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V réamci platformy NCKTNO01000062 ,,Biotechnologické centrum pro genotypovani rostlin® koordinujeme
ve VUB Havli¢ktv Brod Dil¢i projekt TN01000062/04 — Brambory ve spolupraci s UEBAV CR, v.v.i. a VESA
Velhartice, a.s.

Reseni tohoto unikdtniho projektu zapocalo v roce 2019 a zde prezentujeme doposud dosazené vysledky.
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UvVOD

Brambor lilek brambor, brambor obecny (Solanum tuberosum L.), je jednou ze zemédél-
skych plodin, ktera ma vysoky potencial prispét k feseni potravinové bezpecnosti, a to
hned z nékolika divodd, i) brambory maji ze vSech potravin nejvétsi sytici efekt, ii) maji
vyvazené slozeni Zivin a jsou bohaté na nutri¢né vyznamné latky jako naptiklad antioxi-
danty, bilkoviny s vysokym obsahem esencidlnich aminokyselin, vitaminy a minerdlni lat-
ky, iii) 1ze je pouzivat ve vSech formach diet, v¢etné diet pro alergiky, iv) jejich péstovanti je
nenaroc¢né na prirodni podminky a dosahuje mimoradné vysokych hektarovych vynosti.
Jednou z pricin, které vSak brani plnému vyuziti tohoto potencialu, je opakovany pokles
vynosu zptisobeny biotickymi a abiotickymi $kodlivymi faktory.

V soucasné dobé je v Ceské republice pro tvorbu, udrzovani a rozmnozovani odrtid
bramboru vyuZzivano vyhradné tradi¢niho $lechténi. Cesti Slechtitelé sice vychazeji ze zce-
la zdravych materialti svych odrtd, které maji ulozeny ve firemnich kolekcich ve Vyzkum-
ném ustavu bramborafském (VUB) Havli¢ktv Brod v in vitro podminkdach, ale moderni
zpusoby slechténi doposud nevyuzivaji. Dobré zkusenosti méd VUB s vyuzitim fuze proto-
plastti k tvorbé novych materiala. Nékteré takto vytvorené polozky jsou jiz ulozeny v geno-
vé bance VUB. V soucasnosti se nedd predpoklddat vyuzivani tradi¢nich technik genetické
modifikace ve $lechtitelském procesu v stavajicim legislativnim prostfedi a také kvili neo-
choté spotfebitelt tyto produkty pouzivat (viz. GM odrtida bramboru fy BASF - Amflora).

SLECHTENI BRAMBORU

Slechténi bramboru v Ceské republice mé vice nez stoletou tradici a i v dnesni dobé zau-
jim4 diky nékterym slechtitelskym spole¢nostem a VUB nezanedbatelnou pozici na trhu.
Plochy odrtid ¢eského ptivodu tvoii cca 25% porostti brambor péstovanych v CR. Export
jak sadbovych, tak konzumnich brambor se postupné dafi udrzovat eventualné mirné
zvys$ovat, avak je vyrazné nizsi nez import brambor prevazné z Némecka a Holandska.
VUB tspésné vyuziva techniky fuze protoplastd, udrzovani rostlin bramboru ve formé
in vitro a dlouhodobé spolupracuje s tuzemskymi vyzkumnymi tstavy a vysokymi sko-
lami na vyuziti modernich molekuldrné-biologickych technik u brambor. Perspektivnim
biotechnologickym postupem se nyni jevi systém CRISPR/Cas9, ktery je $iroce vyuzivam
jak v zakladnim vyzkumu modelovych rostlin, tak pfi vyvoji novych variet celého spektra
hospodarskych plodin a zvirat.

Brambor ma velkou genetickou diverzitu v ramci ¢lovékem domestikovanych rostlin.
Genom bramboru md 12 chromozoémui a velikost genomu je ptiblizné 840 milionu bazi, coz
ho ¢ini stfedné velkym rostlinnym genomem. Obecné informace o genomu jsou pristup-
né na adrese Potato Genome Sequencing Consortium (PGSC), www.potatogenome.net
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a vlastni data genomu jsou prezentovana na strankach http://potatogenomics.plantbiology.
msu.edu. Sekvenovany kultivar RH89-039-16 je diploidni heterozygotni varianta brambo-
ru. PGSC projekt vyuziva informaci ze 78 000 BAC kloni, které byly ,.fingerprintovany”
a poskladany do priblizné 7000 fyzickych contigii. Data jsou strukturovana (kompletni
nukleotidové sekvence v§ech chromozomi, kompletni CDS sekvence, sekvence transkrip-
td, genové anotace v GFF3formatu,aminokyselinové sekvence vsech kodujicich sekvenci)
a jsou volné pristupna ke stazeni, nebo pro pfimou analyzu prostfednictvim online BLAST
a Genome Browser aplikace.

Dlouhodoba selekce a mistné specifické $lechténi bramboru vedlo k tvorbé odrud
s riznymi uzitnymi vlastnostmi. Samotny proces kfizeni a vybéru zptsobil diversifikaci
na urovni genomu. Pro zlepSeni uzitnych vlastnosti i ziskani rtiznych odolnosti byly ¢asto
vyuzivany plané ¢i ptibuzné druhy, coz vedlo k dalsimu ,,obohaceni® ptivodniho genomu.

Reseny projekt NCK se zaméfuje na nékolik okruht genomovych analyz s cilem najit
a vyvinout specifické DNA markery, které maji vazbu k vybranym biotickym a abiotickym
faktortim. Projekt se z tohoto hlediska zaméfi na nékolik vyznamnych okruhti genomovych
analyz pro hleddni specifickych markert spojenych s genetickym pozadim nasledujicich
znakd jako je (a) Skrobnatost, (b) schopnost akumulace flavonoidi, latek s antioxida¢nimi
ucinky, (c) ranosta (d) odolnost vii¢i nékterym abiotickym a biotickym stresovym faktortim.

V poslednich dvaceti letech vznikla celd fada metod sekvenovani oznacovanych jako
»hext generation sequencing” (NGS) neboli sekvenovani nové generace, tj. metod, které
v porovnani s klasickymi metodami sekvenovani umoziuji rychlou, masivni a cenové
ptiznivou produkci velkého mnozstvi sekvencnich dat najednou. NGS vyuziva principu
paralelizace procesu sekvenovani, kdy dochazi k sekvenovani tisicii az miliond sekvenci
soucasné. Vysledkem je obrovska produkce vystupnich dat s naslednou potfebou data utfi-
dit a analyzovat.

Pro sekvenovani nové generace vsoucasné dobé existuje fada riznych technologiia proto-
koli, pricemz kazd4 z technologii ma své pfednosti nebo naopak nevyhody a miize byt vhod-
najenkurcitym aplikacim. Nicméné pro vsechny tyto metody existuje urcité obecné schéma:

« V prvnim kroku je pfi téchto technikach templatova DNA fragmentovand na tseky
nékolika set bazi dlouhé. (Neplati pro technologii SMRT od firmy Pacific Biosciences
a Oxford Nanopore - techniky sekvenovani tfeti generace).

« Konce ziskanych fragmentt jsou enzymatickou reakci zatupeny a napojeny k oligo-
nukleotidiim urcité sekvence (tzv. adaptéry).

« Jednotlivé fragmenty jsou oddélené amplifikovany PCR reakci (u nékterych techno-
logii tento krok chybi) a pak v jednom kroku paralelné sekvenovany. Pfi tomto para-
lelnim sekvenovani se sekvenuji miliéony sekvenci najednou.

o Délka ziskanych sekvenci je cca 20-700 bp (u PB, Nanopore i desitky kilobazi). Sek-
venacni vytézek jednoho béhu sekvenatoru miize byt az nékolik tisic Gb, pricemz
cena sekvenovani za 1 b je az o dva rady nizsi, nez by byla u kapilarniho sekvenovani
Sangerovou metodou.
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Moznosti precist a analyzovat celé genomy nas prenesly do éry genomiky. Genomicky
pristup v badani znamena, Ze se nezabyvame jen jednim nebo nékolika mélo geny, ale ana-
lyzujeme dany problém na celogenomové urovni.

Bylo vyvinuto mnoho metod pro snizeni komplexity velikych rostlinnych genoma. Vy-
znamnou roli na tomto poli hraje metoda znama jako Diversity Array Technology (DArT).
Redukce komplexity u metody DArT poskytuji vyznamnou vyhodu prostfednictvim inte-
ligentni selekce genomové frakce odpovidajici prevazné aktivnim gentiim. Tato volba je do-
sazena pouzitim kombinace restrik¢nich enzymi, z nichz je jeden methyla¢né senzitivni
(nestépi methylované, prevazné vysoce repetitivni ¢asti genomu).

Zatimco pocate¢ni implementace DArT na platformé microarray zahrnovala fluo-
rescen¢ni znaceni a hybridizaci na vyhrazena pole DArT, metoda DArTseq nasazuje sekve-
novani na platformach NGS. Prechod na sekven¢ni platformu umoznil zvy$eni poctu ana-
lyzovanych fragmenti genomu (1-2 fady) a nasledné i odpovidajici zvyseni po¢tu marker.
I proto pouzivame tuto metodu v nasem dil¢im projektu.

DArTseq pro novy organismus nebo aplikace zacina optimalizaci metody snizovani slo-
zitosti. Spole¢nost DArTPty Ltd. investovala zna¢né usili do testovani riznych kombinaci
enzymi na znacny pocet organismi a vyvinula sady metod snizovani slozZitosti (repre-
zentace), které jsou v porovnani s jinymi metodami velmi u¢inné. Optimalizacni proces
obvykle vybira jednu dominantni metodu snizovani slozitosti pro plodinu, ale v mnoha
pripadech bylo zjisténo nékolik metod, které nabizeji vyhody specifické pro aplikaci. Roz-
dil mezi metodami mtize byt jak kvantitativni (rozdilny pocet jedine¢nych fragmentt
v reprezentaci), tak kompozitni (rtizné skupiny fragmentt zachycenych v reprezentacich).
Nezanedbatelnou vyhodou je, Ze spolecnost je schopna genotypovat Sirokou paletu hospo-
darsky vyznamnych plodin.

Projekt se z tohoto hlediska zaméii na nékolik vyznamnych okruht genomovych analyz
pro hledani specifickych markera spojenych s genetickym pozadim nasledujicich znaki,
jako je (a) skrob, (b) schopnost akumulace flavonoidd, latek s antioxidacnimi ucinky, (c)
ranost a (d) odolnost vii¢i nékterym abiotickym a biotickym stresovym faktorim.

Bude vyvinut efektivni systém markert a dosahne kvalitativné vys$si urovné hodnoti-
ctho systému pro zemédélské vlastnosti s vyuzitim vysledkti genomového sekvenovani.
Zkrati se doba $lechtitelského procesu a omezi se rozsah vedeného materialu o materialy
neobsahujici pozadované znaky.

Naslednym budoucim moznym perspektivnim biotechnologickym postupem se jevi
systém CRISPR/Cas9, ktery je v soucasnosti vyuzivan prevazné u modelovych rostlin
a v zakladnim vyzkumu, kde je hojné vyuzivan a vysledky publikovany.
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Dosud dosazené dil¢i vysledky reseni:

« vybér 376 genotypi,

o ptiprava rostlinného materialu,

« izolace DNA,

« DAIT analyza,

o vybér fenotypovych znaki pro hodnoceni,

« tvorba podkladi pro proasociaci DArT analyzy s vybranymi fenotypovymi daty,
o pfiprava na statistické vyhodnocovani.

Planované vystupy projektu:

e uzitné vzory,
« funkéni vzorky.

PODEKOVANI
Prace vznikla diky podpote TA CR na projekt NCK TN01000062 a Narodnimu progra-

mu konzervace a vyuzivani genetickych zdroji rostlin a agrobiodiversity 51834/2017-
17253/62.3.
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Within NCCTN01000062 “Biotechnology Center for Plant Genotyping” we coordinate in PRI Havlicktv
Brod Partial project TN01000062 / 04 — Potatoes in cooperation with IEB AS CR, v.v.i. and VESA Velhartice.
The project execution started in 2019 and we present here the results achieved so far.
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