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Uvedeni problému a cil metodiky

Strupovitost bobu (antraknéza bobu) je zavazné houbové onemocnéni zplsobené
patogenem Ascochyta fabae (syn. Didymella fabae). Tento patogen napada
predevsim listy, lodyhy a lusky, pfeziva v infikovaném osivu a rostlinnych zbytcich
a pfi zvySené vzdusné vihkosti a vhodnych teplotach se Sifi velmi rychle. V
podminkach pfiznivych pro infekci muze choroba vyrazné snizovat vynosy, v
nékterych pfipadech az o 35-90 %, a v extrémnich pfipadech vést az k uplnému
selhani porostu (Sudheesh et al., 2019; Adhikari et al., 2021).

Z pohledu ochrany rostlin je strupovitost bobu fazena mezi kliCové listové choroby
bobu, resp. luskovin (Hampton, 1980; Adhikari et al., 2021). V dostupné genové
zasobé je k dispozici pfevazné kvantitativné podminéna rezistence, ktera v
oblastech CR ¢&asto selhava; vysoka Uroven odolnosti dosud popsana nebyla a
rezistence je viceméné polygenni (Sudheesh et al., 2019; Adhikari et al., 2021).
Vysoce rezistentni genotypy proto v praxi chybi, a prestoze byly identifikovany
nékteré QTL a tésné vazané molekularni markery pro rezistenci k strupovitosti bobu,
jejich rutinni vyuziti v markerem asistované selekci je zatim omezené (Sudheesh et
al., 2019). Slechténi dale komplikuje nepravidelny vyskyt pfirozenych epidemii a
geneticka i patogenni variabilita samotného patogena, coz podtrhuje potfebu vyuZiti
novych genomickych a transkriptomickych metod, které umoZznuji presnéjsi
identifikaci genomovych oblasti podminujicich odolnost a jejich efektivnéjsi zapojeni
do Slechtitelskych programu (Adhikari et al., 2021).

Cilem této metodiky je poskytnout uceleny a prakticky navod, jak u luskovin
identifikovat kandidatni genomové oblasti, a v idealnim pfipadé i konkrétni geny,
podminujici odolnost €i toleranci k strupovitosti bobu zplsobené vySe popsanym
patogenem Ascochyta fabae.




Vlastni popis metodiky
Uvod

Bob polni (Vicia faba L.) je vyznamna luskovina péstovana jako zdroj bilkovin pro
krmné i potravinafské vyuziti. Jednou z klicovych houbovych chorob tohoto druhu
je strupovitost bobu (antrakndza bobu) zpUsobena patogenem Ascochyta fabae.
Tato choroba je Ffazena mezi hlavni limitujici faktory péstovani bobu, pfi¢emz
dostupna geneticka rezistence je zatim jen CasteCna a bez podpory vhodnych
agrotechnickych opatfeni, zejména fungicidl a spravného osevniho postupu,
nedokaze spolehlivé zabranit vyznamnym vynosovym ztratam (Karkanis et al.,
2018; Adhikari et al., 2021).

Zavaznost strupovitosti bobu dokladaji odhadované ztraty vynosu, které mohou u
listovych chorob bobu v€etné strupovitosti dosahovat pfiblizné 35-90 % v zavislosti
na intenzité infekce a péstitelskych podminkach (Hampton, 1980; Adhikari et al.,
2021). Za mimoradné pfiznivych podminek pro rozvoj choroby, zejména pokud k
epidemii dojde v obdobi kvétu a nasazovani luskl, muze dojit k velmi vyznamnému
poskozeni porostu az jeho selhani, podobné jako u dalSich zavaznych listovych
chorob bobu (Adhikari et al., 2021).

Ascochyta fabae preziva predevsim v infikovaném osivu a napadenych rostlinnych
Zbytcich a za vlhkého pocasi se Sifi na listy, lodyhy a lusky rozstfikem kapek desté.
Infekce vyzaduje delSi trvani vihkosti kolem listd, nicméné pfi vhodné kombinaci
teploty a vzdusné vihkosti se choroba muze objevit prakticky v jakékoli rustové fazi
porostu. Prestoze patogen preferuje vihké podminky, bob polni je v fadé
péstitelskych oblasti péstovan spiSe v susSich lokalitach, takze pfirozeny vyskyt
silnych epidemii vhodny pro selekéni hodnoceni genotypu se objevuje jen ve
vihkych letech. Tento fakt je povazovan za jeden z hlavnich faktord komplikujicich
efektivni Slechténi na odolnost k hlavnim listovym chorobam bobu vcetné
strupovitosti bobu (Adhikari et al., 2021).

Z hlediska genetické odolnosti je u péstovaného bobu polniho ke strupovitosti bobu
k dispozici pfevazné jen stfedni uroven rezistence; v dostupné genové zasobé
nebyly popsany jednoznacné vysoce rezistentni genotypy. Rezistence je obecné
hodnocena jako kvantitativni, polygenné podminéna a je vysledkem kombinace vice
QTL s relativné malym individualnim ucinkem, pfipadné kombinace hlavniho genu
s dalSimi minoritnimi lokusy (Diaz-Ruiz et al., 2009; Adhikari et al., 2021).

Na zakladé Castecné odolnosti byla v nékolika péstitelskych oblastech registrovana
fada odrid se stfedni urovni rezistence ke strupovitosti bobu. V Australii jsou jako
stfedné odolné k Ascochyta fabae uvadény napfiklad odrudy Farah, Nura, PBA
Rana, PBA Samira a PBA Amberley, které souCasné predstavuji dulezité zdroje




genl rezistence pro moderni Slechtitelské programy (Sudheesh et al., 2019;
Adhikari et al., 2021).

Rozvoj molekularnich Slechtitelskych nastrojl jiz u strupovitosti bobu pokrocil. Pro
rezistenci k Ascochyta fabae byly popsany nékteré QTL (Sudheesh et al., 2019;
Adhikari et al., 2021). Slechténi je v8ak nadale komplikovano nepravidelnym
vyskytem patogena a potfebou hodnoceni mist na rliznych mistech po nékolik let,
takze samotna fenotypova selekce je jen omezené efektivni a vyraznéjsi zlepSeni
urovné rezistence bude pravdépodobné vyZadovat koordinovanéjSi vyuziti
genomickych metod (Adhikari et al., 2021).

DalSim limitujicim faktorem je variabilita patogena samotného. U Ascochyta fabae i
dalSich hlavnich listovych patogent bobu, zejména Botrytis fabae, byla popsana
vyrazna morfologicka a patogenni diverzita izolatud, a to jak z hlediska agresivity, tak
spektra napadanych genotypu (Stoddard et al., 1999; Adhikari et al., 2021). Tato
variabilita komplikuje stabilitu rezistence a vyZaduje testovani kandidatnich linii proti
Siroké paleté izolatl a geograficky odliSnych populaci patogena.

Potencialni zdroje silngjsi odolnosti Ize hledat také u planych pfibuznych druhd,
napfiklad Vicia johannis a V. narbonensis, které jsou obecné& vysoce odolné a
predstavuji zajimavy geneticky zdroj pro Slechténi bobu (Birch et al., 1985; Adhikari
et al., 2021). Mezidruhové kfizeni je vSak velmi komplikované vzhledem k
odliSnému poctu chromozomU a reprodukénim bariéram, a proto zatim nelze tyto
druhy ve standardnich S$lechtitelskych programech vyuZzit (Birch et al., 1985;
Adhikari et al., 2021).




Péstovani a sbhér vzorku

Rostliny bobu polniho (Vicia faba) se pro ucely transkriptomickych analyz bézné
péstuji v laboratorni ristové komore pfiblizné 4 tydny pfi 16hodinové fotoperiodé a
intenzité osvétleni kolem 100 ymol-m™-s™. Z kazdého genotypu se doporucuje
péstovat minimalné 5, idealné vSak 10-15 rostlin, aby byl k dispozici dostatek
biologické variability u druhu, ktery neni Cisté samosprasny. Pro odbér se sterilni
pinzetou odebiraji Spicky tfetiho pravého listu (pfiblizné 100 mg pletiva na vzorek),
které se ihned ukladaji do 1,5ml mikrozkumavek, rychle se zamrazi v kapalném
dusiku a dale se skladuji pfi =80 °C az do doby izolace celkové RNA z hluboce
zmrazeného listového pletiva.

Extrakce celkové RNA
Pripravna faze

Pfed zahajenim izolace RNA je nutné pfipravit veskeré potfebné chemikalie,
plastovy material a pfistrojové vybaveni. K extrakci RNA se pouzije komeréni
reagencni smés na bazi fenol-guanidinium thiokyanatu (napf. TRI Reagent, TRIzol,
RNAzol, GENEzol apod.), chloroform, 2-propanol, roztok NaCl o koncentraci 1,2 M,
75% ethanol, DNase-free/RNase-free voda a RNase inhibitor. Déle je tfeba mit
pripraveny sterilni mikrozkumavky o objemu 1,5 ml, sterilni plastové tlou¢ky pro
homogenizaci a sterilni Spi¢ky s filtrem pro pipetovani. Reagenéni smés pro extrakci
RNA (TRI Reagent, TRIzol apod.) se pfedem predehieje na 60 °C, centrifuga se
vychladi na 4 °C a pfipravi se oznaCené zkumavky s pfedem odebranym rostlinnym
materialem ur€enym k extrakci.

Zkumavky s odebranym rostlinnym materialem musi byt od okamziku odbéru az do
samotného zpracovani uchovavany bud v kapalném dusiku, nebo pfi teploté —80
°C, aby se predeslo jakymkoli zménam v expresnim profilu gent a degradaci RNA.
VSechny kroky se provadéji v podminkach minimalizujicich kontaminaci RNazami:
pouziti RNase-free materialu, Cisty pracovni prostor oSetfeny pfipravkem napfiklad
RNase Away.

Priprava vzorku

V tomto kroku se pouZiji mikrozkumavky o objemu 1,5 ml, které jiz obsahuji 50-100
mg pifedem odebraného rostlinného materialu. Ke kazdé zkumavce se pfida 800 pl
extrakéni smési predehfaté na 60 °C. Obsah zkumavek se nasledné homogenizuje
sterilnim tlouckem tak dlouho, dokud neni rostlinny material zcela rozmélnén a




vytvofi homogenni suspenzi. Po ukon€eni homogenizace se do kazdé zkumavky
prida dalSich 200 pl téze extrakéni smési, vzorky se kratce promichaji na vortexu a
poté se zkumavky ponechaji 5 minut stat pfi pokojové teploté.

Chloroformova faze

Ke kazdému vzorku se pfida 200 ul chloroformu a zkumavky se dukladné promichaiji
na vortexu po dobu 15 sekund. Nasledné se vzorky nechaji 10 minut stat pfi
pokojové teploté. Poté se zkumavky centrifuguji ve vychlazené centrifuze (4 °C) pfi
12 000 x g po dobu 15 minut.

Precipitacni faze

Po pfedchozi centrifugaci se z kazdé zkumavky opatrné odebere pfiblizné 300 ul
horni Ciré faze a pfenese se do nové mikrozkumavky. Ke kazdému vzorku se
nasledné pfida 150 ul 2-propanolu a 150 pl roztoku NaCl o koncentraci 1,2 M.
Obsah zkumavek se dikladné promicha na vortexu a vzorky se nechaji 10 minut
stat pfi pokojoveé teploté. Poté se zkumavky centrifuguji v pfedem na 4 °C
vychlazené centrifuze pfi 12 000 x g po dobu 10 minut.

Promyvaci faze

Po ukonleni precipitace se supernatant opatrné odstrani a pelet RNA na dné
zkumavky se promyje pfidanim 1000 pl 75 % etanolu. Vzorky se nasledné kratce
promichaji na vortexu a centrifuguji se ve vychlazené centrifuze (4 °C) pfi 7 500 x
g po dobu 5 minut. Odstranéni supernatantu a promyti 75 % ethanolem se jesté
jednou zopakuje. Po druhém promyti peletu se RNA necha susit pfi pokojoveé teploté
priblizné 15 minut. Pelet musi zUstat mirné vlhky a stale prasvitny; nesmi zcela
vyschnout, protoZe by se nasledné vyrazné zhorsila rozpustnost nukleové kyseliny.

Rozpousteéci faze

K prihlednému RNA peletu se pfida 38 pul RNase-free vody a 2 ul RNase inhibitoru
o koncentraci 20 U/ul. Pelet se rozpousti opakovanym nasavanim a vystfikovanim.
K tomuto ucelu se pouziva 100 ul pipeta a samotné promichavani se provadi
opatrné, aby nedochazelo ke zbyte¢nym zlomim na fetézcich nukleovych kyselin.
Pro kompletni rozpusténi se vzorky inkubuji 10 minut pfi teploté 55 °C. V poslednim




kroku je vhodné pomoci mikrospektrofotometru (napfiklad pfistroj Nanodrop) urcit
koncentraci a kvalitu ziskané RNA.

Precistovaci faze (volitelné)

Pripadné znecisténi extrakCnimi chemikaliemi lze feSit opakovanim precipitacni
faze. Ke vzorku o objemu 40 ul se pfida 60 ul RNase-free vody. Nasledné vysrazeni
RNA se provede pfidanim 50 pl roztoku NaCl o koncentraci 1,2 M a 100 pl 2-
propanolu. Po 20 minutach pfi pokojové teploté se vzorky centrifuguji v pfedem na
4 °C vychlazené centrifuze pfi 12 000 x g po dobu 30 minut. V dalSim kroku se
postupuje stejné jak je uvedeno v promyvaci a rozpoustéci fazi.

Odstranéni genomové DNA

K odstranéni zbytkové genomické DNA ze vzorkl pouzijeme DNA-free DNA
Removal Kit od spole¢nosti Invitrogen. K ziskanému RNA vzorku o objemu 40 ul se
pfida 4 pl 10x DNase | pufru a 1 pl rDNase |, poté se obsah zkumavky jemné
promicha opakovanym pipetovanim nebo kratkym vortexovanim. Smés se inkubuje
pfi 37 °C po dobu 20 minut, aby doslo k uplné degradaci pfitomné DNA.

Pfed ukonCenim inkubace se opakovanym pipetovanim promicha DNase
Inactivation Reagent, aby se sediment rovhomérné rozptylil v roztoku. Po ukonceni
inkubace se ke kazdému vzorku pfida 4 ul tohoto resuspendovaného inaktivacniho
reagentu a promicha pipetovanim. Dale se vzorky inkubuji 2 minuty pfi pokojoveé
teploté v pribéhu kterych se vzorky promichavaji, aby zustal inaktivacni reagent
rozptylen.

V nasledujicim kroku se zkumavky centrifuguji pfi 10 000 x g po dobu 2 minut. Po
centrifugaci se opatrné odebere supernatant obsahujici RNA a pfenese se do nové,
sterilni RNase-free mikrozkumavky, aniz by do$lo k naru$eni peletu z reagentu na
dné zkumavky. Je nutné zabranit pfenosu tohoto peletu do roztoku, které budou
pouzity v naslednych enzymatickych reakcich, protoze inaktivani reagent vaze
dvojmocné kationty a mize tak vyznamné ovlivnit slozeni reakéniho pufru a aktivitu
enzymu.
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Priprava sekvenacnich knihoven

Na pfipravu knihoven je potfeba trojice kitl: NEBNext Poly(A) mRNA Magnetic
Isolation Module (NEB #E7490), NEBNext UltraExpress RNA Library Prep Kit
(NEB# E3330) a NEBNext Multiplex Oligos for lllumina - 96 Unique Dual Index
Primer Pairs (NEB# E6440). K témto kitm je nutné mit také vlastni magnetické
kulicky SPRIselect (Beckman) a magnetické stojanky pro 0,2 ml a 1,5 ml
mikrozkumavky.

Kontrola integrity RNA a pozadavky na vzorek

Pfed pfipravou sekvenacnich knihoven je nutné zhodnotit kvalitu a integritu
izolované RNA. Integrita RNA se posuzuje pomoci mikroCipové elektroforézy na
pristroji Shimadzu MCE-202 MultiNA s pouZzitim kitu pro total RNA. U kvalitni RNA
se na elektroforeogramu objevuji dva ostré piky odpovidajici 18S a 28S rRNA,
pricemz pomér intenzit 28S/18S by mél byt pfiblizné 2:1. Za kvalitni RNA se obvykle
povazuji vzorky s pomérem 28S/18S v rozmezi priblizné 1,8-2,2.

Déle je tfeba, aby RNA byla zbavena soli (napf. Mg®" nebo guanidiniovych soli),
chelata¢nich €inidel dvoumocnych kationtl (napf. EDTA nebo EGTA) a organickych
rozpoustédel (napf. fenolu nebo etanolu). RNA musi byt zaroven prosta zbytkové
DNA odstranéna v predchozich ¢astech DNA Removal kitem. Vstupni mnozstvi pro
pripravu knihoven ¢ini 25-250 ng DNA-free total RNA v 50 ul, pfi€¢emz koncentrace
se stanovi fluorimetricky pomoci pfistroje Qubit (Qubit RNA Assay Kkit).

Priprava 1x* fragmentacni smési pro eluci RNA

Pfred zahajenim fragmentace RNA se necha Fragmentation Master Mix (2x) zvolna
rozmrazit na ledu. Pro kazdy vzorek se pfipravi 1x fragmentacni smés smichanim
4 ul reagencie NEBNext UltraExpress RNA Fragmentation Mix (fialova) a 4 ul
nuclease-free vody, tedy celkové 8 pl smési na vzorek. V nasem pfipadé, pfi
zpracovani 24 vzorku, je potfeba pfipravit 96 ul NEBNext UltraExpress RNA
Fragmentation Mix a 96 ul nuclease-free vody. Pfipravena 1x fragmentaéni smés
se uchovava po celou dobu na ledu az do okamziku, kdy je purifikovana mRNA.

Cisténi magnetickych kulicek

Pro pfipravu k Cisténi a navazani RNA se nejprve ziedi izolovana RNA RNase-free
vodou na konecny objem 50 ul v 0,2 ml PCR zkumavce. Zkumavky s RNA se
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uchovavaji po celou dobu na ledu, dokud nejsou magnetické kuli¢ky pfipraveny k
pouziti.

Do 1,5 ml mikrozkumavky se nasledné pfida 480 pl magnetickych kulicek NEBNext
Oligo d(T)25. Kulicky se peclivé promichaji jemnym protfepanim nebo pfevracenim
zkumavky, nedoporuCuje se vortexovani. Zkumavka se poté umisti do
magnetického stojanku pfi laboratorni teploté po dobu, dokud roztok nezprdahledni
a kulicky nejsou zcela stazené k magnetu (cca 2 minuty). Supernatant se opatrné
odsaje, aniz by doslo k naruSeni shromazdénych kulicek na sténé zkumavky.

Po odstranéni supernatantu se zkumavka vyjme z magnetického stojanku a ke
kulickam se pfida 1200 ul nefedéného NEBNext RNA Binding Bufferu (2x). Kuli¢ky
se dikladné promyji pipetovanim nahoru a doll (6x). Zkumavka se znovu umisti na
magnet a inkubuje se pfi laboratorni teploté, dokud roztok nezpruhledni (cca 2
minuty). Poté se supernatant opét opatrné vSechen odstrani tak, aby kuliCky zustaly
neporuseneé na sténé zkumavky. Nasledné se zkumavka opét sejme z magnetu, ke
kulickam se znovu pfida 1200 yl NEBNext RNA Binding Buffer (2x) a obsah se
promicha pipetovanim, dokud nejsou kulicky homogenné suspendovany a
pfipraveny k navazani RNA.

Dvoustupnova separace mRNA

Ke kazdému z 24 vzorki RNA (50 pl v 0,2 ml PCR zkumavce) se pfida 50 pl
dikladné promichanych magnetickych kuli¢ek NEBNext Oligo d(T)25. Vzorky se
peclivé promichaji jemnym pipetovanim nahoru a dolu (6x), aby doslo k efektivnimu
kontaktu RNA s kuliCkami. Tato prvni vazebna faze slouzi k odstranéni vétSiny ne-
MRNA frakci z celkové RNA.

Nasledné se vzorky zahfeji za uCelem denaturace sekundarnich struktur RNA a
usnadnéni vazby poly(A) RNA na oligo(dT) kuli¢ky. Zkumavky se umisti do pfedem
pfedehiatého termocykleru s vikem nastavenym na = 90 °C a inkubuji se 2 minuty
pfi 80 °C, poté 5 minut pfi 25 °C. Nasledné se zkumavky se vyjmou a umisti na
magneticky stojanek pfi laboratorni teploté pfiblizné na 2 minuty, dokud neni roztok
Ciry a kulicky se zcela neshromazdi u magnetu. Supernatant, ktery obsahuje
prevazné ne-mRNA, se opatrné odsaje, aniz by doslo k naruseni kulicek. Zkumavky
zustavaji po tuto dobu na magnetickém stojanku. Kulicky se poté jesté na magnetu
Setrné promyji pfidanim 200 yl NEBNext Wash Buffer, ktery odstrani zbytky
nenavazané RNA. Po kratké inkubaci se supernatant opét zcela odsaje, aniz by byl
narusen shluk kuli¢ek.

Poté se zkumavky sejmou z magnetického stojanku a ke kulickam nesoucim mRNA
se do kazdé prida 50 ul NEBNext Tris bufferu a 50 yl NEBNext RNA Binding Buffer
(2%). Smés se dukladné, avSak Setrné promicha pipetovanim nahoru a dolu (6x),
aby mohla poly(A) RNA znovu efektivné interagovat s kuliCkami ve stejné
zkumavce. Zkumavky se pevné uzaviou a znovu se inkubuji v termocykleru 2
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minuty pfi 80 °C s 5 minut pfi 25 °C. Nasledné se zkumavky vyjmou a opét se umisti
na magneticky stojanek pfi laboratorni teploté po dobu pfiblizné 2 minut, dokud
roztok neni Ciry shromazdénim kuliCek u magnetu.

Po této druhé vazebné fazi se supernatant obsahujici zbytky ne-mRNA opatrné a
Co nejuplnéji odstrani, pficemz zkumavky zUstavaji stale na magnetickém stojanku.
Kulicky se jesSté jednou na magnetu promyji pfidanim 200 yl NEBNext Wash
Bufferu, ktery odstrani posledni stopy nenavazané RNA. Supernatant se nasledné
zcela odsaje; v pfipadé potfeby Ize zkumavku kratce centrifugovat, opét ji umistit na
magneticky stojanek a zbyly pufr odstranit pomoci Spi¢ky o objemu 10 pl. Je dulezité
odstranit veSkery promyvaci pufr, ale souasné nestrhnout pelet kuli¢ek
obsahujicich mRNA. Kulicky se nesmi nechat zcela vyschnout; po odstranéni
supernatantu je proto nutné prejit k dalSimu kroku. Zkumavky se poté sejmou z
magnetického stojanku.

Eluce a fragmentace separované mRNA

K eluci mRNA z magnetickych kulicek a soucasné fragmentaci RNA se ke kuliCkam
obsahujicim navazanou mRNA pfida 6,5 ul predem pfipravené 1x fragmentacni
smeési (Fragmentation Master Mix). Smés se dukladné, ale Setrné promicha
pipetovanim nahoru a doll (6%), aby doSlo k uUplné resuspendaci kuliCek a
rovhomérnému kontaktu mRNA s fragmentacnim pufrem. Zkumavky se poté umisti
do pfedem predehiatého termocykleru s vikem nastavenym na 105 °C a inkubuiji se
15 minut pfi 94 °C. Jakmile teplota ve zkumavkach klesne pfiblizné na 65 °C,
prfenesou se ihned na led a nechaji se 1 minutu zchladit.

Po kratkém zchlazeni se zkumavky rychle centrifuguji v mikrocentrifuze, aby se
kapalina stahla ze stén dold, a umisti se na magneticky stojanek, dokud roztok neni
Ciry (zpravidla 1-2 minuty). Fragmentovana mRNA se poté odebere tak, ze se 5 pl
supernatantu pfenese do nové, sterilni 0,2 ml PCR zkumavky (RNase-free). Pokud
je objem supernatantu z jakéhokoli divodu mensi nez 5 pl, doplni se na 5 pl
pridanim odpovidajiciho mnozstvi 1x fragmentacni smési. Pfi odbéru je nutné
vyhnout se pfenosu jakychkoli magnetickych kuli¢ek. Zkumavka s fragmentovanou
MRNA se uchovava na ledu a bez prodleni se pokraCuje dalSimi kroky.

Syntéza prvniho retézce cDNA

Reakce pro syntézu prvniho fetézce cDNA se pfipravuje na ledu pfimo do zkumavky
obsahuijici 5 ul pfipravené RNA z pfedchoziho kroku. Nejdfive se pfipravi mix z 96
Ml NEBNext UltraExpress Strand Specificity Reagent (hnéda) a 24 ul NEBNext
UltraExpress First Strand Enzyme Mix (fialova), ktery se nasledné po 5 ul
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rozpipetuje do zkumavek s RNA. Po pfidani vSech komponent se reakéni smés
dikladné promicha pipetovanim nahoru a doll (alespori 10x).

Zkumavky se poté umisti do termocykleru s vikem nastavenym na = 80 °C a inkubuji
se 10 minut pfi 25 °C, 10 minut pfi 42 °C a 5 minut pfi 70 °C, nasledné je nastavena
teplota na 4 °C. Po ukonceni inkubace se bez prodleni pokracuje syntézou druhého
fetézce cDNA.

Syntéza druhého retézce cDNA

Pfed zahajenim syntézy druhého fetézce cDNA se na ledu rozmrazeny NEBNext
UltraExpress Second Strand Master Mix (oranzova) promicha pfevracenim (10x).
Nasledné se kratce centrifuguje, aby se kapalina stahla ze stén dold, a zkumavka
se opét ulozi na led. Do kazdé reakce s prvnim fetézcem cDNA (10 pl z pfedchoziho
kroku) se nasledné pfida 30 ul NEBNext UltraExpress Second Strand Master Mix.
Zkumavka se ponecha na ledu a reakéni smés se dukladné promicha pipetovanim
nahoru a doll (alespori 10x).

Takto pfipravené reakce se umisti do termocykleru s vikem nastavenym na teplotu
maximalné 40 °C (pfipadné s vypnutym ohfevem vika) a inkubuji se 30 minut pfi
16 °C. Po ukoncCeni inkubace se reakce ponechaji v termocykleru pfi teploté 4 °C
do nasledujiciho kroku.

Purifikace dvouretézcové cDNA pomoci kulicek
SPRIselect

Pfed zahajenim purifikace se magnetické kulicky SPRIselect dikladné resuspenduiji
kratkym vortexovanim, aby vznikla homogenni suspenze. Do kazdé reakce z
predchoziho kroku se pfida 72 pl resuspendovanych kuliCek SPRIselect. Smés se
pecClivé promicha pipetovanim nahoru a doli (alespori 10x); pfi poslednim
promichani je dulezité vytlacit veSkerou tekutinu ze Spi¢ky zpét do zkumavky.
Alternativné Ize vzorky 3—-5 sekund vortexovat. Nasledné Ize vzorky kratce stocit,
ale kulicky se nesmi zacit usazovat. Po tomto kroku se vzorky inkubuji pfi
laboratorni teploté minimalné 5 minut, aby se dvoufetézcova cDNA ucinné navazala
na kulicky.

Po inkubaci se zkumavky kratce centrifuguji pro stazeni kapaliny ze stén a umisti
se na magneticky stojanek. Jakmile roztok zprihledni a kulicky se zcela stahnou k
magnetu, supernatant se opatrné odsaje, aniz by doslo k naruSeni kuliCek
nesoucich navazanou cDNA. Zkumavky nechame na magnetickém stojanku a
kulicky se promyjeme pfidanim 200 pl Cerstvé pfipraveného 80 % etanolu. Po
priblizné 30 sekundach inkubace pfi laboratorni teploté se etanol opatrné odstrani.
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Tento promyvaci krok se zopakuje jesté jednou. Po druhém promyti je tfeba
odstranit veSkerou viditelnou kapalinu; v pfipadé potfeby Ize zkumavku kratce
centrifugovat, znovu ji umistit na stojanek a zbytky etanolu odstranit jemné pomoci
10 pl Spicky.

Kulicky se nasledné nechaji na magnetickém stojanku na vzduchu oschnout,
obvykle po dobu az 5 minut, pfi€emz vicka zkumavek zUstavaji oteviena. Je vSak
nezbytné zabranit jejich pfesuSeni — eluce by méla byt zahajena ve chvili, kdy jsou
kulicky stale tmavé hnédé a lesklé, ale ve zkumavkach jiz neni patrna volna
kapalina. Jakmile kuliCky zesvétlaji a zaCnou ,praskat”, jsou nadmérné vysusené a
muze dojit ke snizeni vytézku cDNA.

Pro eluéni krok se zkumavky sejmou z magnetického stojanku a ke kulickam se
pfida 22 ul 0,1x TE pufru. Smés se dikladné promicha vortexovanim nebo
pipetovanim nahoru a dolu (10x) a necha se nejméné 2 minuty inkubovat pfi
laboratorni teploté. V pfipadé potfeby Ize zkumavku kratce centrifugovat, aby se
kapalina stahla ze stén, a poté se zkumavka znovu umisti na magneticky stojanek.
Po pfiblizné 5 minutach (nebo jakmile roztok zpruhledni) se 20 pl eluatu
obsahujiciho purifikovanou dvouretézcovou cDNA pienese do nové 0,2 mi
zkumavky. V této fazi Ize vzorky kratkodobé uchovavat pfi =20 °C (napf. pfes noc),
nebo pokraCovat v dalSich krocich pfipravy knihoven.

Uprava koncit cDNA knihovny

Uprava konci dvoufetézcové cDNA se provadi na ledu pfimo v eluatu z
predchoziho purifikacniho kroku. Na ledu se nejprve pfipravi reakéni mix slozeny z
2,5 yl NEBNext UltraExpress End Prep Reaction Buffer (zelena) a 1,5 ul NEBNext
UltraExpress End Prep Enzyme Mix (zelena) na jeden vzorek. Pfi zpracovani 24
vzorku je potfeba pfipravit celkem 60 pl End Prep Reaction Buffer a 36 ul End Prep
Enzyme Mix, které se smichaji a nasledné se pfidaji 4 ul této smési k jednotlivym
vzorkim s dvouretézcovou cDNA.

Po pfidani mixu se reakce dukladné promicha pipetovanim nahoru a doll (alespori
10x%); doporucuje se pouzit pipetu nastavenou na 20 ul a pfi poslednim kroku vytlacit
vesSkerou tekutinu zpét do zkumavky. Michani musi byt ddkladné, pfitomnost
malého mnozstvi bublinek v reakci neni na zavadu. Nasledné |ze zkumavky kratce
stoCit, aby se kapalina stahla ze stén. Zkumavky se poté umisti do termocykleru s
vikem nastavenym na = 75 °C a inkubuji se 5 minut pfi 20 °C, 10 minut pfi 65 °C.
Po ukonéeni inkubace se reakce ponechaji v termocykleru pfi teploté 4 °C a bez
prodleni se pokracuje dalSi ¢asti — ligace adaptoru.
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Ligace adaptoru

Pfed zahajenim ligace adaptorl je nutné na ledu nafedit reagencii z NEBNext oligos
kitu NEBNext Adaptor (Cervena). Pro vstupni mnozstvi 25-250 ng celkové RNA se
adaptor fedi 50x. Pfi zpracovani 24 vzork( se pfipravi 50 yl nafedéného adaptoru
smichanim 1 pl NEBNext Adaptor a 49 ul Adaptor Dilution Buffer. Nafedény adaptor
je po celou dobu uchovavan na ledu.

Samotna ligace se sestavuje na ledu pfimo do reakce pfipravené na konci pfipravy
cDNA koncu knihovny. Do 24 pl reakéni smési se postupné pfidaji 2 pl nafedéného
adaptoru a 12 pyl NEBNext UltraExpress Ligation Master Mix (Cervena), takze
celkovy objem ligace Cini 38 ul. Ligation Master Mix a adaptor se pfedem spolu
nepfimichavaji, ale vzdy se pfidavaji pfimo do reakce. Reakéni smés se dukladné
promicha pipetovanim pfiblizné 35 pl nahoru a dolt (alespon 10%). Pokud je tfeba,
zkumavky se kratce stoci, aby se kapalina stahla ze stén. Ligation Master Mix je
vyrazné viskozni, proto je nutné vénovat zvySenou pozornost peclivému
promichani; malé mnozstvi bublinek v reakci nevadi. Zkumavky se nasledné umisti
do termocykleru s vikem nastavenym na < 40 °C (pfipadné vypnutym ohfevem vika)
a inkubuji se 15 minut pfi 20 °C s dob&hem na 4 °C.

Po ukonceni ligace se do kazdé reakce pfidaji 2 ul NEBNext UltraExpress USER
Enzyme (modra) z NEBNext oligos kitu, ¢imz se celkovy objem zvySi na 40 pl. Smés
se opét jemné, ale dukladné promicha pipetovanim nahoru a doli (cca 10x) pfi
nastaveni pipety na pfiblizné 35 ul. Zkumavky se umisti do termocykleru s vikem
nastavenym na = 45 °C a inkubuji se 5 minut pfi 37 °C, poté s dobéhem na 4 °C.
Po tomto kroku se bez prodleni pokracuje dalSi Casti.

Zvyseni mnozstvi cDNA s adaptory pomoci PCR

Pro amplifikaci adaptory ligované dvouretézcové cDNA se pouzivaji indexove
primery z kitu NEBNext, dodavané ve formatu 96jamkové destiCky. V této
konfiguraci jsou forward a reverse primery (i5 a i7) jiZ zkombinovany v jedné jamce;
vysledna smés ma celkovou koncentraci 10 uM (5 uM kazdy primer). PCR reakce
se sestavuje tak, ze se do zkumavky pfida 40 yl DNA s ligovanymi adaptory z
predchoziho kroku, 50 uyl NEBNext MSTC High Yield Master Mix (modra) a 10 ul
smési indexovych primeru. Celkovy objem jedné PCR reakce tedy ¢ini 100 pl. Po
pridani vSech slozek se reakce dukladné promicha jemnym pipetovanim nahoru a
dolu (10%) a zkumavky se kratce stoci, aby se veSkera kapalina stahla ze stén dolu.
Takto pfipravené reakce se umisti do termocykleru s vikem nastavenym na 105 °C
a podrobi se PCR amplifikaci podle nasledujiciho programu: pocatecni denaturace
30 sekund pfi 98 °C, nasledovana 12 cykly denaturace 10 sekund pfi 98 °C a
nasedani/prodluzovani 75 sekund pfi 65 °C. Po ukoncéeni cykll nasleduje
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zaveéreCna prodluzovaci faze 5 minut pfi 65 °C. Reakce se poté udrzuje pfi 4 °C,
dokud nejsou vzorky pfipraveny k dalSimu zpracovani.

Cisténi PCR produktit pomoci kuliéek SPRIselect

Cisténi PCR produktt se provadi pomoci magnetickych kuliéek SPRIselect ve dvou
navazujicich fazich. Pfed pouzitim se kulicky dikladné resuspenduji vortexovanim,
aby vznikla homogenni suspenze.

K PCR reakci o objemu pfiblizné 100 pl se nejprve pfida 70 ul resuspendovanych
kulicek SPRIselect. Smés se peclivé promicha pipetovanim nahoru a dolt (10x); pfi
poslednim promichani je dulezité vytlaCit veSkerou kapalinu ze Spicky zpét do
zkumavky. Alternativné Ize pouzit kratké vortexovani 3-5 sekund a nasledné
zkumavky kratce stoCit, nez se zacnou kulicky usazovat. Vzorky se nasledné
inkubuji minimalné 5 minut pfi laboratorni teploté, aby doslo k navazani DNA na
kulicky. Poté se zkumavky umisti na magneticky stojanek. Po pfiblizné 5 minutach,
nebo jakmile roztok zprihledni a kuliCky se zcela stahnou k magnetu, se
supernatant opatrné odstrani, aniz by doslo k naruseni peletu kulicek obsahujicich
cilovou DNA. V této fazi se kulicky nepromyvaiji ethanolem.

Zkumavky se nasledné sejmou z magnetického stojanku a k peletu kulicek se pfida
50 pl 0,1x TE pufru, ve kterém se kulicky dukladné resuspenduji pipetovanim. Poté
se prida dalSich 40 yl NEBNext Bead Reconstitution Buffer, takze celkovy objem
suspenze kuli¢ek €ini 90 pl. Smés se opét dukladné promicha pipetovanim nahoru
a dolu (10x), pfipadné kratkym vortexovanim (3-5 sekund). PFfi pfipadné
centrifugaci je opét nutné zastavit dfive, nez se kulicky zacnou usazovat.

Vzorky se inkubuji minimalné 5 minut pfi laboratorni teploté a poté se znovu umisti
na magneticky stojanek. Po cca 5 minutach, nebo jakmile roztok zprihledni, se
supernatant opatrné a odsaje, aniz by byl narusen pelet kulicek obsahujicich cilovou
DNA.

Kulicky se dale promyji dvéma cykly 80 % etanolu. Zkumavky zustavaji na
magnetickém stojanku a do kazdé se pfida 200 pl Cerstvé pfipraveného 80 %
etanolu. Po 30 sekundach inkubace pfi laboratorni teploté se etanol opatrné
odstrani. Tento promyvaci krok se zopakuje jesté jednou (celkem tedy dvé promyti).
Po druhém promyti je nutné odstranit veskerou viditelnou kapalinu; v pfipadé
potfeby Ize zkumavky kratce centrifugovat, znovu je umistit na magnet a zbytky
etanolu odstranit jemné pomoci 10ul Spicky, aniz by doslo k naruseni peletu.
Nasledné se kulicky nechaji na magnetickém stojanku oschnout na vzduchu,
obvykle po dobu 5 minut, pfi otevieném viCku. Je vSak nezbytné zabranit jejich
presuseni — eluce by méla byt provedena ve chvili, kdy jsou kulicky stale tmavé
hnédé a lesklé, ale ve zkumavce jiz neni patrna volna kapalina. Jakmile kuliCky
zesvétlaji a za¢nou ,praskat”, jsou nadmérné vysusené a muize dojit ke snizeni
vytézku DNA.
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Pro eluéni krok se zkumavky sejmou z magnetického stojanku a ke kulickam se
prida 23 ul 0,1% TE pufru. Smés se dikladné promicha pipetovanim nahoru a dold
(10x) nebo kratkym vortexovanim a necha se nejméné 2 minuty inkubovat pfi
laboratorni teploté. V pfipadé potfeby lze vzorky kratce centrifugovat, aby se
kapalina stahla ze stén, a poté se zkumavky znovu umisti na magneticky stojanek.
Po pfiblizné 5 minutach, nebo jakmile roztok zpruhledni, se 20 pul eluatu
obsahujiciho finalni amplifikovanou knihovnu prenese do novych PCR zkumavek.
Vzorky Ize v této fazi ulozit pfi —20 °C.

Bioinformaticka analyza

Kontrola kvality a predzpracovani RNA-seq dat

Sekvenacéni data z RNA-seq se po demultiplexaci poskytovatelem sekvenacénich
sluzeb (napf. SEQme) stahuji ve formatu FASTQ a ukladaji do strukturovaného
adresare projektu. Jednotlivé soubory se pfejmenuji do jednotného formatu podle
oznaceni vzorkl a v pfipadé potfeby se standardizuji hlavicky ¢teni ve FASTQ
souborech. Nasledné se provede zakladni kontrola kvality sekvenacnich dat pomoci
nastroje FastQC.

V dalSim kroku se z ¢teni odstranuji adaptérové sekvence a nekvalitni Useky pomoci
programu Trimmomatic. Typicky se pouziva nastaveni ILLUMINACLIP (soubor s
adaptéry adt.fa) s parametry ILLUMINACLIP:adt.fa:2:30:10 pro ofez adaptérovych
sekvenci, dale SLIDINGWINDOW:4:30 pro ofez na zakladé klouzavého okna o
velikosti 4 bazi s minimalni pramérnou kvalitou 30 a MINLEN:30 pro odstranéni
¢teni kratSich nez 30 nukleotidu. Po ofezu se kvalita dat znovu ovéfi pomoci FastQC
a vysledné ocisténé FASTQ soubory se komprimuji a pfipravi pro navazujici
zpracovani.

# Quality and adapters trimming with trimmomatic

foriin $LOS; do

trimmomatic PE -threads $TH \

${DIR}/data/${i}.fq.gz \

${DIR}/data/${i}.trim.fq \

ILLUMINACLIP:${DIR}/data/adt.fa:2:30:10 SLIDINGWINDOW:4:30 MINLEN:30;

done
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Mapovani RNA-seq cteni na referencni genom

Pro mapovani RNA-seq ¢teni se pouziva referenCni genom Vicia faba (soubor ve
formatu FASTA) a odpovidajici anota¢ni soubor ve formatu GTF. Nejprve je nutné
pro tyto referencni soubory vygenerovat index pro aligner STAR pomoci rezimu
genomeGenerate.

Orezana a zkontrolovana data z prfedchozi ¢asti ve formatu FASTQ, komprimovana
gzip se nasledné mapuji na referencni genom pomoci programu STAR. Pro kazdy
vzorek je vhodné mit samostatny vystupni adresar nebo jednotné pojmenovani
vystupnich soubort podle oznaceni vzorku. Jako vystup se generuji alignmentové
soubory ve formatu BAM sefazené podle genomovych soufadnic (outSAMtype BAM
SortedByCoordinate).

Po dokonceni mapovani se vystupni BAM soubory pfejmenuji a ulozi v jednotném
formatu (napf. <vzorek>.bam) do zvoleného adresare pro mapovani. DoCasné
pomocné soubory a pracovni podadresare generované STAR mohou byt nasledné
odstranény, aby nedochazelo k nadbyteCnému zaplfiovani diskového prostoru.
Takto pfipravené, sefazené BAM soubory slouZi jako vstup pro dalSi kroky analyzy.

# Map reads to the reference

foriin $LOS; do

cd ${DIR}/mapping/${i}

STAR --runThreadN $TH --outSAMtype BAM SortedByCoordinate --
limitBAMsortRAM 250000000000 --genomeDir
${DIR}/reference/star_genome_index --readFilesCommand zcat --readFilesin
${DIR}/data/${i}.trim.fq.gz

done

cd ${DIR}

Identifikace polymorfizmu jednotlivych genotypu

Pro identifikaci genetickych variant z mapovanych RNA-seq dat (snpy, indely) se
jako vychozi pouZzivaji BAM soubory z pfedchozi Casti. V prvnim kroku se v
jednotlivych  vzorcich oznaCi PCR duplikaty pomoci nastroje GATK
MarkDuplicates, ¢imz se omezi vliv amplifikovanych artefakt(. Vysledné BAM
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soubory s oznaCenymi duplikaty se nasledné indexuji (napf. pomoci samtools
index). Soucasné je tieba pfipravit referenéni genom ve formatu FASTA — ten se
indexuje (samtools faidx) a generuje se pro né&j také soubor se sekvenénim
slovnikem GATK CreateSequenceDictionary, coz je nutnym vstupem pro dalSi
nastroje GATK.

# Mark duplicates with GATK
foriin $LOS; do

gatk MarkDuplicates --INPUT ${DIR}/mapping/${i}.bam --OUTPUT
${DIR}/mapping/${i}.dp.bam --METRICS_FILE ${DIR}/mapping/${i}.dp.stats

done

Protoze RNA-seq ¢teni mohou spojovat exon—exonové useky, je u mapovanych dat
nutné provést tzv. SplitN’Trim krok pomoci nastroje GATK SplitNCigarReads. Ten
rozdéli ¢teni s intronovymi useky (CIGAR s ,N“) a upravi jejich zarovnani do formy
vhodné pro identifikaci zmén. Vzniklé BAM soubory se dale doplni o informace o
Ctecich skupinach (GATK AddOrReplaceReadGroups; parametry jako RGLB —
knihovna, RGPL — platforma, RGSM — jméno vzorku), které jsou vyzadovany pro
fadu GATK nastroju a pro korektni zpracovani vice vzorka. Takto pfipravené BAM
soubory s read groups se znovu indexuji a slouZzi jako vstup pro nasledujici kroky.

# Split'N'Trim with GATK

foriin $LOS; do

gatk SplitNCigarReads --reference $REF --input ${DIR}/mapping/${i}.dp.bam --
output ${DIR}/mapping/${i}.st.bam

done

Identifikace polymorfizmU se provadi pomoci nastroje GATK HaplotypeCaller v
rezimu GVCF. Pro kazdy vzorek se zvlast generuje soubor ve formatu gVCF (--
emit-ref-confidence GVCF), ktery obsahuje informace jak o variantnich, tak
referenCnich pozicich. Tyto gVCF soubory se nasledné spoji do jednoho
spoleCného souboru pomoci nastroje GATK CombineGVCFs, ¢imz vznikne
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podklad pro spole¢né genotypovani napfi¢ vSemi vzorky. Na kombinovany gVCF se
poté aplikuje nastroj GATK GenotypeGVCFs, ktery provede spole¢né volani
genotypl a vytvofi vystupni VCF soubor s ,raw* variantami.

# Call Variants with GATK
foriin $LOS; do

gatk HaplotypeCaller --reference $REF --input ${DIR}/mapping/${i}.rg.bam --dont-
use-soft-clipped-bases --emit-ref-confidence GVCF --output
${DIR}/variants_calling/${i}.g.vcf.gz

done

# Combine all GVCFs into a joint variant calling set

gatk CombineGVCFs \
--reference $REF \
--variant ${DIR}/variants_calling/samples.list \
--output ${DIR}/variants_calling/combined.g.vcf.gz

# Genotype the combined GVCF

gatk GenotypeGVCFs \
--reference $REF \
--variant ${DIR}/variants_calling/combined.g.vcf.gz \
--output ${DIR}/variants_calling/raw_variants.vcf.gz

Filtrovani identifikovanych polymorfizmi

Pro naslednou asociaéni analyzu je vhodné sadu polymorfizmu vyrazné zredukovat,
protoZe cela sada obsahuje velké mnozstvi chybné identifikovanych zmén, které by
znemoznily signifikantné prokazat realnou asociaci mezi genotypem a fenotypovym
projevem. Toho dosahneme pomoci nasledujiho vicekrokového filtrovaciho
schématu.

Nejprve se z vysledného VCF souboru oddéli bialelické SNPy a INDELy a pro
jednotlivé varianty se dopoditaji zakladni anotace pomoci nastroje bcftools +fill-tags
(AC, AN, AF, NS, MAF, F_MISSING). Zaroven se ovéfi pfitomnost standardnich

21



GATK anotaci (QD, FS, SOR, MQ, ExcessHet, MQRankSum, ReadPosRankSum,
DP) a z analyzy se vyradi vzorky, pro které nejsou k dispozici fenotypové udaje. Tim
vznikne pracovni SNP sada, ktera odpovida pouze jedincim zahrnutym v nasledné
asociacni analyze GWAS.

# Normalize and separate bialelic SNPs and recalculate tags

bcftools norm --threads $TH -f $REF -m -any -d all -Ou
${DIR}/variants_filtering/raw_variants.vcf.gz \

| beftools view --threads $TH -v snps -m2 -M2 -¢ 1 -Ou \

| beftools +ill-tags -Ou -- -t AC,AN,AF,NS,MAF,F_MISSING \

| beftools view --threads $TH -Oz -o ${DIR}/variants_filtering/snps.vcf.gz

tabix -@ $TH -f -p vcf ${DIR}/variants_filtering/snps.vcf.gz
bcftools stats ${DIR}/variants_filtering/snps.vcf.gz | grep -E ‘number of
records:|[*"TSTV'

V dalSim kroku se optimalizuje filtrovani na urovni genotypu. Systematicky se
vyhodnocuje vliv riznych kombinaci minimalni hloubky ¢teni (DP) a skore kvality
genotypu (GQ) na pocet detekovanych SNP a pomér tranzic a transverzi (Ti/Tv). U
RNA-seq dat se v praxi bézné pouzivaji prahové hodnoty pfiblizné DP = 8-10 a GQ
= 20-30, pficemz konkrétni nastaveni predstavuje kompromis mezi velikosti
vysledné SNP sady a jeji spolehlivosti. Dopliikové |ze posuzovat i filtraci podle
alelické rovnovahy (allelic balance, AB), tj. podilu ¢teni podporujicich alternativni
alelu, ktera muze v neékterych pfipadech napomoci identifikaci technickych
artefaktd.

# Mask low-quality genotypes to missing
beftools +setGT "$VCF" -Ob -0 "$TMP1" —- -t q -n . -i 'FMT/DP<10 || FMT/DP==""
|| FMT/GQ<20 || FMT/GQ==""

# Keep SNPs and require at least one called genotype AND one ALT allele

bcftools +fill-tags "$ TMP1" -Ou -- -t AC,AN,NS \
| beftools view -v snps -i INFO/NS>0 && INFO/AC>0'-Ob -0 "§TMP2"
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# Compute tags on the FINAL set, then write gz VCF

bcftools +fill-tags "$TMP2" -Oz -0 "$OUT" -- -t AC,AN,AF,MAF,NS,F_MISSING
tabix -f -p vef "$OUT"

# Check the stats

bcftools stats $OUT | grep -E 'number of records:|"TSTV'

Protoze SNPy v bezprostfedni blizkosti INDELU byvaji nachylngjsi k chybam,
odhaduje se pro kazdy SNP vzdalenost k nejblizS§imu INDELu (NDIST) pomoci
nastroje bedtools. Analyza Ti/Tv v jednotlivych vzdalenostnich kategorii ukazuje
vyrazné horsi pomér u SNPU lezicich v tésné blizkosti INDELU, a proto se z dalSi
analyzy vylouci. SouCasné se z anotace GTF ziskaji exonové oblasti a odstrani se
SNPy mimo tyto oblasti.

# Remove SNPs near indels

beftools view -i INFO/NDIST>=16 || INFO/NDIST==".""-Ou "$INFONDIST" \
| beftools +ill-tags -Ou -- -t AC,AN,AF,MAF,NS,F_MISSING \

| beftools view -¢ 1 -v snps -Oz -0 "$OUT"

tabix -f -p vcf "$OUT"

bcftools stats "$OUT" | grep -E ‘number of records:|"TSTV'

V dal$im kroku se nastavuji filtry zalozené na metrikach spolehlivosti SNP, zejména
na ukazatelich strand biasu a pozice ¢teni v ramci readu. Pro parametry FS (Fisher
Strand), SOR (Strand Odds Ratio) a ReadPosRankSum se nejprve doporucuje
prozkoumat distribuci hodnot a jejich vliv na pomér tranzici a transverzi (Ti/Tv) pfi
postupném zpfisnovani prahl. V bézné praxi se u kvalitnich datasetl pouzivaji
stfedné pfisné prahové hodnoty pfiblizné FS < 20-30, SOR =< 2-3 a
|ReadPosRankSum| < 3—4, které odstranuji varianty s vyraznym strand biasem
nebo systematickym posunem alternativni alely v ramci ¢teni, aniz by dochazelo k
zasadnimu snizeni po¢tu SNP.

# Filter SNPs by FS

bcftools view -i 'INFO/FS<=25 || INFO/FS="."" -v snps -c 1 -Ou $VCF \
| beftools +Hill-tags -Ou -- -t ACLAN,AF,MAF,NS,F_MISSING \
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| beftools view -Oz -0 $OUT
bcftools stats $OUT | grep -E 'number of records:|"TSTV"

tabix -f -p vef $OUT

# Filter SNPs by SOR

bcftools view -i INFO/SOR<=2.5 || INFO/SOR=="""-v snps -¢ 1 -Ou $VCF \
| beftools +Hill-tags -Ou -- -t ACLAN,AF,MAF,NS,F _MISSING \
| beftools view -Oz -0 $OUT

bcftools stats $OUT | grep -E ‘number of records:|"TSTV'

tabix -f -p vef $OUT

Parametr MQ (RMS Mapping Quality) slouzi k hodnoceni spolehlivosti zarovnani
¢teni k referenénimu genomu. U kvalitnich datasetl byvaji hodnoty MQ silné
soustfedény u vysSich hodnot a nizkych hodnot je minimum. V takovém pfipadé se
zpravidla neuplatfiuje samostatny filtr na MQ ani na pfibuznou metriku
MQRankSum.

Na urovni pozic Ize sledovat také podil chybé&jicich genotypu (F_MISSING). Pokud
je podil chybgjicich dat nizky a neni patrny systematicky vzor chybé&jicich hodnot,
ma zavedeni dodatecného filtru na F_MISSING obvykle jen omezeny pfinos.

V nékterych pfipadech se doplrikové testuje i vliv alelické rovnovahy (allelic balance,
AB). Zatimco v DNA studiich se filtry na AB bézné pouZzivaji k omezeni technickych
artefaktt, u RNA-seq dat je alelicky pomér silné ovlivnén expresi transkriptll a
pokrytim, a proto je vhodné tyto filtry aplikovat spiSe zdrzenlivé a pouze po
predchozim ovéreni jejich dopadu na kvalitu a velikost variantniho souboru.

Na pozi¢ni urovni se dale filtruji SNP s extrémni hloubkou pokryti. Na zakladé
distribuce hodnot INFO/DP se stanovi hranice 0,5 % a 99,5 % a SNP s hloubkou
leZici mimo toto okno jsou ze sady vylou€eny. Timto postupem se eliminuji jak mista
s podezfele nizkym pokrytim, tak pozice s extrémné vysokym pokrytim, aniz by
dochazelo k zasadnimu snizeni celkového poctu identifikovanych SNP marker(.

# Filter SNPs by DP

# Extract and sort site DP values from the RPRS VCF
bcftools query -f '%INFO/DP\n' "$VCF" \

| awk 'tolower($1)!="nan" && $1/=".""\

| sort -n > "$§VALS"

24



# Compute 0.5 % and 99.5 % indices and cutpoints

N=$(wc -I < "$VALS")

lo_idx=%(awk -v N=§N 'BEGIN{lo=int(N*0.005); if(lo<1) lo=1; print Io}')
hi_idx=$(awk -v N=§N 'BEGIN{hi=int(N*0.995); if(hi<1) hi=1; if(hi>N) hi=N; print
hi})

read LO HI <<< "$§(awk -v lo=$lo_idx -v hi=$hi_idx 'NR==lo{a=$1} NR==hi{b=$1}
END{print a, b}' "$VALS")"

# Calculate how many sites below/above those cutpoints
low_rm=%(awk -v LO=3LO '$1<LO{c++} END{print c+0}' "$VALS")
high_rm=%(awk -v HI=$HI '$1>HI{c++} END{print c+0}' "$VALS")

echo "DP 0.5 % cutpoint = ${LO} (to drop: ${low_rm})"
echo "DP 99.5 % cutpoint = ${HI} (to drop: ${high_rmj})"

# Apply the DP window [LO, HI]

beftools view -i "INFO/DP>=${L O} && INFO/DP<=${HI}" -v snps -¢ 1 -Ou "$VCF" \
| beftools +ill-tags -Ou -- -t AC,AN,AF,MAF,NS,F_MISSING \

| beftools view -Oz -o $OUT

bcftools stats $OUT | grep -E 'number of records:|"TSTV'

tabix -f -p vef OUT

Pro parametr QUAL (Phred skore kvality) se analogicky posuzuje vliv rdznych
prahovych hodnot na Ti/Tv a velikost SNP sady. V souladu s béznou praxi se jako
vychozi kritérium pouziva hranice QUAL = 50. Dal§i mozné filtry (napf. ExcessHet)
jsou testovany, avSak vzhledem k jejich minimalnimu dopadu na Ti/Tv a pocet
variant nejsou ve finalnim filtracnim schématu uplatnény.

# Filter SNPs by QUAL

bcftools view -i 'QUAL>=50 || QUAL==".""-v snps -c 1 -Ou $VCF \

| beftools +ill-tags -Ou -- -t AC,AN,AF,MAF,NS,F_MISSING \

| beftools view -Oz -o $OUT

bcftools stats $OUT | grep -E 'number of records:|"TSTV'

tabix -p vef $OUT
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V zavérecné fazi se obvykle aplikuje filtr zaloZeny na minoritni alelové frekvenci
(MAF, Minor Allele Frequency). Pro nékolik kandidatnich prahu (napf. 0,01; 0,03;
0,05) se porovnava pocet SNP a odpovidajici pomér tranzic a transverzi a hodnoti
se dopad na velikost a kvalitu vysledného SNP souboru. Cilem je nalézt kompromis
mezi odstranénim extrémné vzacnych alel, které byvaji Castéji zatizeny chybami a
maji omezenou vypovidaci hodnotu v asociacnich analyzach, a zachovanim
dostateCné genetické variability. V praxi se pro GWAS Casto pouzivaji prahy v
rozmezi MAF = 0,03-0,05

# Appling MAF filtering

bcftools view -i 'INFO/MAF>=0.03"'-v snps -c 1 -Ou $VCF \

| beftools +ill-tags -Ou -- -t AC,AN,AF,MAF,NS,F_MISSING \
| beftools view -Oz -0 $OUT1

bcftools stats $OUT1 | grep -E 'number of records:|"TSTV'
tabix -p vef $OUT1

bcftools view -i 'INFO/MAF>=0.05"'-v snps -¢c 1 -Ou $VCF \

| beftools +ill-tags -Ou -- -t AC,AN,AF,MAF,NS,F_MISSING \
| beftools view -Oz -0 $OUT3

bcftools stats $OUT3 | grep -E 'number of records:|"TSTV'

tabix -p vef $OUT3

Odhad struktury populace

Pro analyzu populaéni struktury a nasledné asociacni testy se nejprve pfipravi
genotypova data ve formatu vhodném pro rychlé GWAS vypocty. Z finalniho setu
filtrovanych SNP sady se VCF soubor pfevede do binarniho formatu nastrojem
PLINK (soubory BED/BIM/FAM). V ramci pfevodu se standardizuji identifikatory snp
a vzorku tak, aby byly jednoznacné a kompatibilni s pouzivanymi GWAS nastroji.
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# Convert VCF file into a fast GWAS format

plink2 --vcf ${DIR}/variants_filtering/maf5.vcf.gz --double-id --set-missing-var-ids
@:#:\8r:\$a --make-bed --out ${DIR}/variants_filtering/maf5.qc

Nasleduje zakladni kontrola kvality na urovni vzorkd. Pro kazdy genotyp se hodnoti
podil chybégjicich genotypl (per-sample missingness) a mira heterozygotnosti.
Vzorky s nadmérnym podilem chybéjicich dat nebo s extrémni heterozygotnosti
(odlehlé hodnoty mimo oCekavany interval, napf. vice nez nékolik smérodatnych
odchylek od priméru) jsou povazovany za problematické (nekvalitni DNA/RNA,
technické artefakty) a z dalSi analyzy se zpravidla vyluCuji. Tim se zajisti, ze
populacni struktura a asociace budou odhadovany z biologicky i technicky
spolehlivych vzorkd.

# Validate per-sample missingness

plink2 --bfile ${DIR}/variants_filtering/maf5.qc --missing sample-only --out
${DIR}/variants_filtering/maf5.miss

awk 'NR>1 && $5>0.10 {print $1,$5}' ${DIR}/variants_filtering/maf5.miss.smiss

# Validate heterozygosity

plink2 --bfile ${DIR}/variants_filtering/maf5.qc --het --out
${DIR}/variants_filtering/maf5.het

awk 'NR>1{print $1,($3-$4)/$5}' ${DIR}/variants_filtering/maf5.het.het | awk
'sqrt($2*$2)>0.3 {print $0}'

Pro odhad populaéni struktury se dale provede protfidéni SNP na zakladé vazboveé
nerovnovahy (LD - Linkage Disequilibrium). Pomoci funkce indep-pairwise v PLINK
se v klouzavém okné odstranuiji blizko lezici vysoce korelované SNP. Vysledkem je
podmnozina zhruba nezavislych markerl, ktera je vhodna pro odhad hlavnich
komponent a pfibuznosti, aniz by byla analyza zkreslena bloky shlukd SNP.
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# Pruning the SNPs based on Linkage Disequilibrium

plink2 --bfile ${DIR}/variants_filtering/maf5.qc --indep-pairwise 50 5 0.2 --threads
$TH --out ${DIR}/variants_filtering/maf5.prune

plink2 --bfile ${DIR}/variants_filtering/mafb.qc --extract
${DIR}/variants_filtering/maf5.prune.prune.in --threads $TH --make-bed --out
${DIR}/variants_filtering/maf5.pruned

Na ziskaném setu SNP marker( se nasledné provede analyza hlavnich komponent
(Principal Component Analysis, PCA). Pro GWAS se typicky vyuzivaji prvni 3-5
hlavnich komponent, které zachycuji hlavni osu/osy populaéni struktury
(subpopulace, geograficka podobnost, Slechtitelske linie). Tyto komponenty se ulozZi
do kovariacnich soubord a v nasledujicich asociacnich modelech slouZi jako fixni
vlivy, které koriguji za populaéni strukturu a omezuji vyskyt faleSné pozitivnich
asociaci.

# Perform Principal Component Analysis (PCA) from the pruned set

plink2 --bfile ${DIR}/variants_filtering/maf5.pruned --pca 5 --threads $TH --out
${DIR}/variants_filtering/maf5.pca

Soucasneé se ze stejného setu SNP odhaduje matice pribuznosti (kinship matrix, K).
K tomu Ize vyuzit napfiklad program GEMMA, ktery z binarniho PLINK formatu
spocita genomickou matici pfibuznosti na zakladé sdilenych alel mezi genotypy.
Tato matice se pouziva jako nahodny efekt v linearnim smiSeném modelu (LMM),
¢imz se modeluje geneticka pfibuznost mezi jedinci a dale se snizuje riziko
faleSnych asociaci.

# Calculate Kinship matrix (K) from the pruned set
gemma -bfile ${DIR}/variants_filtering/maf5.pruned -gk 1 -p

${DIR}/variants_filtering/dummy.pheno -o kinship_matrix

Finalni GWAS se poté provadi v nastroji GEMMA. Jako vstup slouzi plvodni set
SNP, ktery je ziskan na konci filtraéniho schématu. Tato sada je v PLINK formatu.
Dale se pouzije vypoctena matice podobnosti K a soubor z PCA, ktery zahrnuje 3,
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4 nebo 5 komponent. Fenotypova data (napf. index napadeni) jsou zadana jako
samostatny soubor. Linearni smiSeny model testuje asociaci kazdého SNP s
fenotypem pfi sou€asném zohlednéni populaéni struktury (PC) a pfibuznosti (K).

# Run GWAS by GEMMA

gemma -bfile ${DIR}/variants_filtering/maf5.qc \
-k ${DIR}/variants _filtering/kinship.matrix \
-c ${DIR}/variants _filtering/covariate.pc3 \
-p ${DIR}/phenotype/phl.di \
-Imm 4 -o phl

Vystupem jsou standardni asociac¢ni statistiky (beta, SE, p-hodnoty), které se dale
zpracuji a vizualizuji do podoby Manhattan grafi v samostatnych skriptech v
prostfedi R viz nize.

Praktické pouziti metodiky

Metodika byla ovéfena na sortimentu 72 genovych zdroju bobu polniho
(registrované odrudy i Slechtitelské materialy). U kazdého genotypu byla hodnocena
citlivost k antraknéze na sklizenych semenech pomoci devitibodové Skaly (1 = silné
napadena semena, 9 = zdrava semena). Pro kazdy genotyp byl z vice rostlin
vypocten prumérny index napadeni, ktery nasledné slouzil jako kvantitativni fenotyp
pro asociacni analyzu.

Genotypova data ve formé& SNP marker( na genovych sekvenci byla po standardni
kvalitativni filtraci pouzita k analyze asociaci mezi markery a fenotypem napadeni
semen antraknozou. Vystupem analyzy jsou pro kazdy SNP odhad efektu na
sledovany znak a odpovidajici P-hodnota, vizualizovana pomoci Manhattanovych
grafa.

Timto postupem lze identifikovat genomové regiony, v nichz se nachazeji
polymorfismy vyznamné asociované s nizSi mirou napadeni antraknézou. Tyto
regiony predstavuji kandidatni lokusy rezistence a obsahuji geny vhodné pro
detailngjsi funkéni anotaci. Po nezavislém potvrzeni v dalSim materialu mohou
identifikované SNP slouzit jako markery pro markerem asistovanou selekci,
podporu rozhodovani pfi volbé rodi¢u kfizeni a pro sledovani Urovné rezistence v
Slechtitelskych liniich.

Konkrétné prahovou hodnotu —log;o(P) 5 pfekroCily SNP markery ve tfech oblastech
genomu. Na nasledujicim Manhattan grafu vidime prvni potencialné rezistentni
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lokus na chromozomu 2. V levé €asti grafu, kolem 25,7 Mb, je patrny shluk SNP s
hodnotami —log;o(P) kolem 5-5,5. Nékolik marker( zde prekracuje obé& prahové
hodnoty. To odpovida potencialnimu kandidatnimu lokusu — signal je nesen
skupinou sousednich SNP v LD, nikoli jedinym markerem.

’ Ch2
7
6
s
§ bomm - Lt
o
(=]
-~
o
= B e Rttt
° e
3 s - ¢
. Q: )
. .
2 o o
¢ o:‘ ® ':o % s:
o
' ° .; ~o. . .
vl . : e .
o
H .‘i se H ] 3 e . . k
! £ fr I
0 D4 L] 2%,
25,500 25,700 25,900 26,100 26,300 26,500 26,700
. Thousands
SNP location

Druhou, z hlediska vysledkl nejvyznamnéjsi oblast predstavuje kandidatni lokus na
chromozomu 3. Manhattantv graf ukazuje jeden dominantni vrchol asociace. V
intervalu priblizné 4,74—4,78 Mb je patrny kompaktni shluk SNP markerl, z nichz
fada pfekracCuje jak prah —log,o(P) = 4, tak —log;0(P) = 5. Tento soubor vzajemné
blizkych markerd ve vyrazné vazbové nerovnovaze (LD) ukazuje na uzce
vymezenou genomovou oblast, ktera pfedstavuje nejzajimavéjsi kandidatni QTL
pro rezistenci k hnédé skvrnitosti (antrakn6ze) bobu polniho.
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Detailni vysledky asociace v kandidatni oblasti na chromozomu 3 shrnuje tabulka
nize. Uvedeny jsou jednotlivé SNP v intervalu pfiblizné 4,76—4,78 Mb, v€etné jejich
fyzické pozice (sloupce chr, rs, ps), nukleotidového polymorfismu (allele1, allele0),
frekvence alternativni alely (af), odhadu efektu na znak (B) a smérodatné chyby
(SE). Posledni tfi sloupce obsahuji —log;o(P) pro tfi rGzné testy implementované v
programu GEMMA (LRT, Walduv test, score test); zelené jsou zvyraznény SNP s
nejvyssi signifikanci.

V kandidatni oblasti je patrny souvisly shluk desitek SNP se zvySenou asociaci,
pficemz nejvyznamnéjSi markery dosahuji hodnot —log,,(P) okolo 5—6 ve vSech
tfech testech. Tyto polymorfismy maji stfedni az vy$Si frekvenci alternativni alely
(zhruba 0,2-0,7) a velmi podobné odhady efektu i p-hodnot, coz odpovida jednomu
genetickému bloku v nerovnovaze vazby (LD). Tabulka tak ukazuje na uzky
kandidatni region obsahujici pravdépodobny QTL pro rezistenci k antraknoze.
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ch3:4772721:T:A
ch34772724.GA
ch3:4772727.T.C
ch34772738:4:G
ch3:4772742.7.C
ch34772751TA
ch3:4772798:C:T
ch3:4772814:C:T
ch3:4772823.GA
ch3:4772834:C:A
ch3:4772840:T:G
ch3:4772874.GA
ch3:4772901.T.C
ch3:4772904:C:T
ch3:4773007.G:A
ch3:4773028:.C.T
ch34773034.AT
ch3:4773064:A:G
ch3:4773067.G:A
ch3:4773101.C:G
ch3:4773102:C:A
ch3:4773106:G:T
ch3:4773128.TA
ch3: 4773175 TA
ch3:4773208:T:C
ch3:4773223:.T.C
ch3:4773229.T.C
ch3:4773380:4:G
ch3:4773384:T:A
ch3:4773454.T.C

4765853 T
4766007 C
4772034 C
4772036 C
4772045 C
4772083 C
ATT2056 A
4772111 A
4772120 T
4772185 G
4772252 C
4772258 C
4772308 G
4772321 G
4772452 A
4772464 G
4772536 C
4772544 A
4772551 A
4772554 A
4772563 G
4772721 A
4772724 A
4772727 C
4772738 G
4772742 C
4772751 A
4772795 T
4772814 T
4772823 A
4772834 A
4772840 G
4772874 A
4772901 C
4772004 T
4773007 A
4773029 T
4773034 T
4773064 G
4773067 A
4773101 G
4773102 A
4773106 T
4773128 A
4773175 A
4773208 C
4773223 C
4773229 C
4773380 G
4773354 A
4773454 C

G
T
C
T
G
T
T
G
T
G
C
c
T
A
A
&
G
c
T
G
G
C
T
T
G
T
A
B
T
c
C
G
c
T
G
T
C
G
C
A
A
G
C
c
G
T
T
T
T
T
A
T
T

0.141
0.141
0.163
0.043
0.088

0.62
0.739
0.108
0.196
0.065
0.065
0.162

0.12

0.62
0.588
0.674
0.522
0.609

0.75
0.696
0.674
0.065
0.554
0.554
0.685
0.554
0.163
0.674
0.598
0.717
0.685
0.728
0.761
0.217
0.761

0.75
0.772
0.793
0.065
0.207
0.054
0.772
0.054
0.076
0.217
0.207
0.065
0.076
0.065
0.228
0.054
0.043
0.087

beta
7.20E-01
T.20E-01
1.38E+00
-5.27E+00
B.O4E+DD
1.73E+01
1.94E+01
1.10E+01
1.98E+01
-2.65E+01
9.82E+00
6.32E+00
6.37E-01
2.1BE+01
1.78E+01
1.52E+01
1.48E+01
1.02E+01
2.15E+01
2.30E+01
2.41E+01
2.74E+00
1.59E+01
1.59E+01
1.67E+01
1.59E+01
3.90E+00
2.00E+01
1.34E+01
2.35E+01
2.4T7E+D1
2.24E+01
2.23E+01
5.84E+D0
1.79E+01
1.97E+01
1.83E+01
2.02E+01
4. 25E+00
-1.68E-01
-1.05E+01
1.87E+01
-1.05E+01
-6.00E+00
-1.40E=00
-1.57E+00
-9.71E+00
-1.389E+01
-9.71E+00
-4.20E+00
-1.05E+01
-4.42E+01
5.20E+00

S8 lag10{p_Lrt)
7.76E+00  0.0354276
7.76E+00  0.0354276
7.38E=00  D.0741678
1.37E+01 0.16492
9.14E+00  0.519162
5.36E+0D 2.89406
4.9BE+00 3.8443
B.BOE+D0  0.716454
B.62E+00 173672
2.03E+01 0.76715
112E+01  0.447497
104E+01  0.282675
1.11E+01  0.0215966
5.16E+00 4.34289
5.27E+00 3.12495
5.31E+00 2.42054
5.17E+00 2.40995
5.46E+00 1.27095
5.12E+00
4.77E+00
4.9DE+00 :
1.31E+01  0.0837037
5.43E+00 250891
5.43E+00 250891
5.37E+00 273507
5.43E+00 250891
B.39E+00  0.205503
4.97E+00 4.05317
5.21E+00 2.07247
4.6DE+00
4.74E+00
5.00E:00  4.5969
498E:00 47252
7.31E+00  0.398952
6.05E+00 2.54103
6.26E+00 278441
5.97E+00 268271
5.90E+00 3.17702
140E+01  0.125725
7.76E+00  0.00800086
170E+01  0.289232
6.12E+00 2.66967
170E+01  0.289232
163E+01  0.157395
7.79E+00  0.0710559
7.62E=00  0.0823087
148E+01 0317744
1.15E+01 0.6908
146E:01  0.317744
7.24E+00  0.267657
170E+01  0.289232
2.33E+01 131264
1.08E+01  0.218395

log10({p_wald)
0.0331645
0.0331645
0.0692686
0.153319
0.477081
2.60181
3.44548
0.665685
1.57084
0.701447
0.411877
0.261555
0.0202352
3.88771
2.8068
2.18041
217099
1.15427

0.0781327
2.25806
2.25906
2.48025
2.25806

0.180711
3.63076
1.87037

411292
4.22665
0.367779
2.28764
2.50412
2.41368
2.85305
0.117098
0.00750339
0.26756
2.40209
0.26756
0.146373
0.066374
0.0768365
0.293651
0.63251
0.293651
0.247733
0.26756
1.18152
0.202569

log10{p_score)
0.0351899
0.0351999
0.0736471
0.163409
0.506715
2.39545
2.9728
0.691531
1.56403
0.738199
0.438371
0.278856
0.0214613
3.24369
254371
2.07386
2.06639
1.18307
3.22952
3.6905
3.76402
0.083101
2.13574
2.13574
2.29017
2.13574
0.203365
3.08877
1.8214
3.80784
3.96752
3.3741
3.43813
0.391731
2.15801
232313
2.25491
2.5764
0.124704
0.00795172
0.285353
2.24808
0.285353
0.155887
0.0705609
0.0817183
0.313119
0.667784
0.313119
0.264289
0.285353
1.21834
0.216031
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SNP location

Na chromozomu 4 byl zaznamenan posledni ze ftfi signifikantnich signald.
Manhattantv graf ukazuje pfevazné rozptylené asociace s mirnou az stfedni
vyznamnosti, v centralni ¢asti oblasti (= 21,4—-21,5 Mb) vystupuje jeden SNP, ktery
vyrazné prekracCuje jak hodnotu —log,,P = 4 (Cervena), tak i hranici —log,;,P = 5
(modra) a dosahuje hodnoty 7,1. Vzhledem k tomu, ze v t&sném okoli tohoto
markeru neni patrny vyznamny shluk dalSich vysoce signifikantnich SNP, je tfeba
tento signal interpretovat opatrné;ji.

Souhrnné tato sada analyz ukazuje, Ze navrzeny postup — od extrakce RNA pres
specifickou filtrovou sadu SNP az po GWAS ve smiSeném linearnim modelu —
umoziuje u bobu polniho identifikovat jak kandidatni QTL podporované shlukem
sousednich markerd, tak i jednotlivé vysoce signifikantni SNP, které uz v této
podobé mohou slouzit k marker-asistované selekci.
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Srovnani novosti postupu

Predkladanou metodiku s nazvem “Metodika detekce genl odolnosti vUGi
antraknéze u luskovin® Ize hodnotit jako novou metodiku, nebot v sou€asné dobé
neni ve Slechtitelské praxi k dispozici ucelena metodika popisujici identifikaci
rezistence Kk antraknéze u luskovin vyuzivajici moderni metody asociativni
genomiky nebo transkriptomiky. Dosud dostupné informace jsou jen dil€i, a dokonce
ani ve védeckych publikaci neni uvedeno jakékoli pouziti asociativni transkriptomiky
u luskovin.

Identifikace genomovych oblasti podminujicich odolnost k antraknéze luskovin
pomoci znalosti fenotypovych dat, sekvenovani transkriptomu a asociacni analyzy
zaloZzené na exonickych SNP neni v bézné Slechtitelské praxi dosud
standardizovanym postupem. VétSina programi stale vychazi prevazné z
fenotypové selekce v polnich €i sklenikovych pokusech, pfipadné z omezeného
poctu jednoduchych markeru, a to spiSe pro jiné choroby. Pfedkladana metodika
predstavuje integrovany pfistup asociativni transkriptomiky, kdy se polymorfismy
vyuzitelné pro asociativni analyzu ziskavaji pfimo z pfepisu (RNA-seq) a
nasledného mapovani na referencni genom.

Limitem takového pfistupu je pfedevsim potieba kvalitnich transkriptomickych dat
(standardizovany odbér pletiv, izolace RNA, pfiprava knihoven, sekvenovani) a
dostupnost vypocetniho zazemi a bioinformatického know-how pro zpracovani
(mapovani, volani variant, filtrace SNP a GWAS ve smiSeném linearnim modelu).
Metodika tyto bariéry asteCné prekonava tim, Ze podrobné popisuje cely postup —
od péstovani rostlin, pfes pfipravu RNA-seq knihoven a zpracovani sekvenacnich
dat az po konstrukci panelu SNP markeru a vlastni asociaéni analyzu. Vystupem je
nejen identifikace kandidatnich genomovych oblasti a SNP vhodnych pro markerem
asistovanou selekci, ale také prenositelny postup, ktery Ize po upravé aplikovat i na
dalsi plodiny a jiné choroby.

Popis uplatnéni metodiky

Metodika je urCena pro specializovana vyzkumna a aplikaCni pracovisté, zejména
Slechtitelské a molekularné-biologické laboratofe, které maji k dispozici zakladni
vybaveni pro praci s RNA, pfipravu sekvenacnich knihoven a bioinformatické
zpracovani NGS dat. V uvodni ¢asti metodika strucné shrnuje biologii patogena
Ascochyta fabae, jeho vyznam jako puvodce antraknézy luskovin a hlavni dusledky
pro péstitelskou praxi a Slechténi. Nasledujici kapitoly krok za krokem popisuji
praktické postupy od standardizovaného odbéru pletiv a izolace RNA, pfes pfipravu
a sekvenovani RNA-seq knihoven az po bioinformatickou analyzu, ktera vede k

34



identifikaci SNP marker( a jejich vyuziti marker asistované selekci k antraknéze u
luskovin.

Navrzeny postup byl vyvinut a optimalizovan s ohledem na potieby Slechtitelskych
programu zaméfenych na selekci genotypu s vySSi odolnosti €i toleranci k
antraknéze. Metodika ukazuje, jak propojit dostupna fenotypova data (stupen
napadeni antraknézou) s transkriptomickymi daty a jak z nich odvodit oblasti a
kandidatni lokusy spojené s nizSi mirou napadeni. Takto identifikované SNP
markery mohou po nezavislém ovéfeni slouZit jako nastroj pro markerem
asistovanou selekci, podporu rozhodovani pfi volbé rodiCovskych komponent v
kiizenich a monitorovani urovné rezistence ve Slechtitelskych liniich.

Praktické uplatnéni spocCiva zejména v zavedeni transkriptomicky podloZenych
markert do rutinni selekce, ve zpfesnéni hodnoceni genovych zdroji a ve
strategickém planovani kfizeni s cilem zvysit odolnost porostl k antraknéze a
stabilizovat vynos v podminkach infekéniho tlaku patogena.

Ekonomické aspekty

Analyzy popsané v této metodice maji vyrazny ekonomicky vyznam z pohledu
Slechtitelskych  pracovist. Vzhledem k zavaznosti antrakndézy Iluskovin,
predpokladanému narastu infekéniho tlaku a omezené dostupnosti odolnych odrad
se Slechténi na odolnost Ci toleranci k tomuto biotickému stresu stava vysoce
aktualnim cilem.

Pro uspésné Slechténi je kliCova nejen obecna znalost genetického zakladu
rezistence, ale také schopnost identifikovat konkrétni genomové oblasti spojené s
niz§i mirou napadeni a pfevést tyto informace do podoby vyuZitelnych
molekularnich markerl. Takto odvozené SNP markery pak mohou zasadné
zefektivnit selekci rezistentnich linii, zkratit Slechtitelsky cyklus a snizit naklady
spojené s fenotypovym hodnocenim rostlin.

NavrZzeny metodicky postup umoznuje na zakladé RNA-seq a nasledné asociacni
analyzy identifikovat genomové oblasti se SNP markery spojené s napadenim
antraknozou. ldentifikované asociované polymorfismy mohou byt dale pfevadény
do jednodussich laboratornich testd vhodnych pro rutinni vyuZiti ve Slechtitelské
praxi (PCR, sekvenovani amplikon().

Pro provedeni analyz je nutné mit k dispozici soubor genetickych zdroji vybrané
luskoviny, kvalitni fenotypova data, molekularné-biologickou a bioinformatickou
laboratof. Pfi identifikaci novych gent/markeru je vSak nutné pocitat s pocate¢nimi
naklady na sekvenovani, ktera pfedstavuje ¢astku 4800 K¢ na vzorek pfi zpracovani
aspon 24 genotypu. Do ceny je ale tfeba zahrnout zhruba tydenni praci laboranta a
bioinformatika.

Vlastni detekce SNP markeru je zalozena na rutinni PCR analyze a sekvenovani
amplikond, pfipadné pfi vyuziti snp-specifickych markertl pouze na PCR analyze

35



v cené cca 250 K& na marker a genotyp. Pomoci tohoto postupu Ize zefektivnit
Slechténi a selekci genotypu, které nesou kandidatni geny a maiji predispozici pro
vy$Si odolnost/toleranci k antraknéze.

Pro Slechtitelska pracovisté prfedstavuje navrzeny metodicky postup vyznamny
pfinos, protoze umoznuje ziskat nové odrudy s odolnosti nebo toleranci vU i
antrakndze bobu.
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