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Hlizotvorné Solanum, které predstavu-
je kulturni brambor a jeho plané pri-
buzné druhy, je velice diverzni skupina
(HAWKES, 1990). Vétsina téchto pla-
nych druht obsahuje celou fadu nezna-
mych systému odolnosti vii¢i chorobam
a $kiidcim, mrazuvzdornosti, sucho-
vzdornosti aj., které se v kulturnich for-
mach bramboru vibec nevyskytuji.
V jihoamerickém a v mexickém genovém
centru existuje fada druht s odolnosti
k vir6zdm bramboru, popi. s odolnosti
vl pfenasectim téchto viréz, jsou zndmy
druhy, které nejsou napadany mandelin-
kou bramborovou atd. Vyskyt gent zod-
povédnych za tyto vlastnosti je podminén
piedevsim aredlem vyskytu jednotlivych
druht a podminkami, jez zde panuji.
PVY virus bramboru je nejcastéjsi
pti¢inou komplexu chorob charakteri-
zovanych jako ,tézké mozaikové cho-
roby a kadetavost® a je viznou 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 pro-
jevujici se nekrotickou reakci po infekci
je zptisobena N geny. Rostliny s hyper-
senzitivnimi geny vykazuji lokalni nebo
systémové nekrdzy, které zabranuji rozsi-
fovani virt. Extrémni rezistence je zpt-
sobena R geny, které jsou ucinné proti
$irokému okruhu PVY izolatd. Rostliny
s extrémn{ rezistenci k virim nevykazuji
nekrotické symptomy po inokulaci PVY.
Tyto geny pochazeji ze Solanum demi-
ssum, Solanum stoloniferum, Solanum
hougasii a Solanum tuberosum subsp. an-
digena (HELDAK et al., 2007). Genova
banka VUB v Havli¢ckové Brodé ucho-
vévé kromé odrid bramboru raznych
hybridnich materialt i velmi cenné geno-
vé zdroje planych druha rodu Solanum.
V tomto souboru je 22 druh, které hlizy
tvofi, a jeden druh, ktery hlizy netvorfi.
Druhy jsou udrzovany ve vice vzorcich
a byly ziskany ze svétovych kolekei gene-
tickych zdrojit bramboru (HORACKOVA
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a DOMKAROVA, 2003). Popis mor-
fologickych znakt, hodnoceni energie
pocate¢niho rlistu, vegetaéni doby, zdra-
votniho stavu, vynosu a vybranych hos-
podafskych vlastnosti je provadén podle
»Klasifikitoru pro genus Solanum L.
(VIDNER et al., 1987).

To miize v budoucnu vést k vyslechténi
bramboru, ktery je odolnéjsi viici teplu, su-
chunebomavétsiodolnostvicichorobam.
potravindfskych plodin na svété. Zlep-
$eni jeho vlastnosti proto mulze mit
vyznamny dopad. Cten{ genomové struk-
tury bramboru je vSak velmi slozité, pro-
toze bézné brambory se skladaji ze ctyf
genomt, coZ ztézuje urceni polohy gent.
Neddvny vyzkum se tykal diploidniho
bramboru pouze s jednim genomem, tzv.
homozygotem, ktery usnadnuje cteni
a porovnani sekvence DNA. Tato rostli-
na, Solyntus, byla vyprodukovana jako
sou¢dst hybridniho S$lechtitelského pro-
gramu fy Solynta.

V soucasnosti je jiz dostupna referencni
sekvence v sestaveni po chromozomech
ve verzi v4.04 (HARDIGAN et al., 2016).
Velmi pfesnd genomova sekvence umoz-
v DNA je snaz$i najit, ktera kiizeni s ji-
nymi odridami by mohla byt zajimava
a kde by vyména genetického materidlu
mezi ,otcem“ a ,,matkou” méla v idedl-
nim ptipadé probihat. To znamend, Ze
Slechtitelé védi v rané fazi, zda brambor
ma pozadované vlastnosti, jako je napf.
odolnost viidi 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 riiznych je-
dinct, ktera urcuje uroven spojeni mezi
genetickou variantou a vlastnosti. GWAS
se obvykle zamétuji na asociace mezi jed-
no-nukleotidovymi polymorfismy (SNP)
a zvlastnostmi, jako jsou hlavni lidska
onemocnéni, ale mohou byt stejné apli-

kovény na jakékoli jiné genetické varian-
ty a jakékoli jiné organismy.

Manbhattansky graf GWAS

Kazdé tecka grafu predstavuje SNP, pri-
¢emz osa X ukazuje genomickou polohu
a osa Y ukazuje troven asociace.

Pti aplikaci na udaje o lidech porovna-
vaji studie GWA DNA ucastniki, ktefi
maji rtizné fenotypy pro urcitou vlastnost
nebo nemoc. Témito uc¢astniky mohou
byt lidé s onemocnénim (pfipady) a po-
dobni lidé bez nemoci (kontroly), nebo to
mohou byt lidé s rznymi fenotypy pro
urcitou vlastnost, naptiklad krevni tlak.
Tento piistup je zndmy jako prvni feno-
typ, ve kterém jsou ucastnici klasifikova-
ni nejprve podle jejich klinickych projevt,
na rozdil od genotypu prvni. Kazda oso-
ba dévd vzorek DNA, ze které se pomoci
poli SNP ¢tou miliony genetickych vari-
ant. Je-li jeden typ varianty (jedna alela)
Castéjdi u lidi s touto nemoci, fika se, ze
tato varianta je spojena s touto nemoci.
Piidruzené SNP jsou pak povazovany
za markery oblasti lidského genomu, kte-
rd muze ovlivnit riziko onemocnéni.

Studie GWA zkoumaji cely genom,
na rozdil od metod, které specificky
testuji maly pocet predem urcenych ge-
netickych oblasti. Studie GWA identifi-
kuji SNP a dalsi varianty v DNA spojené
s onemocnénim, nemohou v$ak samy ur-
¢it, které geny jsou pricinné.

Prvni uspésny GWAS publikovany
v roce 2002 studoval infarkt myokardu.
Tento navrh studie byl poté implemen-
tovin do vyznamné studie GWA 2005,
kterd zkoumala pacienty s makuldrni
degeneraci souvisejici s vékem, a byly
zjistény dva SNP s vyznamné zménénou
frekvenci alel ve srovnani se zdravymi
kontrolami. V roce 2017, pfes 3 000 lid-
skych GWA studii prozkoumalo pfes
1800 nemoci a zvlastnosti a byly zjistény
tisice SNP asociaci. Obecné jsou tyto aso-
ciace velmi slabé a mohou mit dokonce
zcela bezvyznamny vyznam, s vyjimkou
ptipadii vzacnych genetickych chorob.
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MATERIAL A METODY

Z genové banky bramboru byl vybran
soubor fenotypové charakterizovanych
genotypu bramboru s rozdilnymi hod-
notami pro barvu duzniny, ranost, obsah
$krobu a rezistence k vybranym biotic-
kym a abiotickym c¢initeliim. Tyto rost-
liny byly prubézné pasazovany a vedeny
jak v podminkéch in vitro tak i in vivo.
Tento soubor byl doplnén fenotypové
Casteéné charakterizovanymi $lechtitel-
skymi materidly, u kterych budou tato
data v pribéhu feseni projektu doplno-
vana a soudasné srovnavana s genotypo-
vymi daty.

DNA byla extrahovéna z 376 genotypt
bramboru na pracovisti UEB AV CR Olo-
mouc, v.v.i., kde byl cerstvy material nej-
prve lyofilizovan a poté homogenizovan
pomoci sklenénych kuli¢ek. Pro vlastni
izolaci byl pouzit NucleoSpin Plant IT kit
(Macherey-Nagel). Byla zkontrolovana
kvalita DNA a poté kazdy vzorek naredén
na pozadovanou koncentraci. Izolovand
DNA byla zaslana do Diversity Arrays
Technology Pty Ltd, Canberra, Austra-
lie k vlastni analyze genotypu pomoci
DArTSeq analyzy. Vysledkem DArTseq
analyzy jsou celogenomova genotypova

VYSLEDKY A DISKUSE

Prvotni vysledky asocia¢nich analyz
celogenomovych genotypti bramboru
prokazaly vazbu mezi fenotypovym pro-
jevem a genetickym pozadim pro barvu
duzniny. Znalost markert asociovanych
s pozadovanym znakem umoznuje sle-
dovat prostupnost genetické informace
majici efekt na vysledny fenotyp napric
generacemi. U barvy duzniny miizeme
napfiklad vyuzit znalost asociovaného
barvy pomoci zpétného kiizeni, tak aby-
chom co nejlépe zachovali genetické po-
zadi obohacovaného genotypu. U jinych
znak muze znalost asociovaného mar-
keru umoznit $lechtitelim dfive a sndze
rozpoznat tuto zdjmovou vlastnost. Pri-
lozené grafy (Obr.1 a Obr. 2) reprezentuji
vysledky vy$e uvedené asociace tykajici
se barvy duziny u souboru 372 genotypi
bramboru.

Dal$im hodnocenym znakem byla
odolnost k rakoviné bramboru. Dva pou-
Zité statistické modely FarmCPU a MLM
prokazaly vazbu mezi fenotypovym pro-
jevem a genetickym pozadim pro odol-
nost k rakoviné bramboru lokalizovanou
na 11 chromozomu (Obr. 4 a Obr. 5).

data SNP polymorfismti pro 372 vzor-
ka. Genotypova data byla dale filtrovana
na chybéjici informace, frekvenci mi-
noritni alely a mapovana k aktualni verzi
genomu bramboru.

Celogenomova asocia¢ni analyza byla
provedena pro vybrané fenotypové zna-
ky (barva duzniny, odolnost k rakoviné
bramboru, odolnost k hadatku, ranost,
obsah $krobu, odolnost k PVY, odol-
nost k PLRV u 97 az 372 genotypt, podle
dostupnych dat hodnoceni). Asocia¢ni
analyza byla provedena pro genotypovy
soubor SNP polymorfismt s chybéjici-
mi udaji do 50% a s frekvenci minoritni
alely (MAF) do 5%. Prace s genotypovy-
mi daty byla provadéna zejména pomoci
baliku dartR, vcfR v R. Pro analyzu ge-
netické diverzity nebyly dale pouzity vy-
soce korelované polymorfismy ve vazbé
(r2>0,6) do vzdélenosti 10 000 bp a také
byl v rozmezi 500 bp ponechdn vzdy jen
jeden polymorfismus s vy$si MAF za vy-
uziti softwaru bcftools. Pro analyzu ge-
netické diverzity nebyly také pouzity
polymorfismy, které mapuji na vice pozi-
cich v genomu (blastn evalue < 0,00001).
Asocia¢ni analyza byla provedena po-

Prokazatelné asociovany polymorfismus
umozni Slechtitelim zjistit dfive a sndze
odolnost $lechtitelského materidlt dle
genotypového stavu a v jistych pripadech
mize v dusledku i nahradit stavajici bio-
logické testy.

Pfilozené grafy prezentuji vyse uve-
dené asociace (Obr. 2, 4 a 5). Q-Q graf
vysledkil asociace potvrzuje statistickou
vérohodnost vysledka (Obr. 1 a 3). Pro
posouzeni asociace byly pouzity dva sta-
tistické komplementdrni modely Farm-
CPU a SmiSeny linedrni model (MLM),
které spole¢né prokazuji vérohodnost
vysledki asociace. Misto pro vybér PCR
marker® se nachdzi na chromozomu XI,
coz odpovidd literarnim tdajim. Dale
byly hodnoceny genetické vzdalenosti
jednotlivych polozek a geneticka struk-
tura, kde byly nalezeny statisticky nej-
vyznamnéj$i klastry u planych druht
a genotypt s barevnou duzninou.

U dalgich sledovanych znakd (odol-
nost k hadatku, ranost, obsah Skrobu,
odolnost k PVY, odolnost k PLRV) bylo
zjisténi vazby mezi fenotypovym pro-
jevem a genetickym pozadim doposud
statisticky neprtkazné, zejména z divo-

moci programu GAPIT implementova-
ného v R. Statistické vypocetni modely
byly pouzity MLM a FarmCPU s korekci
na genetickou strukturu populace, gene-
tickou ptibuznost a dal$i matouci efekty.
Vybér poctu PCs, které slouzily ke ko-
rekci na genetickou strukturu uvnitf sle-
dované populace, byl ur¢en pomoci BIC
s maximalnim poctem 3 PCs. Pro zahr-
nuti vlivu ptibuznosti jedincti byl pouzit
koeficient ptibuznosti dle VAN RADEN
(2008). Pro imputaci byla pouzita ma-
joritni alela. Vysledky byly korigovany
pomoci false discovery rate FDR BEN-
JAMINI-HOCHBERG (1995) pro mno-
hondsobné porovnani. Prah FDR pro
signifikantni asociace byl zvolen na hla-
diné 0,05. Spolehlivost vysledku asociace
byla pousouzena pomoci kvantil-kvantil
Q-Q grafu pfi porovnani ocekavanych
vysledki proti ziskanym. Vysledky aso-
ciace polymorfismt a jejich fyzicka po-
zice byly vizualizovany do Manhattan
grafu. Déle byly lokalizovany geny bliz-
ké asociovanym polymorfismiéim a pro
vybrané geny byl navrzen potencionalni
vliv na studovany fenotypovy znak dle
literdrnich zdroja.

du nekompletniho popisu hodnocené-
ho souboru jedincti. Avak v roce 2020
doplnime nové ziskana fenotypova data
§lechtitelskych materidlti a analyza bude
provedena opakované.

Obr. 1: Q-Q graf znazornuje distrubuci
hodnot trovné asociace pozorovanych

a ocekavanych, ¢ervena ¢ara kopiruje
teoretickou hladinu ocekavanych hodnot,
velka odchylka vyssich pozorovanych
hodnot od hodnot oc¢ekévanych znaci
vysokou naméfenou miru asociace mezi
genetickym polymorfismem a sledovanym
znakem barvy duzniny brambor.

FarmCPU.purpie
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Obr. 2: Manhattan graf asociace barvy
duzniny brambor: Groven asociace FarmCPU-purple
mapovanych genetickych variant napfic

12 chromozomy genomu lilku bramboru.
Varianty pod ¢islem 13 jsou genetické varianty
nemapujici na aktualni verzi genomu lilkku
bramboru. Uroven asociace je vyjadfena
pomoci zadporného dekadického logaritmu
P-hodnoty statistického testu vypoctenou
metodou FarmCPU. Zelend ¢éra je hranice
statistické vyznamnosti P-hodnoty upravené
na mnohondasobné testovani na trovni FDR
=0,05. Nejvyssi uroven asociace byla zjisténa
na chromozomu 2 a chromozomu 9.
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Obr. 3: Q-Q graf znazornuje distrubuci Obr. 4: Manhattan graf asociace odolnosti k rakoviné bramboru: Groven asociace

hodnot trovné asociace pozorovanych mapovanych genetickych variant napfi¢ 12 chromozomy genomu lilku bramboru. Varianty
a ocCekavanych, cervend cara kopiruje pod ¢&islem 13 jsou genetické varianty nemapujici na aktualni verzi genomu lilku bramboru.
teoretickou hladinu ocekavanych hodnot, Uroven asociace je vyjadiena pomoci zéporného dekadického logaritmu P-hodnoty

velka odchylka vyssich pozorovanych statistického testu vypo¢tenou metodou FarmCPU. Zelena ¢ara je hranice statistické
hodnot od hodnot ocekadvanych znaci vyznamnosti P-hodnoty upravené na mnohonésobné testovani na Grovni FDR = 0,05.
vysokou naméfenou miru asociace mezi Nejvyssi Groven asociace byla zjisténa na chromozomu 11.

genetickym polymorfismem a sledovanym
znakem odolnosti k rakoviné brambor. FarmCPU.cancer

FarmCPU.cancer
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Obr. 5: Manhattan graf asociace odolnosti
k rakoviné bramboru: Uroven asociace
mapovanych genetickych variant napfic

12 chromozomy genomu lilku bramboru.
Varianty pod ¢islem 13 jsou genetické
varianty nemapujici na aktualni verzi
genomu lilku bramboru. Urover asociace je
vyjadiena pomoci zdporného dekadického
logaritmu P-hodnoty statistického testu -
vypoctenou metodou MLM. Nejvyssi drover
asociace byla zjisténa na chromozomu 11 , ;
stejné jako pfi statistickém testu metodou 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

3
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2

FarmCPU prezentovanou v Obr. 4.

Obr. 6: Geneticka struktura sledovaného
souboru 282 polozek brambor.

A) Analyza hlavnich komponent genetické 80 -
variability

B) Shlukova analyza polozek podle 60 -
genetické vzdalenosti zndzornéna %

pomoci teplotni mapy a dendrogramu
hierarchického shlukovani
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