplnovana a soucasné srovnavana s genotypovymi daty.

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

Celogenomova asocia¢ni analyza byla provedena pro vybrané fenotypové znaky (barva
duzniny, odolnost k rakoviné bramboru, odolnost k hadéatku, ranost, obsah $krobu, odol-
nost k PVY, odolnost k PLRV u 97 az 372 genotypu, podle dostupnych dat hodnoceni).
Asocia¢ni analyza byla provedena pro genotypovy soubor SNP polymorfismu s chybéjicimi
udaji do 50 % a s frekvenci minoritni alely (MAF) do 5 %. Prace s genotypovymi daty byla
provadéna zejména pomoci baliku dartR, vcfR v R. Pro analyzu genetické diverzity nebyly
dale pouzity vysoce korelované polymorfismy ve vazbé (r2>0,6) do vzdalenosti 10 000 bp
a také byl v rozmezi 500 bp ponechdn vzdy jen jeden polymorfismus s vy$si MAF za vyu-
ziti softwaru bcftools. Pro analyzu genetické diverzity nebyly také pouzity polymorfismy,
které mapuji na vice pozicich v genomu (blastn evalue < 0,00001). Asocia¢ni analyza byla
provedena pomoci programu GAPIT implementovaného v R. Statistické vypocetni modely
byly pouzity MLM a FarmCPU s korekci na genetickou strukturu populace, genetickou
pribuznost a dal$i matouci efekty. Vybér poctu PCs, které slouzily ke korekci na genetic-
kou strukturu uvnitt sledované populace, byl uréen pomoci BIC s maximalnim poc¢tem 3
PCs. Pro zahrnuti vlivu pfibuznosti jedinct byl pouzit koeficient pfibuznosti dle VAN RA-
DEN (2008). Pro imputaci byla pouzita majoritni alela. Vysledky byly korigovany pomoci
false discovery rate FDR BENJAMINI-HOCHBERG (1995) pro mnohonasobné porovna-
ni. Prah FDR pro signifikantni asociace byl zvolen na hladiné 0,05. Spolehlivost vysledki
asociace byla pousouzena pomoci kvantil-kvantil Q-Q grafu pfi porovnani oc¢ekavanych
vysledku proti ziskanym. Vysledky asociace polymorfismi a jejich fyzicka pozice byly vi-
zualizovany do Manhattan grafu. Déle byly lokalizovany geny blizké asociovanym poly-
morfismiim a pro vybrané geny byl navrzen potencionalni vliv na studovany fenotypovy
znak dle literarnich zdroju.

VYSLEDKY A DISKUSE

Prvotni vysledky asocia¢nich analyz celogenomovych genotypi bramboru prokazaly
vazbu mezi fenotypovym projevem a genetickym pozadim pro barvu duzniny. Znalost
markert asociovanych s pozadovanym znakem umoznuje sledovat prostupnost genetické
informace majici efekt na vysledny fenotyp napti¢ generacemi. U barvy duzniny mtizeme
ci zpétného krizeni, tak abychom co nejlépe zachovali genetické pozadi obohacovaného
genotypu. U jinych znakti mtize znalost asociovaného markeru umoznit slechtitelim drive
a snaze rozpoznat tuto zajmovou vlastnost. Prilozené grafy reprezentuji vysledky vyse uve-
dené asociace tykajici se barvy duziny u souboru 372 genotypt bramboru.
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Obr. 2: Manhattan grafasociace barvy duzniny brambor: iroven asociace mapovanych genetickych
variant napfi¢ 12 chromozomy genomu lilku bramboru. Varianty pod ¢islem 13 jsou genetické va-
rianty nemapujici na aktualni verzi genomu lilku bramboru. Uroven asociace je vyjadiena pomoci
zaporného dekadického logaritmu P-hodnoty statistického testu vypoc¢tenou metodou FarmCPU.
Zelend ¢ara je hranice statistické vyznamnosti P-hodnoty upravené na mnohonasobné testovani
na urovni FDR = 0,05. Nejvyssi troven asociace byla zjisténa na chromozomu 2 a chromozomu 9.

Dalsim hodnocenym znakem byla odolnost k rakoviné bramboru. Dva pouzité statistic-
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ké modely FarmCPU a MLM prokézaly vazbu mezi fenotypovym projevem a genetickym
pozadim pro odolnost k rakoviné bramboru lokalizovanou na 11 chromozomu (Obr. 4
a Obr. 5). Prokazatelné asociovany polymorfismus umozni $lechtiteliim zjistit dfive a sna-

13



ze odolnost $lechtitelského materiali dle genotypového stavu a v jistych pripadech mtize

v diisledku i nahradit stavajici biologické testy.

Prilozené grafy prezentuji vyse uvedené asociace (Obr. 2, 4 a 5). Q-Q graf vysledki aso-
ciace potvrzuje statistickou vérohodnost vysledkt (Obr. 1 a 3). Pro posouzeni asociace
byly pouzity dva statistické komplementarni modely FarmCPU a SmiSeny linearni model
(MLM), které spole¢né prokazuji vérohodnost vysledka asociace. Misto pro vybér PCR
marker® se nachdzi na chromozomu XI, coz odpovidd literarnim udajim. Dale byly hod-
noceny genetické vzdalenosti jednotlivych polozek a geneticka struktura, kde byly naleze-
ny statisticky nejvyznamnéjsi klastry u planych druhti a genotypi s barevnou duzninou.

U dalsich sledovanych znak (odolnost k hadatku, ranost, obsah skrobu, odolnost k PV,
odolnost k PLRV) bylo zjisténi vazby mezi fenotypovym projevem a genetickym pozadim
doposud statisticky neprikazné, zejména z ditvodu nekompletniho popisu hodnoceného
souboru jedinctl. AvSak v roce 2020 doplnime nové ziskana fenotypova data $lechtitel-
skych materialt a analyza bude provedena opakované.
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Obr. 3: Q-Q graf zndzornuje distrubu-
ci hodnot urovné asociace pozorovanych
a oc¢ekavanych, ¢ervena ¢ara kopiruje teo-
retickou hladinu oc¢ekavanych hodnot, vel-
ka odchylka vyssich pozorovanych hodnot
od hodnot oc¢ekavanych zna¢di vysokou na-
méfenou miru asociace mezi genetickym
polymorfismem a sledovanym znakem
odolnosti k rakoviné brambor.



Obr. 4: Manhattan graf asociace odolnosti k rakoviné bramboru: Groven asociace mapovanych
genetickych variant napti¢ 12 chromozomy genomu lilku bramboru. Varianty pod ¢islem 13 jsou
genetické varianty nemapujici na aktualni verzi genomu lilku bramboru. Urovei asociace je vyjad-
fena pomoci zaporného dekadického logaritmu P-hodnoty statistického testu vypoctenou metodou
FarmCPU. Zelena ¢ara je hranice statistické vyznamnosti P-hodnoty upravené na mnohondsobné
testovani na trovni FDR = 0,05. Nejvys$si uroven asociace byla zjisténa na chromozomu 11.
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Obr. 5: Manhattan graf asociace odolnosti k rakoviné bramboru: uroven asociace mapovanych
genetickych variant napti¢ 12 chromozomy genomu lilku bramboru. Varianty pod ¢islem 13 jsou
genetické varianty nemapujici na aktudlni verzi genomu lilku bramboru. Uroveri asociace je vyji-
dfena pomoci zaporného dekadického logaritmu P-hodnoty statistického testu vypoctenou meto-
dou MLM. Nejvyssi uroven asociace byla zjisténa na chromozomu 11 stejné jako pfi statistickém
testu metodou FarmCPU prezentovanou v Obr. 4.
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Obr. 6: Geneticka struktura sledovaného souboru 282 polozek brambor.
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B) Shlukova analyza polozek podle genetické vzdélenosti znazornéna
pomoci teplotni mapy a dendrogramu hierarchického shlukovani
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Within the platform NCKTN01000062 ,,Biotechnological center for plant genotyping® we coordinate in PRI
Havli¢ckav Brod Sub-project TN01000062 / 04 - Potatoes in cooperation with IEB CAS and VESA Velhartice.
The project execution started in 2019 and here we present the results achieved so far.
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