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SOUHRN

Tématem piedlozené bakalatské prace je molekularni a cytologicka charakterizace
polozek genové banky bananovnikil. Obsahem teoretické casti je literarni reSerSe
o morfologii, taxonomii a vyznamu plodiny. V dalSich kapitolach se prace zabyva genomem
bananovniku, jeho genetickou diverzitou a $lechténim novych odrtid. V navaznosti na to je
popsan proces uchovani genetické diverzity pomoci genovych bank, ve kterych musi byt
jednotlivé polozky spravné charakterizovany. Ke spravné klasifikaci polozek slouzi moderni

molekularni metody, pfi¢emz je blize popsana metoda genotypovani pomoci SSR markerd.

V praktické ¢asti bylo pomoci SSR genotypovaci platformy analyzovano 158
polozek z genové banky Bioversity International Musa Germplasm Transit Centre (ITC). Na
zakladé vysledkt analyzy z UPGMA byl sestaven dendrogram, kde bylo sledovano
Klastrovani jednotlivych polozek. Pomoci cytologické analyzy (méfeni ploidie prutokovou
cytometrii) a molekularni analyzy (genotypovani pomoci SSR markerti) byla potvrzena
predchozi spravna klasifikace u 68 % polozek. Zbyvajicich 32 % bylo identifikovano jako
problematické polozky, kde se jednalo bud’ o nesouhlasnou ploidii (9 polozek), mylnou
klasifikaci, zaménu nebo polozky vytvaiejici nové klastry ve vazbé s jinymi (12 polozek)
Klastry. Navic, u tii polozek, které byly diive nedostate¢né popsany, prinesla provedena

analyza presnéjsi informace o jejich predpokladaném zatazeni.

Problematické polozky jsou genovou bankou vyfazeny z distribuce a probiha dalsi
ovéfovani a kroky k napravé nedostatki v charakterizaci a nakladani s jednotlivymi
poloZkami. Provedené analyzy jsou tak cennym nastrojem pro zefektivnéni ¢innosti genové
banky bananovniku, jako i cennym nastrojem pro standardizovanou charakterizaci
genofondu bananovniku, slouzici $irSi védecké a Slechtitelské komunité zabyvajici se

bananovnikem.



SUMMARY

The topic of this bachelor thesis is the molecular and cytogenetic characterization of
the banana gene bank items. The content of the theoretical part is a literary research about
morphology, taxonomy and importance of the crop. In the next chapters thesis deals with
banana genome, genetic diversity and breeding of new varieties. This is followed by the
process of genetic diversity conservation using gene banks in which individual items must
be properly characterized. Modern molecular methods are used for the correct classification

of items, where the method of SSR genotyping is closer described.

In the practical part, 158 items from the Bioversity International Musa Germplasm
Transit Center (ITC) were analyzed by SSR genotyping platform. Dendrogram was
compiled on base the results of the UPGMA analysis and there was clustering of individual
items was monitored. Cytological analysis (flow cytometry ploidy measurement) and
molecular analysis (SSR genotyping) confirmed the previous correct classification for 68 %
of items. The remaining 32 % were identified as problematic items where either disagreeable
ploidy (9 items), erroneous classification, substitution or item creating new clusters in
relation to other clusters (12 items) were identified. In addition, for the three items that were
previously insufficiently described the analysis carried out gave more precise information

about their predicted classification.

Problem items are discarded by the gene bank and further validation and steps are
taken to correct deficiencies in the characterization and handling of individual items. The
analyzes performed are thus a valuable tool for streamlining the banana gene bank aktivity,
as well as a valuable tool for the standardized characterization of the banana genofond

serving the broader scientific and breeding community dealing with banana trees.
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1 Uvod

Prvni zminky o bananovniku pochdzeji uz z roku 600 pf. n. 1. Jedna se o vytrvalou bylinu
z ¢eledi Musaceae pochazejici z jihovychodni Asie, odkud se postupné rozsitila do dalsich
tropickych oblasti svéta. Zahrnuje fadu planych druhii, a pfedevsim také lokalné i
celosvétové vyznamné jedl¢ kultivary. Kvili svym plodim, ale naptiklad i listim je
nepostradatelnou plodinou pro mnoho obyvatel zejména africkych stati a ekonomika téchto
zemi je na nich zcela zavisld. Je proto velmi dilezité bojovat proti ohrozeni produkce
bananovniku a snazit se o ochranu stavajiciho genofondu, ktery ddva nadéji na vyslechténi

odolngjsich odrid.

Jedlé druhy bananovniku jsou vegetativné se mnozici rostliny, coz predstavuje
problém pro efektivni Slechténi vylepSenych odrid. Nicméné, existuje pomérné Siroka
geneticka diverzita zejména mezi planymi druhy, které jsou ¢asto nositely zadoucich a pro
Slechténi vyhodnych charakteristik. Spole¢né s modernimi Slechtitelskymi postupy, tak lze
docilit vzniku novych, vylepSenych odrid. Je ovSem nezbytné, dobie charakterizovat
vychozi rodi¢ovské druhy a efektivné uchovat a chranit dostupny genofond bananovniku.
V dneSni dob¢ jsou ktomu vyuziviany moderni molekularni metody, které umoznuji
jednotlivé kultivary 1épe charakterizovat a pomahaji je tak spravné klasifikovat. Spravné
klasifikované polozky jsou ndsledné¢ zatfazovany do genovych bank, které primarné slouzi

k zachovani genetické diverzity bananovniku.

Predlozené bakalarska prace si klade za cil pomoci spravné charakterizaci polozek
genoveé banky a prispét tak k objasnéni genetické diverzity bananovnika, s vyuzitim metody

genotypovani pomoci SSR markert.



2 Cile prace

1)

2)

3)

4)

Vypracovat literarni piehled o bananovniku, genetické diverzit¢ rodu Musa a

molekularni charakterizaci polozek genové banky bandnovniku.

Systematicky charakterizovat 2 z&silky z genové banky bananovniku (ITC kolekce)

uréeni ke genotypovani pomoci SSR markerii v ramci projektu MSMT LG15017.

Identifikovat problematické polozky v analyzovaném souboru rostlin.

Doplnit nové poznatky o geneticke diverzité v ramci rodu Musa.



3 Literarni prehled
3.1 Obecna charakteristika bananovniku

3.1.1 Morfologie

Banéanovnik je stromu podobna vytrvald bylina, ktera se primarn¢ zacala péstovat
v jihovychodni Asii a Papui Nové Guinei, odkud se postupné rozsitila do dalsich tropickych
a subtropickych oblasti (Robinson, 1996). Rostlina se sklada ze zkraceného podzemniho
stonku neboli ,,cormu®, ktery nese rozvijejici se vyhonky, kofenovy systém, pseudostem,

listy a kvétenstvi nesouci kvéty a nasledné plody (Stover et Simmonds, 1987).

kvétni stopka

trs ploda

nepravy kmen
pseudostem — % ‘

Obrazek 1: Morfologie rostliny bananovniku (ptevzato s Upravami

z https://www.istockphoto.com/photos/banana-tree)

Pseudostem je nepravy kmen skladajici se z pevné zavinutych piekryvajicich se listd.
Tento kmen muze podle odridy dosahovat rizné vysky. Napiiklad u kultivovanych odrid
2 az 8 m a u n€kterych planych druht 10 az 15 m. Jedna se o kompaktni listové plaste, které

rostou piimo z vrcholu ,,cormu* a podpiraji stonek nesouci kvétenstvi. Listové plasté jsou



kruhové a nejprve zcela uzaviraji stonek, ale pozdé&ji jsou oddéleny ristem novych listu,

které byly uzaviené v ramci pseudostemu (Stover et Simmonds, 1987).

Listy dosahuji plné velikosti az po 6 mésicich. Prvni listky produkované
z centralniho meristému rozvijejiciho se stonku jsou Supiny, nasledované uzkymi
mecovitymi listy ohrani¢enymi postupné se roz§ifujici laminou. Listové plasté jsou tésné
zabaleng, zprvu kruhove, kompletné uzavirajici meristém, ale pozdéji se okraje listi oteviraji
rastem novych z centra pseudostemu. Distélni konec prodluzujicich se listovych plastu se
uzavie do uzkého tapiku, ktery rozd¢luje ¢epel na dvé poloviny. Zrala lamina dosahuje
velikosti vrozmezi od 1,5 m do 2,8 m (Robinson, 1996). Rapik je u vétsiny odrad
bananovnikli rizné zbarveny. V kultivarech druhu Musa acuminata dominuje ¢ervené az
purpurové zbarveni fapiku. Naopak u druhu M. balbisiana jsou fapiky vétSinou zelené.
Nejvetsi listy jsou ty, které vznikaji pred kvétem. Mlady list roste vice méné vertikalné, s
postupnym vyvojem Klesa a ve staii uvada. Rozlozeni listii na rostliné umoziuje ziskat

maximum svétla pro fotosyntézu (Karamura et Karamura, 1995).

V nizinnych tropickych oblastech je kveteni iniciovano po vzniku 3040 listu.
Dochéazi k tomu na vrcholu ,,cormu®, stonek se zacina prodluzovat, Klasovité kvétenstvi
prorista sttedem nepravého kmene a objevuje se za 7—10 mésicti po vyraseni odnoze mezi
listovymi pochvami na tlustém ohybajicim se stonku (Vali¢ek et al., 2002). Kvéty jsou
usporadany v uzlovych klastrech, pficemz kazdy klastr vznika na §ikmé pii¢né koruné, které
jsou pokryty velkymi témét vejéitymi a obvykle purpurové ¢ervenymi listeny (Purseglove,
1975). Kvétenstvi je bisexualné usporadané, bézné¢ ma 12-20 nodu, ptic¢emz bazalni nody
kvétenstvi nesou sami¢i kvéty a distalni ¢ast kvéty samci. Kvéty jsou nepravidelné,

zygomorfické.

Bananovnik se rozmnozuje vegetativné pomoci vyhont, ale plané druhy se mohou
rozmnozovat také semeny. Rostliny bananovniku jsou monokarpicke, coz znamena, ze maji
ve svém Zzivoté pouze jedno reprodukéni obdobi, na jehoz konci odumiraji (Stover et
Simmonds, 1987). Poté co piedchozi rostlina vytvoti plody a odumie, objevi se tzv. ,,sucker
(vyhon), ktery se vyviji z postrannich pupenti oddenku a vyrusta pobliz matefské rostliny.
Zpocatku maji vyhony pouze listové plasteé bud’ bez stiedni zilnatiny nebo listové Cepele.
Takovéto vyhony jsou oznacovany jako ,,pepper suckers.“ Né&které vyhony, tzv. ,sword
suckers® mohou dale rust az do dospé€lé podoby a béhem rustu postupné vytvaret listovou

zilnatinu 1 ¢epel. Jako ,,follower* nebo ,,ratoon suckers* jsou oznacovany ty, které nahrazuji



matetfskou rostlinu. Plody nevytvarejici, ale pouze pokracujici v zivotnim cyklu jsou
,maiden suckers“ (panenské vyhony). ,Water suckers® taktéz vznikaji z postrannich

pupent, ale jejich spojeni s oddenky je velmi slabé (Simmonds, 1966)

Plod je podlouhld bobule, zpocatku mald, hranatd, zelend, s tvorbou duziny se
postupné barva méni nejcastéji na typicky zlutou, fidCeji s odstiny oranzové, ¢ervené az
fialové purpurové. Plody jedlych odrud jsou partenokarpické, tedy bezsemenné a otaceji se
smérem vzhtiru. Celé plodenstvi tvoii trs, uporadany v patrech, nejcastéji visici smérem dolt

(Valiéek, 2002).

3.1.2 Vyznam plodiny

Ekonomika mnoha zemi je castené nebo Uplné zavisla na péstovani,
prodeji/obchodu, zpracovani a spotfebé bananového ovoce nebo odvozenych vyrobki
(Karamura et Karamura, 1995). Malou ¢ast obchodu tvofi susené banany, bananové pyré pro
kojeneckou vyzivu nebo bananova mouka. Banany a ,,plantains“ hraji vyznamnou roli ve
vyZzivé, blahobytu a kulturnim Zivotu milioni lidi. Jednim z kulturnich pfinost je naptiklad
rozmanité vyuziti v kulinafstvi. AvSak nedostatek kyselosti v bandnech znesnadiuje jejich
uchovani a z dtivodu celoro¢ni dostupnosti ¢erstvého ovoce je skladovani povazovano za

zbyte¢né (Robinson, 1996).

Banany jsou konzumované ptedev$im tepelné neupravené jako dezertni ovoce,
protoze po dozrani jsou sladké a snadno stravitelné. ,,Plantains bandny jsou Skrobovitéjsi,
pred konzumaci se bud’ vati, smazi nebo pecou, a mohou byt konzumovany zralé i nezralé.
V oblasti rovnikového pasu Afriky piedstavuji banany hlavni zdroj pfijmi mnoha farmaia
a tvori zakladni zivotné dulezitou potravinu. Jejich spoteba zde ¢inni 400—600 kg na osobu
za rok. Pé&stuji se zde hlavné odridy vhodné pro vareni napiiklad Skrobovité kase
»,matooke.“ V Ugand€¢ a Tanzanii se ,,cooking™ bandny vyuzivaji na vyrobu nutri¢né

vyzivného piva ,,mbidde* (Dolezel et Nyine, 2015).

Kromé plodii maji fadu vyuziti 1 veliké listy, vyznamné pro zivotni prostiedi.
Naptiklad v Ugandé€ jsou listy pouZzivany jako krmivo pro zvifata, na zabaleni jidla pted
tepelnym zpracovanim a v bananovych zahradach jsou nejlevnéjsim zdrojem materidlu pro

mulCovani. Listy jsou také vyuzivany pti vyrobé latek a lan (Karamura et Karamura, 1995).



Pseudostem M. textilis se pouziva na vyrobu papiru pro filtry a bankovky (Dolezel et Nyine,
2015).

3.1.3 Taxonomie

Celed” Musaceae neboli bananovnikovité, se systematicky fadi do ¥ide Plantae,
oddéleni Magnoliophyta, téida Liliopsida, fad Zingiberales (www.biolib.cz). Tato ¢eled
zahrnuje rody Ensete, Musella a Musa. Rod Ensete, zahrnujici 7-8 druhi, tvori
monokarpické rostliny, které nenesou jedlé ovoce. Nicméné rostliny z tohoto druhu maji
mnoho jinych vyuziti, naptiklad vlakna z nepravého kmene se vyuZzivaji na vyrobu lan,
rohozi a koSikd. Listy se vyuzivaji k podavani, baleni potravin, krmeni zvifat, jako stavebni
material a k vystlani jam, které¢ slouzi k vyrobé fermentovaného Skrobu z duziny (Deckers
et al., 2001).

Dnes pouzivany systém klasifikace je zaloZzen na praci Simmondse a Shepherda
(1955), ktefi na zakladé hodnoceni 15 morfologickych znaki stanovovali relativni podil
dvou planych rodi¢ovskych druhtit Musa acuminata Colla (A genom) a Musa balbisiana
Colla (B genom), na slozeni genomu daného kultivaru. Dale se ke spravné klasifikaci
pouziva ploidie, kterd udava pocet homolognich sad chromozomi. Podle této klasifikace
patii do rodu Musa taxonomicky podiizené sekce Eumusa a Rhodochlamys se zakladnim
chromozomovym ¢islem 11, dale Australimusa a Callimusa se z&kladnim chromozomovym
Cislem 10, v¢etn¢ druhu M. beccarii (n = 9), spadajici také do sekce Callimusa. Argent
(1976) vytvoril pro jediny druh M. ingens péatou sekci Ingentimusa se zakladnim
chromozomovym ¢islem 7. V roce 2013 byly sekce Australimusa a Callimusa slou¢eny do
spole¢né sekce Callimusa a nové vznikla sekce Musa slucujici piivodni piedstavitele sekci

Eumusa a Rhodochlamys (Hakkinen, 2013; obrazek 2).

Sekce Australimusa zahrnuje mimo jiné druhy M. textilis a Fe’i bananovniky rostouci
v Pacifiku, plodici také jedlé ovoce. Druh M. coccinea ze sekce Callimusa a druhy ze sekce
Rhodochlamys nemaji velky ekonomicky vyznam, ale jsou cenény jako okrasné rostliny.
Sekce Ingentimusa byla vytvoiena pouze pro M. ingens rostouci ve vyssich polohach Papui
Nové Guinei (Argent, 1976). Eumusa je nejvétsi a geograficky nejrozsifenéjsi sekci rodu,

zahrnujici vétSinu jedlych banant.



Celed Musaceace

Rod * Ensete

0

*« Musella

* Musa
*  Australimusa .
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Obrazek 2: Schématické znazornéni taxonomického ¢lenéni ¢eledi Musaceae.

Druh M. acuminata ma ptivod v Malajsii a vyvinul se do komplexu diploidnich (AA)
poddruhii, které piedstavuji: banksii, burmannica, burmannicoides, errans, malaccensis,
microcarpa, siamea, truncata a zebrina. Druh M. balbisiana pochazi z Indie, ale i pies
Sirokou morfologickou variabilitu zde neni zaznamenana klasifikace poddruhii. Intra-
a interspecifickou hybridizaci téchto dvou piedki vznikly dnesni jedlé odridy bandnovniku,
vyskytujici se v riznych stupnich ploidie, diploidi (2n = 2x = 22), triploidi (2n = 3x = 33),
tetraploidi (2n = 4x = 44) a v riznych genomovych konstitucich. Do skupiny bandnovniku
s genomem A AA patii kultivary Cavendish, Gross Michel, Red, Ambon, Ibota, Orotava, Rio
a bananovniky vychodoafrické vyso¢iny (Lujugira/Mutika). Mezi skupinu bananovniku
s genomem AAB patii podskupiny Iholena, Maoli-Popo‘ulu, Laknau, Mysore, Plantain,
Pome, Silk, Pisang Nangka a Pisang Rajah. Podskupiny Bluggoe, Monthan, Ney Mannan,
Saba, Pelipita, Klue Teparod ¢i Pisang Awak pak ptedstavuji triploidni bananovniky
s genomovou konstituci ABB (Daniells et al., 2001). Déale budou vV textu blize

charakterizovany odridy ekonomicky vyznamné a hojn¢ distribuované.

Cavendish je triploidni bezsemenna odrida, odvozena pravdépodobné od druhu
M. acuminata banksii a M. acuminata malaccensis (Perrier et al., 2009). Je jednou z nejvice
péstovanych a nejrozsifenéjSich odrid. Predstavuje 95 % vSech komeréné prodavanych
bananti (FAOSTAT, 2018) nebot’ produkuje velké trsy s vice plody, které pii dozravani
zloutnou a ziskéavaji sladkou chut’. Zejména je ale tato odriida rezistentni vii¢i houbovému
patogenu Fusarium oxysporum f. sp. cubense, jehoz tropicka rasa 1 (TR1) pfedstavuje jednu
z nejvaznéjich hrozeb pro komeréni péstovani bananovniku v Latinské Americe — tzv.

panamskou nemoc. Kultivary Cavendish mtizeme morfologicky rozlisit na zakladé jejich



Vv

(Menon, 2016).

Plody z odriidy Gros Michel na zac¢atku 20. stoleti dominovaly svétovému obchodu
s banény. V 50. letech byla ovsem produkce zcela zni¢ena z divodu nachylnosti této odrady
vici panamské nemoci. Nahradila ji odolna odriida Cavendish, od které se 1isi zelenou nebo
svétle rizovou barvou pseudostemu ve srovnani s ¢ervenou barvou u odridy Cavendish.
Odrtida Gros Michel je pfevazné péstovana ve vychodni Africe, ve vysSich nadmoiskych
vySkach a je zde znama jako Bogoya. V Tanzanii je znama pod jménem Kijoge, Enjoge,

Musa malaya a Ndizi (Mgenzi, 2004).

Banany vychodoafrické vysociny (EAHB) patiici do podskupiny Lujugira/Mutika
jsou zname také jako Matooke banany. Jejich ptivod je odvozen od M. acuminata banksii
a M. acuminata zebrina (Perrier et al., 2009). Tato odrtda je pé€stovana v nadmoiské vysce
9002000 m, pievazné v oblasti vychodoafrické nahorni ploSiny (Uganda, Rwanda,
Burundi), kde ma velice dulezitou ekologickou a ekonomickou roli a zabezpecuje potravu
pro mistni obyvatele. Rozmanitost EAHB se odhaduje na 80 az 150 riznych kultivart
(Karamura et al., 2012).

Plantain banany s genomem AAB vznikly kiizenim druhtt M. acuminata (poddruh
banksii; Perrier et al., 2009) a M. balbisiana. Tato odrida je velmi dualezita, nebot
ptedstavuje potravu pro miliony lidi v zapadni, centralni i jizni Africe a Latinské Americe
a tvoii 23 % svétové bananové produkce. Plody Plantain bananovnikt jsou dlouhé, uzké,
Spicaté, zustavaji i po dozrani stale Skrobovité a konzumuji se po uvateni, proto také byvaji
oznaovany jako ,cooking bananas“ (Menon, 2016). Na zaklad¢ morfologické
charakteristiky kvéti a bananovych trst rozliSujeme 4 typy Plantain bananovnika: French,

French horn, False horn a True horn (Karamura et al., 2012).

Odruda Silk (AAB) je velmi rozsiteny kultivar sladkych bananti a je charakteristicka
specifickou sladkokyselou jablka ptipominajici chuti plodt. Zralé plody maji tenkou slupku
a snadno se odde€luji od trsu. Nachylnost k chorobam zpisobenych Fusariem vedla ke

snizeni péstovani této odrudy (Menon, 2016).



Odrtda Pome (AAB) je ¢asto zaménovana se Silk banany, nebot’ plody maji stejnou
sladkokyselou chut’ ptipominajici jablka, nicméné se 1isi stavbou kvétu. Tato odrtida je prave

kvuli chuti oblibena v Indii a Brazilii (Menon, 2016).

Podskupina Iholena (AAB) byla domestikovana v oblasti Pacifiku, proto jsou také
tyto bananovniky znamé jako Pacifické plantainy. Ptesto, ze jsou v dne$ni dobé v méfitku
celosvétové produkce jen velmi malo zastoupeny, na Havaji jsou to nejbéznéji péstované
bandny. Pro Tholena bananovniky je typicka fialovda nebo médéna barva spodni strany
novych rozvijejicich se listi a zluto-oranzova barva ovoce zptisobena vysokym obsahem

karotenoidi (Ploetz et al., 2007).

Pisang Awak (ABB) tvoti v Thajsku 70 % vsech péstovanych banani. V piipadé
opyleni tvoii semena, ale pokud k opyleni nedojde, produkuje bezsemenné plody. Tato
odrtda je velmi odolna proti suchu, ale ndchylna k panamské nemoci (TR1; Ploetz et al.,
2007).

Bluggoe (ABB) plodi velké plody na dlouhych stopkach, vyznacujici se vybornou
chuti. Ruzné kultivary se od sebe 1i§i postavenim, velikosti trsu a typem slupky (Ploetz et
al., 2007).

Odrada Saba, siroce rozsitena na souostrovi Filipin, s genomem ABB byla diive

klasifikovana jako BBB. Samc¢i kvéty jsou konzumovany jako zelenina (De Langhe, 2010).

Indie je nejvétSim centrem diverzity pro odriidu Monthan, vyznacujici se

charakteristickym ovalnym tvarem ovoce (Ploetz et al., 2007).

U wvSech triploidnich kultivari s genomovym slozenim ABB se jako
nejpravdépodobnéjsi donor genomu A uvadi M. acuminata ssp. banksii. U kultivaru Pisang
Awak neni rodiovsky podil poddruhti natolik jasny a uvadi se navic také poddruh

malaccensis (Perrier et al., 2009).



3.2 Genom bananovniku

Jednou ze zakladnich charakteristik druhu je velikost jaderného genomu. Jaderny
genom bananovniku je pomérné maly, 1C ~ 600 Mbp (Dolezel et al. 1994; Bartos et al.,
2005; Cizkova et al. 2013). Ptedchozi studie ukazaly, Ze zhruba 55 % genomu je tvofeno
riznymi typy retroelementtt (Hiibova et al., 2007). Retroelementy jsou repetitivni DNA
sekvence a jako takove jsou povazovany za jedine¢ny zdroj molekularnich markerd pro

analyzu geneticke diverzity a rozliSeni mezi uzce ptibuznymi druhy a podruhy.

Karyotyp, ktery je charakterizovan poctem a morfologii chromozomu, je dalsi
dulezitou charakteristikou druhu. Jaderny genom bananovniku je tvofen morfologicky velmi
podobnymi chromozomy o velikosti 1-2 um, coz znesnadiiuje cytogenetické studie, které
byly navic brzdény nedostatkem vhodnych cytogenetickych markeru (Bartos et al., 2005).
Podatilo se cytogeneticky zamapovat 45S rDNA a 5S rDNA lokus u nékolika druht (Osuji
etal., 1997; Dolezelova et al., 1998; Bartos et al., 2005), také nékolik dlouhych terminalnich
repetic (LTR; Balint-Kurti et al., 2000), tandemové repetice (Cizkova et al., 2013) a jeden
BAC klon (Htibova et al., 2008).

Barto$ et al. (2005) rozsifil dostupné znalosti o jaderném obsahu DNA v ramci
jednotlivych sekci. Metoda pritokové cytometrie ukazala, ze 2C jaderny obsah DNA
zastupcu sekce Eumusa (x = 11) se pohybuje v rozmezi 1,130-1,377 pg, u sekce
Rhodochlamys (x = 11) pak mezi 1,191-1,299 pg. Druhy nalezici k sekci Australimusa
(x =10) mely 2C jaderny obsah DNA mezi 1,435 a 1,547 pg. Zastupce sekce Callimusa
(x =9, 10), M. beccarii, mél nejvyssi zméteny 2C jaderny obsah DNA 1,561 pg.

Vétsina genomovych sekvenci ma funkéni vyznam, proto se védci snazi
o0 sekvenovani celého genomu. Znalost genomu umoznuje naptiklad $lechténim rostlin
zvysit jejich rezistenci proti Skiidciim a chorobam. D’Hont et al. (2012) a Martin et al. (2016)
provedli studie, které mély za cil zlep$it znalosti genomu bandnovniku. Pomoci modernich
sekvenacnich metod a bioinformatickych nastroji, sestavili zna¢nou ¢ast sekvence genomu
M. acuminata, konkrétné kultivaru DH-Pahang, pficemz velikost tohoto genomu je
odhadovéna na 523 Mbp. Do scaffold se podatilo seskladat 86 % odhadované celkové
velikosti genomu, coz odpovida 450,7 Mbp. Pomoci genetickych markeri setadili 376
scaffoldi do 11 pseudomolekul, ptedstavujici 11 chromozomu M. acuminata. V téchto

chromozomech je lokalizovano 34 629 genu z celkovych 35 276. Martin et al. (2016) také
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snizili puvodni velikost celkove assembly 0 21,5 Mb, ve srovnani s udaji uvadénymi v prvni
studii (D’Hont et al., 2012). Toto snizeni velikosti je zpisobeno zejména piesnéjSim
skladanim nékterych repetitivnich tseku, identifikaci ¢asti pivodné neseskladanych oblasti

(zejména rDNA) a jejich zatazenim do celkové sekvence genomu.

Prvni celogenomova sekvencni data byla jiz publikovana také pro druhy

M. balbisiana (Davey et al., 2013) a M. itinerans (Wu et al., 2016).

3.3 Geneticka diverzita bananovniku a §lechténi novych odrad

Piesto, Ze se zvySuje dostupnost sekvenacnich a molekularnich dat, a tudiz jsme
schopni blize porozumét struktufe a evoluci genomu bananovniku, $lechténi odolnéjsich
odrid zustavd pomérné komplikované. Fakt, Ze je bananovnik partenokarpicka rostlina
avétsinou jako triploidni jedly druh také sterilni, komplikuje pouziti tradi¢nich
Slechtitelskych a selekénich postuptl, které jsou jinak bézné aplikované u ostatnich plodin.
Z tohoto duvodu je dulezit¢ zaméfit se také na studium diverzity bandnovniku
a prozkoumani potencialnich genovych zdroji v Siroké populaci plané rostoucich
i v genovych bankach uchovavanych rostlin. Pravé z nich lze totiz ziskat zdroj potencialné
vhodnych vlastnosti, pouzitelnych pii Slechténi novych odrid s vylepSenymi

charakteristikami (Manzo-Sanchéz et al., 2015).

K podrobnému zmapovani rozmanitosti a genetické diverzity rostlin slouzi
biotechnologické techniky a DNA markery. Kombinace genomi A a B u bananovniku
definuje agronomické atributy, jakou jsou vynos, odolnost vici biotickym faktoram, kvalita
ovoce a kvalita celych hybridnich rostlin. Navic znalosti genetické rozmanitosti
a genetickych vztahti mezi planymi a kultivovanymi druhy pomohou vyvinout nové metody

pro slechténi a dlouhodobé ochranné strategie (Oselebe et Tenkouano, 2009).

Ochrana rostlin je velice dalezitd z toho diivodu, Ze pfi péstovani klonli dochazi
K rychlému Sifeni chorob (napf. zminéné panamské choroby) a tim ke ztraté urody. Pouziti
fungicidl neni dobrym dlouhodobym feSenim, nebot’ zamotuji plidu a zneciSt'uji prostiedi.

Nadéje na ochranu bananovnikii, se ale naskyta ve Slechténi rezistentnich odrud.
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Ve Slechténi bananovnikl rozliSujeme tradi¢ni a nové pfistupy. Postupy tradi¢niho
Slechténi zahrnuji minimalné dva kroky kiizeni a tim kombinuji vyhodné vlastnosti
rodi¢ovskych druhii. Vychozim bodem je tedy vybér vhodnych rodici, kterymi jsou jednak
jedly bananovnik s pozadovanymi kvalitativnimi charakteristikami plodu (vétSinou triploid)
a diploidni plan¢ rostouci bananovnik jako nositel rezistence ¢i lepsich vlastnosti z hlediska
odolnosti viuci faktorim prostiedi. Nicméné z divodu vysoké sterility triploidnich jedinct
je velmi obtizné z kiizeni semena ziskat. Z celého trsu bananti je ziskano jen nékolik malo
semen, které jsou schopny vykli¢it. V prvnim kroku je potieba zkiizit diploidni druh (napf.
Casto pouzivany kultivar M. acuminata Calcutta 4; genom AA) s jedlym triploidnim klonem
(napt. AAA), pfi¢emz vznikne tetraploidni jedinec S jednou sadou chromozomi od diploida
a tfemi sadami od triploida. V dalsim kroku je vznikly fertilni tetraploidni hybrid k¥izen

s diploidem za vzniku triploida s vylepSenymi vlastnostmi (obrazek 3).

AAA
AA Jedly bananovnik s
Plané rostouci >< pozadovanymi
bananovnik s geny kvalitativnimi
rezistence vlastnostmi
AA
AAAA Plang rostouci
Vznikly fertilni >< bananovnik s geny
hybrid rezistence
AAA

Jedly vegetativné se
mnozici triploidni
bananovnik s
vylepSenymi

vlastnostmi

Obrézek 3: Schématické znazornéni Slechténi triploidnich druht.

Dalsi moznosti, jak vyslechtit triploidni klony tradi¢ni metodou je hybridizace

tetraploidniho rodice s diploidnim druhem nesoucim zadané vlastnosti. Hybridizaci vSak
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vV tomto pifipad¢ piedchéazi ziskani tetraploidniho druhu zdvojenim genetické informace

druhu diploidniho (Htibova, 2016).

Prvnim krokem v novych pfistupech Slechténi je ovéfeni pozadované ploidie
hybridniho klonu ban&novniku, k ¢emuz se nejéastéji vyuziva priutokova cytometrie. Déle je
potieba ovéfit, zda vznikli hybridi budou odolni vii¢i chorobam, Skiidciim, stresu a zda
budou plodit dostate¢né mnozstvi plodl. Zjisténi téchto vlastnosti vyzaduje spoustu casu,
proto se pomalu zacinaji prosazovat molekularni metody, které by umoznily ovétit tyto

vlastnosti uz v rané fazi vyvoje rostliny (Htibova, 2016).

K tomu, aby mohli Slechtitelé pokracovat nebo pokrocit ve Slechténi novych
odolngjsich odrad bananovniku, je velmi podstatné dobte charakterizovat dosud dostupné
zdroje genetické rozmanitosti, které by mohly byt pro §lechténi vyuzitelné. K témto ucelim
slouzi genové banky, které mimo jiné pomahaji mapovat a uchovat genetickou diverzitu
druhu.

3.4 Uchovani genetické diverzity

U divokych a domestikovanych piibuznych kulturnich rostlin existuje velka
genetickd rozmanitost, avSak vétSina této rozmanitosti se nenachdzi v aktivnich
Slechtitelskych programech, ale v genovych bank&ch. Genové banky jsou repozitafi pro
plané a domestikované druhy (Harlan et de Wet, 1971). Maji za ukol shromazdovat,
dokumentovat a uchovavat jednotlivé polozky reprezentujici diverzitu dané¢ho druhu.
Naptiklad projekt Svalbard Global Seed Vault je nejvétsim bezpecnym ulozistém semen na
svété nachazejicim se v permafrostu 1 300 km severné od arktického kruhu (Foyer et al.,
2016).

V soucasnosti existuji genové banky pro mnoho rostlinnych druhi (napt. obilniny,
luskoviny, picniny, zeleninu, olejniny, aromatické a 1éCivé rostliny a kvétiny), vcetné
ban&novniku. Bioversity International Musa Germplasm Transit Centre (ITC) je genova
banka zalozena roku 1984 a obsahuje nejvétsi sbirku bananového genofondu na svété. Jejim
ukolem je pfispét k bezpecnému dlouhodobému zachovéani celého genofondu celedi
Musaceae. Ve shirce, ktera je umisténa na Katolické Univerzit¢ v Lovani v Belgii (KU

Leuven) je dosud vice nez 1 500 jedlych i planych druhti banani. Tyto polozky jsou
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udrzovany in vitro za pomalych ristovych podminek pii teplot¢ 16 °C. Z divodu
bezpe€nosti je stejny soubor vzorkli uchovan také tzv. kryokonzervaci, tj. zmrazenim
tekutym dusikem pii teplot€¢ -196 °C. Tato metoda umoziiuje neomezené uchovani
rostlinného materialu. Zmrazena sbirka bananovych polozek je zduplikovana a uloZzena
v Institut de recherche pour le développement (IRD) v Montpellier ve Francii

(https://www.bioversityinternational.org/banana-genebank).

Detailni informace o polozkach ulozenych v genové bance i nékterych polnich
sbirkach bananovniku shrnuje Musa Germplasm Information System (MGIS). Poskytuje
inventar ex situ kolekce rodu Musa, informace o taxonomii, agronomické produkei kultivart
VvV rizném prostiedi, molekularni charakterizaci, zdravotnim stavu a piivodu. MGIS miiZze
také spolupracovat s geografickym informa¢nim systémem (GIS). Diky tomuto spojeni je

mozné konstruovat mapy znazornujici distribuci bananové diverzity (Kole, 2011).

Genové banky a informace o jednotlivych polozkach v nich ulozenych, pomahaji
udrzet genetickou rozmanitost dostupnych zdroji a jsou velmi dalezité pti vytvoreni ucinné
strategie pro Slechténi novych odriid banant. Hlavni cile a prostiedky pro zachovani
rozmanitosti rodu Musa byly formulovany v Globalni konzerva¢ni strategii pro Musa
(INIBAP 2016).

Vsechny polozky nachazejici se v depozitaii musi byt jednoznaéné charakterizovany
a kontrolovany, nesmi obsahovat zadné patogeny, jako bakterie, plisn¢ a viry. K zajisténi
takové kontroly materidlu v genové bance bananovniku (ITC kolekci) slouzi tzv. virus-
indexing, coz je standardizovany postup pro testovani pfitomnosti patogenli a jejich
piipadnou eliminaci (De Clerck et al., 2017) a je provadén v Australii (Queensland
Department of Agriculture and Fisheries, Brisbane) pod zastitou Bioversity International.
Jednotlivé polozky jsou dale charakterizovany na zakladé ptivodu, morfologie a pfesného
genomového slozeni, pokud je znamo (Hiibova et al., 2016). Dalsi ze
zakladnich charakteristik kultivard bananovniku je stanoveni stupné ploidie pomoci
prutokové cytomerie, coz je provadéno v ramci spoluprace mezi Bioversity International
a Ustavem experimentalni botaniky AV CR, v.v.i. v Olomouci. Zde bylo také v roce 2011
zalozeno Musa Genotyping Centre (MGC), v némz jsou jednotlivé polozky genové banky
bananovniku proveétovany a rovnéz jim prochazi polozky nové do ITC kolekce zavadéné.
Soucésti prace MGC je také charakterizace polozek na urovni DNA pomoci vybranych

molekularnich markera.
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3.5 Moderni molekularni metody pro genotypovani

Koncept genetickych markerti se objevil jiz v 19. stoleti, kdy Gregor Mendel ve
svém experimentu pouzil genetické markery zaloZené na fenotypu. Tyto genetické markery
zalozené na fenotypu Drosophily melanogaster pozdéji vedly k zavedeni teorie genetické
vazby. Nicméné fenotypové genetické markery nebyly dokonalé a nesly s sebou fadu
molekularni markery. Molekularni marker je definovan jako konkrétni segment DNA, ktery
reprezentuje rozdily na drovni genomu, je stabilni a detekovatelny ve vSech tkanich bez
ohledu na riist, diferenciaci, vyvoj nebo obranny stav butiky, pleiotropickymi a epistatickymi
ucinky (Agarwal et al., 2008).

V dnesni dobé se rutinné vyuzivaji pfedev§im genetické nebo na DNA zalozené
markerové techniky, jako je RFLP (polymorfismus délek restrikénich fragmenti), RAPD
(ndhodné amplifikovana polymorfni DNA), SSR (jednoduché repetitivni sekvence) a AFLP
(polymorfismus délek amplifikovanych fragmenti), SNPs (polymorfismus jednotlivych
nukleotidu; Agarwal et al., 2008). Na molekularnich markerech zalozena metoda by méla
spliiovat ur¢ita kritéria: (1) poskytovat vysoce polymorfni markery rovnomérné rozlozené
Vv celém genomu, (2) zajistit pfiméfené rozliseni genetickych rozdild, (3) zajistit vysokou
Cetnost a reprodukovatelnost markert, (4) byt jednoduchd, rychla a levna (5) vystacit
s malym mnozstvim vzorki pletiv a DNA, (6) mit pfipadné vazbu na odlisné fenotypy
(Agarwal et al., 2008).

Techniky se vzajemné li$i vzhledem k dulezitym vlastnostem, jako je ¢etnost vyskytu
vV genomu, zjisténa uroven polymorfismu, specifita, reprodukovatelnost, technicke

pozadavky a naklady (tabulka 1).
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Tabulka 1: Porovnani vybranych aspektl nej¢astéji pouzivanych molekularnich markert.

RFLP RAPD SSR ALFP
Princip hybridizace PCR PCR PCR
Reprodukovatelnost vysoka nizka stiedni vysoka
Stupeii polymorfismu stiedni stiedni stiedni stiedni
Specifita lokusu ano ne ne ne
Technické pozadavky vysoké nizké stfedni stfedni
Naroky na vstupni mnozstvi DNA 10 0,02 0,05 05-1

[ug]

V poslednich letech se objevila nova tfida pokro€ilych technik, vyuZzivajici
mikro¢ipy. Diky nim je mozné studovat a profilovat celé genomy a také je vzajemné

srovnavat mezi sebou (Lamy et al., 2011).

Zakladni metody pro genotypovani mohou byt rozdéleny do dvou kategorii:

1. Techniky zaloZené na hybridizaci (RFLP)
2. Techniky zalozené na PCR (RAPD, AFLP, SSR, SNPs)

V metod¢ RFLP se vyuziva restrikéni endonukledzy, kterd nastépi ptislusny vzorek
DNA na rizné dlouhé fragmenty. Po elektroforetické separaci jsou DNA fragmenty pomoci
southern blotu pfeneseny na membranu a detekovany chemicky znacenou DNA sondou,
ktera hybridizuje s jednim nebo vice fragmenty DNA. Metoda také umozfiuje simultanni
zobrazeni mnoha vzorkt. RFLP markery jsou piitomné v celém rostlinném genomu,
vyznacuji se vysokou heritabilitou a lokusovou specifitou. Také jsou relativné vysoce
polymorfni, dédéné kodominantné¢ a vysoce reprodukovatelné. Tato technika neni piilis
pouzivana, protoze je Casové naro¢na, zahrnuje nakladna a radioaktivni nebo toxicka ¢inidla

a vyzaduje velké mnozstvi vysoce kvalitni genomové DNA (Williams, 1989).

Techniky zaloZené na PCR mohou byt déle rozdéleny do dvou podkategorii:

1. Sekvencné nespecifické techniky (RAPD, AFLP)
2. Sekvenéné specifické metody zalozené na PCR (SSR, SNPs)
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Zakladem metody RAPD je diferencialni PCR amplifikace genomové DNA, pomoci
kratkych nespecifickych 10-nukleotidovych primert. Primery bud amplifikuji nebo
neamplifikuji segment DNA v zavislosti na Useku, ktery je komplementarni k sekvenci
primert. Napiiklad pokud dojde k mutaci vtemplatové DNA v Gseku, ktery byl
komplementarni k sekvenci primert, Zzadny PCR produkt nevznikne (Williams et al., 1991).
Tato metoda muize byt pouzita u vSech druhti za pouziti univerzalnich primerd, nebot
nevyzaduje pfedchozi znalost analyzovaného genomu. Hlavni nevyhodou metody je, ze
reakéni podminky (koncentrace templatové DNA, koncentrace reak¢nich slozek, podminky
PCR reakce), se v ramci ruznych laboratofi li$i, proto mohou byt odli$né i vysledky. Dalsi
nevyhodou je, ze t¢éméf vSechny markery RAPD jsou dominantni a z toho divodu nelze

rozliSit heterozygotni od homozygotnich jedinct (Bardakci, 2001).

AFLP metoda kombinuje prvky metody RFLP a PCR a umoziuje analyzovat
polymorfismus v celkové genomové DNA bez ptedchozich znalosti DNA sekvence.
V prvnim kroku je DNA stépena restrik¢nimi enzymy na fragmenty, ke kterym jsou nasledné
ligaci pfipojeny oligonukleotidové adaptory. Pfi PCR reakci se vyuzivaji specifické AFLP-
primery, pomoci kterych dochéazi k amplifikaci fragment-adaptor molekul. Pary primert
pouzivané pro AFLP obvykle produkuji 50 az 100 PCR produkti na jeden test. Nakonec
jsou vzniklé fragmenty elektroforézou rozdéleny podle délky (Paun et Schénswetter, 2012).
VétSina fragmentd AFLP odpovidéd jedine¢nym pozicim na genomu, a proto mize byt
vyuzivana jako orientacni body v genetickém a fyzickém mapovani, pfi studiu procest
v populacich nebo k odliseni uzce piibuznych jedinct na urovni poddruhti (Althoff et al.,
2007).

Pti studiu genetické diverzity bananovniku se vyuzivaji v§echny jiz zminéné metody,
avSak kazda s sebou nese urCitou nevyhodu. Proto byly navrzeny sekvencné specifické
molekularni markery jako jsou mikrosatelity neboli jednoduché repetitivni sekvence (SSR),
které piekonavaji vySe uvedené metody v mnoha aspektech (reprodukovatelnost, vysoka

uroven polymorfismu, kodominantnost, snadnost pouziti; Christelov et al., 2011).

SSR jsou nekddujici opakujici se DNA oblasti tvofené tandemové opakujicimi se
motivy o délce 1-6 bp. Jsou piitomny v celém genomu jedince jak v kodujicich, tak
nekddujicich oblastech. V oblastech gend, je ale jejich vyskyt niz$i, nebot podléhaji

mutacim, coz by mohlo ohrozit genovou expresi. Jejich koncové oblasti jsou obvykle vysoce
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konzervativni a jsou tudiz vyuzivany pro navrzeni sekvenéné specifickych primera
(obrézek 4). .,V poslednich letech bylo prokazano, Ze mikrosatelity maji mnoho dtlezitych
biologickych funkci, napiiklad regulaci organizaci chromatinu, metabolickych procestu
DNA, genové aktivity a struktury RNA*“ (Ekué et al., 2009). Tyto markery jsou hojné
vyuzivany v konzervacni genetice, Slechténi rostlin, mapovani gentl, srovnavaci genomice

a fylogenetickych studiich.

Polymorfismus pozorovany u SSR je vysledkem zmény Vv pocétu tandemové
opakovanych jednotek, zptisobené zejména sklouznutim fetézce pti replikaci DNA nebo
chybami rekombinace (Schlotterer et Tautz, 1992). Sklouznuti v replikaci je
pravdépodobnéjsi nez bodové mutace, mikrosatelitové lokusy maji tedy tendenci byt

hypervariabilni.

Dnes pouzivané metody, vyuzivajici SSR markery pro detekci polymorfismu
zahrnuji dva hlavni kroky: (1) amplifikace cilové sekvence nesouci polymorfismus,
nejcastéji pomoci PCR metody, (2) detekce pomoci kapilarni nebo gelové elektroforézy
(Hayden etal., 2008). Pti PCR amplifikaci se pouzivaji bud’ neznacené pary primerd, jejichz
PCR produkty jsou nasledné analyzovany na polyakrylamidovych nebo agarézovych gelech.
Dal$i moznosti je pouziti paru primerd s radioaktivnim nebo fluorescencnim znacenim, coz
vylepsuje kapacitu a automatizaci (Wenz et al., 1998). Avsak tato analyza mize byt az
nékolikanasobné nakladnéjsi nez pouZziti nezna¢en¢ho primeru. Schuelke (2000) predstavil
novy, jednodussi a levnéjsi postup, ve kterém jsou pouzity tfi primery pro amplifikaci
definovaného mikrosatelitniho lokusu: sekvencné specificky pfimy primer na 5’konci
prodlouzeny o univerzalni nukleotidovou sekvenci komplementarni k univerzalnimu
primeru M13, sekvencné specificky reverzni primer M13 a univerzalni fluorescenéné
znaCeny primer M13. Diky tomu, ze je SSR analyza zalozena na PCR metod¢, dojde pii
jedné reakci k amplifikaci velkého mnozstvi markerd a tim ke zvySeni mnozZstvi informaci,
proto je za potiebi pouze malého mnozstvi DNA a Vv neposledni fadé dojde i ke sniZeni
naklada (Yamamoto et al., 2002).
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Mikrosatelitové repetice jsou amplifikovany primery specifickymi pro koncové
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Obrazek 4: Schématické zobrazeni metody zalozené na mikrosatelitovych repeticich (pfevzato s Upravami
z Agarwal et al., 2008).

Jednotlivé nukleotidové variace (SNP) genomové sekvence jedincu vznikaji
zaménou jednoho nukleotidu a pfedstavuji tak nejhojnéjsi formu genetické variability. Jsou
také Siroce pouzivany jako molekuldrni markery distribuované v celém genomu jedince,
ackoli se jejich vyskyt a distribuce mize mezi druhy zna¢né lisit. Naptiklad kukufice ma
1 SNP na 60-120 bp (Ching et al., 2002), zatimco ¢lovék 1 SNP na 1000 bp (Sachidanandam
et al., 2001). SNP markery jsou vhodné pro automatizaci, k rychlé identifikaci kultivara

a konstrukci vysoko-hustotnich genetickych map (Agarwal et al., 2008).

Pro SNP genotypovani bylo vyvinuto mnozstvi metod od starSich az po ty dnes
pouzivané nejmodernéj$i metody, jako naptiklad hybridizace na mikro¢ipech. Genotypovaci
metody aplikovane v celé fadé studii vyzaduji dva hlavni kroky: (1) alelova diskriminace —
uréeni typu baze pfitomného v daném SNP lokusu, (2) detekce signalu (Twyman, 2005).
SNP miiZeme v genomu detekovat bud’ sekvencné nespecificky, coz je zaloZeno na odlisné
mobilit¢ DNA molekul lisici se o nukleotid nebo sekvenéné specificky, kdy alely mizeme
rozliSit: alelovée specifickou hybridizaci, alelové specifickym prodluzovani primert, alelové

specifickou ligaci oligonukleotidil, alelové specifickym invazivnim $tépenim (Crhék, 2007).
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Nasledny signal mize byt detekovan pomoci metod vyuZzivajici fluorescencni znacky,

hmotnostni spektrometrii a metodou pyrosekvenovani (Twyman, 2005).

3.6 Vyuziti SSR u Musaceae

Molekularni markery jsou Siroce pouzivanou metodou pro genotypovani, nebot
umoziuji mapovani gent, identifikaci odrid a rozliSeni mezi druhy uz v ranych fazich
vyvoje rostliny. Tato metoda muze byt také vyuzita ke studiu variability genetického
materialu péstovanych plodin, umoziuje provést srovnani mezi polozkami v rdmci sbirek
a pomoci tak pfi jejich efektivnim vyuziti. Z téchto dtvoda byly Lagodou et al. v roce 1998
vyvinuty mikrosatelitni markery pro celed Musaceae a navrZzeny primery pro 47
specifickych lokust. Crouch et al. (1998) se ve svém vyzkumu také zaméfili na vyuziti
a vyvoj SSR markerd u Musaceae a vyvinuli primery pro dal$ich 24 mikrosatelitnich lokus.
V rdmci dalsi studie Crouch et al. (1998) provedl oligonukleotidovy screening genomoveé
knihovny Musa acuminata, pfi¢emz bylo zjisténo, ze vétSina SSR markerti vychazi
z dinukleotidovych repetic (naptiklad GA, CT, GA). Trinukleotidové a tetranukleotidové
repetice se u rodu Musa vyskytovaly s podstatné nizsi frekvenci. Autoti obou studii dospéli
k zavéru, ze mikrosatelity jsou spolehlivé markery pro genetickou analyzu a pro pouziti ve
Slechténi novych odrud. V nasledujicich letech se dalsi a dalsi autofi (naptiklad Creste et al.,
2003; Miller et al., 2010) zabyvali charakterizaci bananovych kultivart s pouzitim
specifickych mikrosatelitnich lokust. Hipollyte et al. (2012) ur¢ili nejpravdépodobnéjsi
diploidni pfedky nékterych dnes péstovanych triploidnich kultivart (napt. Cavendish, Gros
Michel, Pome). Ke studiu pouzili stejnou SSR genotypovaci platformu 22 markerq, ktera je
pouzivana ke genetické analyze a klasifikaci genofondu Musa v této praci. De Jesus et al.
(2013) pouzili SSR lokusy jako kodominantni markery ke studiu popula¢ni struktury vice
jak 220 polozek z Embrapa ex situ sbirky bananovniku. V rdmci studie Kitavi et al. (2016)
bylo 100 SSR markeri pouzito ke genotypovani 90 fenotypové odlisnych kultivari
bananovniki vychodoafrické vyso€iny a byla zjistovana jejich geneticka a morfologicka
rozmanitost, pfibuznost s ostatnimi podskupinami Musa a zmény velikosti EAHB populace

Vv prib¢hu evoluce.

Vyuzitim SSR markert u Musaceae se také zabyvala autorka Christelova et al.
(2011), jejichz studie méla za cil vytvorit a standardizovat protokol pro klasifikaci
genofondu Musa. V této studii bylo na mnozin¢ bananovych genotypu testovano

a optimalizovano vyuziti 22 publikovanych SSR markera (Lagoda et al., 1998; Crouch et
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al., 1998; Hippolyte et al., 2010). Z ptivodnich 22 markert bylo vybrano 19 pro jejich jasné
reprodukovatelny amplifika¢ni profil a popsany genotypovaci systém piedstavuje novy

standard pro molekularni charakterizaci polozek v genové bance bananovniku.

Tento projekt, ktery stale pokracuje a jehoz soucasti je i tato bakalarska prace, ma za
cil s vyuzitim SSR genotypovaci platformy, postupné analyzovat a ovétit zafazeni vSech
polozek genové banky Musa ITC. Doposud se pomoci prutokové cytometrie (pro ovéfeni
ploidie) a SSR markerti podafilo analyzovat 660 polozek z celkovych vice nez 1500.
Jednotlivé polozky jsou klasifikovany na zakladé¢ morfologickych znakl, zékladniho
chromozomového ¢isla a na molekularni Grovni, coz umoziiuje naptiklad odhalit somatické
mutace nebo identifikovat duplicitni a Spatn€ zafazené polozky. VSechny poloZzky byly

zafazeny do 13 klastrt (tabulka 2).

Vysledky molekularni charakterizace provedené v ramci tohoto projektu jsou
zasadni pro fizeni a zachovani globalni sbirky genetického materidlu u rodu Musa a
poskytuji podrobny obraz o genetické diverzité bananovniku. Vysledky také ptredstavuji
pomyslny odrazovy mustek pro dalsi molekularni a morfologické analyzy dosud méné

znamych skupin.
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Tabulka 2: Klastrovani jednotlivych skupin ¢eledi Musaceae (ptevzato s Upravami od Christelova et al.,

2017).

Néazev skupiny

Cislo Klastru

M. acuminata ssp. burmannica
AA cv. Pisang Jari Buaya
Rhodochlamys

M. acuminata ssp. sumatrana
M. acuminata ssp. malaccensis
AAA Ibota

AAcv. ISEA 1

Callimusa — Australimusa complex
M. schizocarpa

M. ornata

M. itinerans

ABB Klue Teparot

M. balbisiana

AAB Mysore

ABB P. Awak

AB Ney Poovan

AB Kunnan

AAB Silk

AAB Pome

AA cv. P. Tongat

AA cv. IndonTriNG

AAA Red

AAA Hetero (Ambon, Rio, Orotava)

AAA Cavendish

AA cv. African

AAA Gros Michel

AAcv. ISEA 2

AAA Lakatan

AAA Umg Bir

AAA Mutika/Lujugira
AA cv. P. Sapon

M. acuminata ssp. zebrina
AA cv. IndonTriPh

M. acuminata ssp. microcarpa
AXS

ABB P. Kepok

AB Raja Batu

AAB P. Raja(h)

AA cv. banksii sensu lato
M. acuminata ssp. banksii
AA cv. banksii derivatives
ABB Saba

ABB Bluggoe—Monthan
AAB Maoli—Popo’ulu
AAB Plantain-linked
AAB Plantain

|

|
1
11
11
11
11
v
\Y
VI
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4 Material a metody
4.1 Rostlinny material

Veskery analyzovany rostlinny material pochazel z International Musa Germplasm
Transit Centre v Lovani (ITC kolekce). Jednotlivé polozky bananovniki (¢eled” Musaceae)
byly doruéeny jako in vitro zakotenéné rostliny, pro kazdou polozku 4 az 5 rostlin. Kazda
takovato polozka pochézejici z genove banky byla ozna¢ena ITC kdodem a nazvem polozky
(ptiloha 1).

4.2 Pouzité chemikalie, soupravy a roztoky
4.2.1 Pouzité chemikalie

e agar6za (VWR Life Science, kat. ¢. 232-731-8)

e bromfenolova modi (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 263-653-2)

e DAPI (LifeTechnologies, kat. ¢. D21490)

e dNTP set 100 mmol-I* (VWR Life Science, kat. ¢. 733-1364)

e dodecylsiran sodny (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 436143-100G)

e ethidium bromid (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 214-984-6)

e etylalkohol — 96 % roztok (Lach-Ner, s.r.o., 603-002-00-5)

e Formamide HiDi™ (ThermoFisher Scientific, kat. & 4311320)

e glycerol — 99,9 % roztok (Sigma, kat. ¢. 200-289-5)

e hydrogenfosfore¢nan sodny dodekahydrat (Lachner, kat. ¢. 30061-APO0)

e kyselina borit4 (Lach-Ner, s.r.o., kat. ¢. 005-007-00-2)

e Kkyselina citronova monohydrat (Lachner, kat. ¢. 10020-AP0)

e Lambda DNA 500 pg-ml? (bioLabs, kat. ¢. N3011S)

e LIZ standard GeneScan™ 500 (ThermoFisher Scientific, kat. ¢. 4322682)

e octan sodny trihydrat 3 mol-I* (Lachner, kat. ¢. 40122-AP0)

e 5°‘znaCené primery 6-FAM-M13, VIC-M13, NED-M13, PET-M13 (syntetizovano
ThermoFisher Scientific, kat. ¢. 450006)

e Tag DNA polymeraza 5000 U-ml* (New England BioLabs, kat. ¢. M0273X)

e Taq pufr — 10x Standard (New England BioLabs, kat. ¢. M0273X)

e Trizma® base (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 201-064-4)

e Tween 20 (Sigma-Aldrich, kat. ¢. P9416)
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4.2.2

4.2.3

xylenecyanol (Sigma-Aldrich, kat ¢. 220-167-5)

Pouzité soupravy
NucleoSpin® Plant 1l kit (Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, kat. ¢. 740770.250)
Pouzité roztoky a jejich priprava

OTTO I: 4,2 g 0,1mol-I* kyseliny citronové monohydratu, 1 ml 0,5% Tween 20,
doplnit do 200 ml destilovanou vodou. Filtrovat pfes 0,22um filtr. Uchovavat

v lednici.

OTTO II: 28,65 g 0,4mol-I"* hydrogenfosfore¢nanu sodného dodekahydratu doplnit
asi do 150 ml destilované vody. Filtrovat ptes 0,22 um filtr. Pfidat 10 ml zdsobniho
roztoku DAPI. Doplnit do 200 ml destilovanou vodou. Uchovavat v tmavé 1ahvi pti

pokojové teplote.

DAPI (0,1 mg-ml?): 5 mg DAPI rozpustime v 50 ml destilované vody. Michat asi 60

minut, filtrovat ptes 0,2um filtr. Skladovat ve tmé pti -20 °C.

5x TBE (pH 8): 54 g mol-I"* Tris base, 27,5 g kyseliny borité, 20 ml 0,5 mol-I* EDTA

rozpustit v 1 000 ml destilované vody.

1mol-I"* Tris base (pH 8): 12,11 g Tris base rozpustit v 80 ml destilované vody, pH

upravovat koncentrovanou HCI.

0,5mol-I"t EDTA (pH 8): 18,61 g chelatonu 3 dihydratu rozpustit v 80 ml vody, pH

bé&hem rozpousténi upravovat NaOH (asi 2 g na 100 ml), autoklavovat.

6x STOP C: 2 ml 0,5mol-I* EDTA, 1 ml 10% SDS, 5 mg 0,05% bromfenolové
modfi, 5 mg 0,05% xylenecanolu, 5 ml 0,85% glycerolu, doplnit do 10 ml

destilovanou vodou.

Ethidium bromid (0,5 mg-ml): 5 mg ethidium bromidu rozpustit v 10 ml destilované

vody. Skladovat ve tm¢.
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e Octan sodny trihydrat (3 mol-I%, pH 5,2): 40,82 g rozpustit ve 100 ml destilované

vody. pH upravovat koncentrovanou kyselinou octovou.

4.3 Seznam pouzitych pristroju a zarizeni

e centrifuga CR 4i (Jouan)

e clektroforeticka komtirka OWL A6 (ThermoScientific)
e geneticky DNA analyzator 3730xI (Applied Biosystems)
e gradientovy termocycler C1000 Touch (Bio-Rad)

e homogenizator MM 301 (Retsch)

e laboratorni vahy Vibra AJ (Shinko Denshi)

e laminarni box LaminAir (ThermoScientific Holten)

o lyofilizator Heto Dry Winner (Jouan)

¢ minicentrifuga PlateFuge (Benchmark Scientific)

e prutokovy cytometr CyFlow Space (Sysmex-Partec)

e UV transluminator InGenius (Syngene)

e vodni lazen J 18 Bain Univ (Jouan)

e vortex Genius 3 (IKA®)

e vortex Reax control (Heidolph)

e zdroj napéti EC 300XL (ThermoScientific)

4.4 Software

e GeneMarker® (Softgenetics, LLC, State College, PA, USA)
e GeneSnap V 7.07 (Syngene, Synoptics, Cambridge, Velka Britanie)

4.5 Metodika
4.5.1 Méreni stupné ploidie

Stupen ploidie byl méfen metodou priutokové cytometrie pomoci pritokového
cytometru Sysmex-Partec CyFlow Space u kazdé z péti rostlinek vSech analyzovanych
polozek. Zhruba 1cm segment z mladého listu bananovnikd bylo nasekano ziletkou ve

sklenéné Petriho misce s 500 ul roztoku Otto I. Vznikly homogenét byl piefiltrovan pies
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nylonovy filtr do kyvety. K suspenzi byly pfidany jadra kutecich erytrocyti (pfipravené
podle Galbraith et al., 1998) slouzici jako referen¢ni standard. Po 30-minutové inkubaci pii
pokojové teploté byl pfidan 1 ml roztoku Otto II. Nésledovala analyza na pratokovém
cytometru. Stupen ploidie polozek bananovniku byl stanoven na zakladé poméru pozic piki
jader kufecich erytrocytl a jader vzork.

45.2 lzolace DNA

Po zméfeni stupné ploidie byl rostlinny material lyofilizovan a uchovan pro ptipadné
dalsi analyzy. V zavislosti na vysledku méteni ploidie u jednotlivych rostlin kazdé ITC
polozky, byla z lyofilizovaného pletiva izolovana genomova DNA. Pokud vSechny rostliny
jedné polozky vykazovaly stejnou ploidii, genomova DNA byla izolovana ze vSech rostlin
najednou. Pokud se objevil rozdil v ploidii v rdmci rostlin stejného druhu, byla DNA
izolovdna individualné zkazdé znich a jednotlivé rostliny byly analyzovany jako
samostatné polozky. 1zolace DNA byla v obou ptipadech provedena s pouzitim NucleoSpin
Plant 11 kitu.

45.3 Gelova elektroforéza

Kvalita izolované genomové DNA byla ovétena pomoci gelové elektroforézy, pro

kterou byl pouzit 1% agar6zovy gel.

45.4 PCR amplifikace

Pro danych 19 SSR lokust byly navrzeny forwardové SSR primery s 5'koncovym M13
prodlouzenim, umoziujici amplifikaci lokusi pomoci univerzalnich fluorescenéné
zna¢enych primerd. Soubor 19 SSR markeri piedstavujici zakladni genotypovaci platformu
pro Musa shrnuje tabulka 3. Pro kazdou PCR reakci na 1 vzorek bylo ptipraveno 20 pl
reakéni smési Vv nasledujicim slozeni: 2 ul reakéniho pufru pro Tag polymerazu (NEB),
200umol dNTPs, 0,08umol specific forward primer s M13-extenzi, 0,06 umol fluorescen¢né
znaceny univerzalni forward primer M13, 0,1umol specificky reverse primer, 1 U Tag DNA
polymerazy, 10 ng templatové genomové DNA na vzorek, sterilni redestilovanou vodu
doplnénou do celkového objemu. PCR reakce probihala za nasledujicich podminek: 5-
minutova denaturace pii 94 °C, nasledovana 35 cykly: denaturace po dobu 45 s pfi teploté

94 °C, annealing po dobu 1 minuty pfi teploté odpovidajici nasednuti specifickych primerd,
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prodluzovani primerti 1 minutu pii 72 °C, posledni 5-minutovy krok finalniho prodluZovéni

pii 72 °C.

Tabulka 3: 19 testovanych SSR markerl (pfevzato s Upravami od Christelova et al., 2011).

Polozka v Teplota Min Max
Marker Fluorofor  Motiv Reference genové annealingu velikost - velikost

bance °C] alely alely

[bp] [bp]

mMaCIR01 6-FAM (GA)20 Lagoda et al. (1998) X87262 55 241 440
mMaCIR03 6-FAM (GA)10 Lagoda et al. (1998) X87263 55 111 147
mMaCIR07 NED (GA)13 Lagoda et al. (1998) X87258 53 136 195
mMaCIR08  VIC (TC)6N24(TC)7 Lagoda et al. (1998) X87264 55 229 283
mMaCIR13 PET (GA)16N76(GA)8 Lagoda et al. (1998) X90745 53 268 427
mMaCIR24 PET (TC)7 Lagoda et al. (1998) 785972 48 240 291
mMaCIR39 VIC (CA)5GATA(GA)5 Lagoda et al. (1998) 785970 52 329 390
mMaCIR40 6-FAM (GA)13 Lagoda et al. (1998) 785977 54 169 247
mMaCIR45 6-FAM (TA)ACA(CTCGA)4 Lagoda et al. (1998) 785968 57 274 318
mMaCIR150  VIC (CA)10 Hippolyte et al. (2010)  AM950440 54 253 376
mMaCIR152  6-FAM (CTT)18, (CT)17, (CA)6  Hippolyte et al. (2010)  AM950442 54 147 195
mMaCIR164 VIC (AC)14 Hippolyte et al. (2010)  AM950454 55 256 458
mMaCIR196 NED (TA)4, (TC)17, (TC)3 Hippolyte et al. (2010)  AM950462 55 163 201
mMaCIR214 NED (AC)7 Hippolyte et al. (2010)  AM950480 53 115 238
mMaCIR231  NED (TC)10 Hippolyte et al. (2010)  AM950497 55 236 286
mMaCIR260 PET (TG)8 Hippolyte et al. (2010)  AM950515 55 204 264
mMaCIR264  6-FAM (cn17 Hippolyte et al. (2010)  AM950519 53 234 383
mMaCIR307 NED (CA)6 Hippolyte et al. (2010)  AM950533 54 143 173
Ma-3-90 PET (CT11 Crouch et al. (1998) nfa 53 147 191

4.5.5 Purifikace PCR produkti

Na piecisténi 20 pl PCR produktu byl smichanim 3 ul octanu sodného (pH 5,2) s 70 ul
96% etanolu ptipraven purifikaéni roztok. Po pfidani roztoku k produktim se obsah
mikrotitracnich desticek nechal pti pokojové teploté 15 minut srazet. Poté byly vzorky 30
minut centrifugovany pii 4 200 rpm. Vznikly supernatant byl slit a k peletu bylo ptidano
100 ul 70% etanolu. Vzorky byly za stejnych podminek opét centrifugovany. Dva
ptedchazeji kroky byly jesté jednou zopakovany. Po 15-minutové centrifugaci byl
supernatant slit a vzorky byly pro odstranéni rezidualniho etanolu centrifugovany dnem
vzhuru 30 sekund pti 500 rpm. Dale byly vzorky 30 minut suseny v laminarnim boxu a poté
sterilni redestilovanou vodou 2,5x nafedény viaéi ptivodnimu objemu. Takto pieciSténé

vzorky byly pfipraveny k dal$i analyze anebo uchovany v mrazicim boxu.
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4.5.6 Priprava vzorki na fragmentac¢ni analyzu

Po precisténi byly vzorky piipraveny na elektroforetickou separaci v sekvenatoru.
Na celkovy objem 12 ul na jamku byl pfipraven roztok obsahujici 0,2 ul L1Z standardu, 0,8
ul roztoku piecisténého PCR produktu a podle stupné multiplexu (soucasna Separace
produkti nékolika SSR markert ve stejné reakci) byl objem doplnén Hi-Di formamidem.

Poté byly vzorky 2 minuty denaturovany pii 98 °C.

4.5.7 Fragmenta¢ni analyza a vyhodnoceni

Za ucelem snizeni nakladii a zvySeni kapacity genotypové platformy byly pouzivany
Ctyfi razné fluorescenéni znacky (6-FAM, VIC, NED, PET), které umoznily ¢tyfnasobné
multiplexovani PCR produktt. Nasledna elektroforeticka separace a detekce signalu byly
provadény pomoci automatického 96-kapilarnihno DNA analyzatoru. Vysledné Udaje byly
analyzovany pomoci GeneMarker® (Softgenetics, LLC, State College, PA, USA).
Genotypova data byla pfevedena na binarni data a analyzovana jako zaznam dominantniho
markeru, kde 1 znamenala pFitomnost dané alely a O jeji absenci (Weising et al., 2005). Data
157 analyzovanych polozek byla sloucena s daty v ,,core subsetu®, ktery obsahuje polozky
diive ovétené jako spravné klasifikovang, a tudiz spravné klastrujici polozky (Christelova et
al., 2017). Ziskana data byla pouzita pro generovani matic genetické podobnosti na zakladé
koeficientu genetické vzdalenosti Nei (Nei, 1973) v softwaru PowerMarker (Liu et Muse,
2005). Pro naslednou klastrovaci analyzu byla pouzita metoda ,,unweighted pair-group*
s aritmetickym priumérem (UPGMA; Michener et Sokal, 1957). Dendrogramy byly
sestaveny na zakladé vysledkl analyzy UPGMA a vizualizovany ve form¢ stromu pomoci
programu TreeView (Page, 1996). Ve vysledném dendrogramu byla sledovana poloha vSech
analyzovanych polozek a bylo vyhodnoceno, zda jednotlivé polozky klastruji v souladu

s o¢ekdvanim na zdkladég klasifikace uvedené v databazi MGIS.
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5 Vysledky a diskuse

Hlavnim cilem této bakalaiské prace, bylo systematicky charakterizovat dvé zasilky
z genové banky bananovniku (ITC kolekce) urcené ke genotypovani pomoci SSR markerti
vramei projektu MSMT LG15017, coz predstavovalo celkem 158 polozek (piilohy —
tabulka 1).

5.1 Ovéreni ploidie

U vSech polozek byla stanovena ploidie pomoci pritokové cytometrie, pfi¢emz
u vétsiny polozek byla ocekavana ploidie potvrzena. Jen 9 polozek se od ocekavané ploidie
po zméfeni lisilo (tabulka 4). Mezi tyto polozky patii Kerua (ITC0827), klasifikovana jako
AARB triploid a polozky Nzumoheli I (ITC0717) a Inarnibal (ITC1149) popsany jako triploid
AAA. U vsech tii polozek byla naméfena hodnota odpovidajici diploidnimu genomu.
Polozka IRFA 908 (ITC1268) v MGIS klasifikaci oznacena jako tetraploid, byla po zméteni
opét urcena jako triploid. V genové bance dosSlo nejspiSe k mylnému oznaceni polozky.
Polozky Chuoi Nanh heo (ITC1408), Chuoi Com Lao (ITC1409), Dimaemamosi (1ITC0920),
Wambo (ITC0944) a SH-3764 (ITC1352) Kklasifikovany jako diploidi, byly zméfeny jako
triploid. U tfi polozek z celé zasilky, Katual no. 2, Kanara, Japaraka no. 2, byla naméfena
jina ploidie u v8ech péti rostlin. Polozka Katual no. 2 (ITC0786) obsahovala dvé rostlinky
diploidni a tfi triploidni. U zbylych dvou polozek byla zjisténa mixoploidie. U polozky
Kanara (ITC0452) popsané jako triploid, dvé z péti rostlinek vykazovaly mixoploidii, tzn.
piitomnost jader o odlisném stupni ploidie v jedné rostlin€, v tomto piipad¢ 5x + 6x. Dalsi
tii rostlinky reprezentujici tuto polozku byly v souladu s o¢ekavanim triploidni. Polozka
Japaraka no. 2 (ITC0605) vykazovala 2x + 4x mixoploidii u tfi z péti rostlinek a zbylé dvé
byly diploidni nebo tetraploidni. Pfitomnost mixoploidnich rostlinek neni artefaktem
v dusledku akumulace bunék v G2 fazi bunétného cyklu, ale k polyploidizaci doslo vlivem
dlouhodobého péstovani kultur in vitro, které prispiva ke vzniku somaklonalni variability
(Vuylsteke et al., 1996). Tato variabilita miize byt zpusobena napiiklad zménami v poctu
chromozomi, bodovymi mutacemi, somatickym crossing-overem, sesterskou vyménou
chromatid, DNA amplifikaci a metylaci DNA. VSechny tyto procesy mohou vest také ke
zméné fenotypu péstovanych rostlin (Krishna et al., 2016).
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U vétsiny polozek, kde ploidie souhlasila, poskytla tato analyza cenou zpétnou vazbu

pro ovéfeni spravnosti udaji a aktualizaci databaze MGIS.

Tabulka 4: Analyzované polozky ¢eledi Musaceae lisici se od oéekavané ploidie.

Klasifikace dle MGIS

ITC kdd Nazev poloZky Genomova konstituce Ocekavana ploidie Z;Tfil;eigé
ITC 1408 Chuoi Nanh heo AA 2X 3x
ITC 0827 Kerua AAB 3x 2X
ITCO0717 Nzumoheli | AAA 3x 2X
ITC 0920 Dimaemamosi AA 2X 3x
ITC 0944 Wambo AA 2X 3x
ITC 1352 SH-3764 AA 2x 3x
ITC 1409 Chuoi Com Lao AB 2X 3x
ITC 1149 Inarnibal AAA 3x 2X
ITC 1268 IRFA 908 AAAB 3x 3x

5.2 Redéni DNA

Kvalita izolované DNA byla zkontrolovana podle vysledku z elektroforézy

(obréazek 5) a nasledné podle koncentrace PCR produkti nafedéna.

X1 AZ2: A3 i 2l Dl 0 1l 12 13 14 15 16 17

ST . -

Ged e BB e b0 B LS e B e e iy

Obrazek 5: Elektroforetickd analyza vybranych vzork izolované genomové DNA pouzité pro SSR

genotypovani.

A1, A2, A3: standard (A DNA, v mnozstvi 50 ng, 100 ng, 150 ng)

1-17: vzorky genomové DNA nanesené v mnozstvi 1 pl

1-1TC0591, 2-1TC1396, 3—1TC0003, 4 —1TC1382, 5—-1TC1405, 6 — ITC0345, 7 - 1TC1299, 8 — ITC0881,
9-1TC1043, 10 - ITC1323, 11 - ITC0532, 12 - ITC1352, 13 - ITC1143, 14 - ITC1340, 15 - ITC0399, 16 —
ITC0219, 17 — 1TC1448
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5.3 SSR analyza

Nasledn¢ byla provedena analyza pomoci SSR markeru, jejiz vysledky byly ptidany
do dendrogramu vytvofeného autorkou Christelovou et al. (2017) na zakladé morfologické

klasifikace vSech doposud analyzovanych polozek (obrazek 6).
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Obrézek 6: Dendrogram sestaveny z core subsetu rozdéleny do 13 klastri (pfevzato od Christelova et al.,
2017).

Tento dendrogram, rozdéleny do 13 klastrii obsahujici 48 Musa skupin byl brén jako
zéklad, do kterého bylo postupné¢ ptidavano vSech 158 polozek. Po ptidani vznikl novy
dendrogram, ve kterém bylo sledovano umisténi polozek v jednotlivych klastrech v kontextu
jiz diive provéfenych polozek tvofici ,,core subset. Na zakladé¢ jejich zafazeni do klastra
byly vyhodnoceny ty, které mohou byt problematické. Z celkovych 158 polozek bylo 107
(68 %) vyhodnoceno jako neproblematickych, spravné klastrujicich polozek. Tedy vétSina
klastrovala podle o¢ekavani, ale byly identifikovany i takové, které se objevily v jinych
klastrech nebo vytvofily novou podskupinu. VSechny problematické polozky shrnuje
tabulka 5.

5.3.1 Potencialné nové klastry

Mezi polozky, které se nezaradily do zadnych jiz existujicich klastrt, ale vytvorily

novou podskupinu pati PITA 12 (ITC1203), TMP2x 1297-3 (ITC1292), PITA 5 (ITC1141),
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PITA 8 (ITC1272), PITA 3 (ITC1200), IRFA 908 (ITC1268) a Nou (ITC1236) spole¢né
vytvaiejici novy klastr ve vazbé na AAB Plantain-linked. Polozky 30456-3 BITAS8
(ITC1811), FHIA-20 R1-1 (ITC1321) a FHIA-20 R1-6 (ITC1323) jsou tetraploidni hybridi,
u nichz nemame podrobnéjsi informace o ptivodu, ale mohou vytvaret zdklad nového klastru
odvozeného od AAB Plantain-linked. U tetraploidnich hybridnich polozek CRBP 38
(ITC1343) a CRBP 33 (ITC1340) také nejsou zjistény podrobnéjsi informace o jejich

puvodu, ale mohou byt zdkladem nového klastru odvozeného od AAB Plantains.

5.3.2 Polozky drive nedostatecné klasifikované

U polozek s nedostatecnou klasifikaci nelze urcit, zda se jednd o Spatn€ popsanou
polozku, nebot chybi ptesnéjsi klasifikace. Mezi takovéto polozky se zaradily Pisang
Kenning (ITC1298), 75-19S (ITC0224) a IITA hybrid 2145/1320 (ITC 1448). Vysledky
SSR analyzy v takovém piipadé slouzi jako voditko pro doplnéni chybé&jicich informaci a po
ovéteni fenotypu mohou mit vyznamnou roli pfi spravném taxonomickém zatazeni téchto

polozek.

5.3.3 Problematické polozky

Po SSR analyze byly identifikovany také polozky, které byly chybné zatrazené, ale
nevytvorily novou podskupinu, takovychto polozek ze vSech analyzovanych bylo celkem
36.
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Tabulka 5: Analyzované polozky, které byly po vSech provedenych analyzach vyhodnoceny jako
problematické.

MGIS Classification (group, subgroup)

Zmérena
ITC kéd Nazev polozky Genomova konstituce ploidie Klastrovani
Potencialné nové klastry
ITC 1203 PITA 12 _ 4x
ITC 1141 PITAS _ 4x
ITC 1272 PITA8 AAA 4x
vytvaieji novy klastr ve vazbé na
ITC 1200 PITA3 _ 4x AAB Plantain-linked
ITC 1236 Nou _ 3x
ITC 1268 IRFA 908 AAAB 3x
ITC 1292 TMP2x 1297-3 _ 2X
ITC 1811 30456-3 (BITA8) _ ax
vazba na AAB Plantain-linked
ITC 1321 FHIA-20 (R1-1) AAAB 4x klastr
ITC 1323 FHIA-20 (R1-6) AAAB 4x
cre 3 b o
ITC 1340 CRBP 33 AAAB 4x Plantains
Polozky s diive
nedostatecnou nebo
chybéjici klasifikaci
ITC 1298 Pisang Kenning _ 3x AAB Pisang Rajah
ITC 0224 75-19S 3x AAB Plantain-linked
ITC 1448 I1ITA hybrid 2145/1320 ~ 2x Rhodochlamys
Problematické polozky
ITC 1362 Chuoi La Trang AAB/Pisang Kelat 3x AA cv. Pisang Jari Buaya
ITC 1408 Chuoi Nanh heo AA 3x AAB Mysore
ITC 0827 Kerua AAB 2X AA cv. banksii derivatives
ITC 0427 Bandjim AAA 3x AA cv. banksii derivatives
ITC 0717 Nzumoheli | AAA 2X AA cv. African
ITC 1781 Musa balbisiana balbisiana 3x AAA Ibota
ITC 1400 Pisang Lilin AA 3x AAB Pome
ITC 1178 Buitenzorg acuminata/Zebrina 4x AAcv. ISEA 2
ITC 1303 NAM AAA 3x AAB Plantains
ITC 1363 Ngop Dui Duc ABB/Bluggoe 3x AAB Plantain-linked
ITC 0516 Eberedia Ukom AAB/Plantain 2X AA cv. banksii s.I.
ITC 0920 Dimaemamosi AA 3x AAB Plantain-linked
ITC 0944 Wambo AA 3x AAB Plantain-linked
ITC 1383 Chuoi Mo Giang ABB/Monthan 3x AAB Plantain-linked
ITC 1382 Chuoi Nam ABB 3x AAB Plantain-linked
ITC 1352 SH-3764 AA 3x AAB Mysore
ITC 0878 Kundubu AAB 3x M. schizocarpa
ITC 1364 Ngop Cao ABB/Monthan 3x AAB Plantain-linked
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Tabulka 5 — pokraovani: Analyzované polozky, které byly po v8ech provedenych analyzach vyhodnoceny
jako problematické.

MGIS Classification (group, subgroup)

Zméiena
ITC kéd Nazev polozky Genomova konstituce ploidie Klastrovani
Problematické polozky
ITC 1405 Chuoi Dai Loan AAA/Cavendish 3x AAB Plantain-linked
ITC 1143 Gia Hui ABB/Pisang Awak 3x AAB Plantains
ITC 1409 Chuoi Com Lao AB 3x AAB Maoli Popo'ulu
ITC 1785 Pitogo ABB 3x

spole¢né klastruji ve vazbé na

ITC 0787 Tukuru ABB 3x AAB Maoli Popo'ulu klastr
ITC 1782 Mundo BBB _
ITC 0541 Musa acuminata acuminata 2x Rhodochlamys
ITC 1814 25344-18 PITA 24 ~ 3x AAB Pisang Rajah
ITC 1810 24408-522 (BITAT) ~ 3x AA cv. Pisang Jari Buaya
ITC 1795 NARITA 18 AAA/Mutika/Lujugira 3x AAA Cavendish
ITC 1462 Suu AAA/Mutika/Lujugira 3x AAcv.
ITC 1149 Inarnibal AAA 2X AAcv. ISEA2
ITC 1807 NARITA 15 AAA/Mutika/Lujugira 3x AAcv.
ITC 1426 Tay ABB/Ney Mannan 4x ABB Pisang Awak
ITC 1803 NARITA 19 AAA/Mutika/Lujugira 3x AA cv. Pisang Jari Buaya
ITC 0790 Pink Striped AA 4x M. schizocarpa
ITC 1347 Pisang Serun 403 acuminata/Malaccensis 3x AAA Mutika/Lujugira
ITC 0610 Tuu Gia AA 2X ABB Saba

Polozky Chuoi La Trang (ITC1362) znac¢ena jako AAB/Pisang Kelat a NARITA 19
(ITC1803) znacena jako AAA/Mutika/Lujugira se spole¢n¢ zaradily do klastru AA cv.
Pisang Jari Buaya, piestoze by kazda méla spadat jinam, jedna se tedy o mylnou klasifikaci.
Neodpovidajici ploidie byla zjisténa u polozek Chuoi Nanh heo (ITC1408) a SH-3764
(ITC1352) klasifikovanych jako diploidni AA kultivar, které se ale v dendrogramu zafadily
mezi skupinu triploidnich AAB Mysore. Stejné tak polozka Kerua (ITC0827) klasifikovana
jako triploidni AAB, se zafadila mezi AA cv. banksii derivatives, proto se u této
i pfedchozich dvou polozek opét jedna bud’ 0 mylnou klasifikaci, nebo zaménu v prub&éhu
manipulace s in vitro kulturou v genové bance. Polozka Bandjim (ITC0427) se také zatadila
do klastru AA cv. banksii derivatives, piestoze je klasifikovana jako triploidni AAA kultivar.
Dalsi polozka Nzumoheli I (ITC0717) ptivodné klasifikovana jako triploidni AAA, byla po
zméfeni ploidie identifikovana jako diploid klastrujici k AA cv. African. Polozka
klasifikovana jako Musa balbisiana (ITC1781) po analyze klastrovala do AAA Ibota, zde

mohlo v genové bance dojit k zaméné. Triploidni polozka Pisang Lilin s diploidnim AA
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genomem klastrovala u AAB Pome, opét doslo k diivéjsi mylné klasifikaci nebo zaméng.
Tetraploidni polozka Buitenzorg (ITC1178) je klasifikovana jako Musa acuminata ssp.
zebrina, ale v dendrogramu se zatfadila mezi AA cv. ISEA 2. Polozka NAM (ITC1303)
klasifikovana jako AAA se zafadila do klastru AAB/Plantains. Ngop Dui Duc (ITC1363)
Klastrovala k AAB Plantain-linked, piestoze je klasifikovana jako ABB/Bluggoe. Polozka
Eberedia Ukom (ITC0516) s genomem AAB Plantain, ale klasifikovana jako diploid,
Klastrovala s AA cv. ISEA 2. Diploidni AA polozky Dimaemamosi (ITC0920) a Wambo
(ITC0944) byly po analyze urCeny jako triploidi klastrujici do AAB Plantain-linked.
Triploidni polozky, Klasifikovany jako ABB/Monthan, Chuoi Mo Giang (ITC1383) a Ngop
Cao (ITC1364), také klastrovaly do AAB Plantain-linked. Stejné tak polozka Chuoi Nam
(ITC1382), klasifikovana jako ABB, klastrovala do AAB Plantain-linked. Polozky Kendubu
(ITC0878) s genomem Klasifikovanym jako AAB a tetraploid Pink Striped (ITC0790), ob¢
Klastrovaly s Musa schizocarpa. Polozka Chuoi Dai Loan (ITC1405) ptivodné klasifikovana
jako AAA/Cavendish, klastrovala mezi AAB Plantain-linked. Genom polozky Gia Hui
(ITC1143) byl puvodné klasifikovan jako triploidni ABB/Pisang Awak, ale po analyze se
polozka zatadila do klastru AAB/Plantains. Pivodné diploidni polozka Chuoi Com Lao
(ITC1409) byla po analyze ur¢ena jako triploidni, Klastrujici k AAB Maoli Popo’ulu.
Diploidni AA polozka Tuu Gia (ITC0610) klastrovala do skupiny s genomem ABB. Genom
poloZzky Mundo (ITC1782) byl klasifikovan jako BBB, nicméné existence takového
triploidniho genomu doposud nebyla cytogeneticky prokézana. Dalsi dvé polozky Pitogo
(ITC1785) a Tukuru (ITCO787) popsany jako ABB, klastruji spole¢né s polozkou Mundo
ve vazbé na AAB Maoili Popo’ulu klastr, tudiz miize jit o mylné klasifikované polozky.
Polozka Musa acuminata (ITC0541) myln¢ klastruje s Rhodochlamys. Polozka 25344-
18 PITA 24 (ITC1814) by méla klastrovat s ostatnimi PITA hybridy, ale zatadila se do AAB
Pisang Rajah Kklastru. Triploidni polozka 24408-S22 BITA7 (ITC1810) klastrovala k AA cv.
Pisang Jari Buaya. Tti polozky NARITA 18 (ITC1795), 15 (ITC1807), 19 (ITC1803) se po
analyze zatadily kazda do jiného klastru, i pfes to, Zze se jednd o hybridy odvozené od
Mutika/Lujugira a méli by tedy klastrovat spole¢né. Do klastru Mutika/Lujugira by méla
spadat i polozka Suu (ITC1462) s genomem AAA/Mutika/Lujugira, ale zafadila se k AA cv.
Klastru. Polozka Inarnibal (ITC1149) byla piivodné popsana jako triploidni AAA, po analyze
byla Kklasifikovana jako diploid Klastrujici s AA cv. ISAE 2. Polozka Tay (ITC1426)
s genomem ABB/Ney Mannan mylné klastruje s ABB Pisang Awak. Triploidni poloZzka
Pisang Serun 403 (ITC1347) popsana jako Musa acuminata ssp. malacensis, klastrovala
s AAA Mutika-Lujugira.
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Z vyse uvedenych vysledku je ziejmé, Ze nejCastéjSimi problémy se kterymi se
genove banky potykaji jsou Spatnd nebo nedostate¢na klasifikace polozek (pfedpokladana
taxonomicka informace se ukaze jako nespravna) a také Gasta zaména jiz klasifikovanych
polozek (pti konzervaci obdrzely nespravny Stitek; Mason, 2015). Protoze genové banky
maji slouzit jako provéteny zdroj genetické diverzity, je velice dulezité, aby obsahovaly jen
duvéryhodné polozky. Polozky, které jsou analyzovany jako problematické, musi projit
dalsim kolem ové&fovani, tzv. field verification. Béhem tohoto procesu jsou rostliny opét
vysazeny do pudy V piirozenych klimatickych podminkach, kde je pozorovan fenotyp a je
hodnoceno, zda morfologické znaky odpovidaji danému kultivaru, ¢i nikoliv. Soucasné se
také provadi opakované analyzy pomoci molekularnich markert a cytologickych testi. Po
dobu testovani je dana polozka vyfazena z distribuce genovou bankou, aby bylo zamezeno

Sifeni nespolehlivého materialu (Chase et al., 2016).
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Obrazek 7: Vysledny dendrogram obsahujici nové analyzované poloZky a klastry odpovidajici ,,core

subsetu* — zmenSena verze (plna verze pfilozena na CD jako PDF soubor).
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6 Zavér
Hlavnim cilem prace byla molekuldrni a cytologickd charakterizace polozek

bananovniku ze sbirky Musa ITC pomoci molekularnich SSR markera.

V rdmci této prace byla u 158 poloZzek méfena ploidie a provedena analyza genotypu
pomoci SSR markerd, které jsou pro tyto ucely standardizovanou metodou. Ze vSech
analyzovanych polozek 68 % klastrovalo podle o¢ekavani, tudiz se potvrdila diivejsi spravna
Klasifikace. Zbylych 32 % polozek bylo identifikovano jako problematickych. U deviti
Z nich, byla zjiSténa nesouhlasna ploidie a u dvou zaroven 1 mixoploidie. DalSich dvanact
polozek vytvorilo potencionalni noveé klastry ve vazb¢ na klastry jiz existujici. U tii puavodné
nedostate¢né klafikovanych polozek pfinesla analyza nové informace vyuzitelné k jejich
presnéjSimu zafazeni a u 27 polozek doslo pravdépodobné k mylné klasifikaci, chybé

Vv oznaceni nebo k zaméné pfi manipulaci s polozkou v genové bance.

Tato studie pomohla k ptesnéjSi charakterizaci a spravné klasifikaci polozek genové
banky a identifikovala problematické polozky, u nichz bude docasné pozastavena distribuce
a budou provedeny dal$i analyzy vcetné ovéfeni fenotypu pro ovéfeni spravnosti jejich
zafazeni. Zde prezentované vysledky jsou tak cennou zpétnou vazbou pro zefektivnéni
¢innosti genové banky bandnovniku a zaroven dilezitym zdrojem informaci o genofondu
bananovniku uchovavaném v této kolekci, ktera slouzi celé védecké a Slechtitelské komunité

zabyvajici se bananovnikem.
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8 Prilohy

Priloha 1: Seznam vSech 158 analyzovanych polozek z ITC kolekce.

Klasifikace dle MGIS

ITC kéd Nizev polozky Genomova konstituce Ploidie
ITC 1810 24408-S22 (BITA7) _ 3x
ITC 1259 Burro Cemsa ABB 3x
ITC 0463 Mun AAA 3x
ITC 1362 Chuoi La Trang AAB/Pisang Kelat 3X
ITC 0403 Lai AAA/Red 3x
ITC 1366 Chuoi Tay acuminata/Siamea 2X
ITC 0605 (5) Japaraka no.2 AA 2X
ITC 1408 Chuoi Nanh heo AA 3x
ITC 1347 Pisang Serun 403 acuminata/Malaccensis 3x
ITC 0786 (1, 2) Katual no.2 AA 2X
ITC 1455 Mshale Mlelembo AA/Mshare 2X
ITC 1234 Mugus AAB/Laknao 3x
ITC 0814 Bagul AA 3x
ITC 0601 Hung Tu AA 2X
ITC 0751 Banane Blanche AAB/Plantain 3x
ITC 1803 NARITA 19 AAA/Mutika/Lujugira 3x
ITC 0515 Okoyo Ukom AAB/Plantain 3x
ITC 1130 Corne Taype AAB/Plantain 3x
ITC 1474 Padje ABB/Ney Mannan 3x
ITC 1462 Suu AAA/Mutika/Lujugira 3x
ITC 0478 Punti Poroy AA 3x
ITC 0786 (3, 4, 5) Katual no.2 AA 4x
ITC 1589 Simili Radjah acuminata x balbisiana 4x
ITC 0723 Gorolo AAB/Mysore 3x
ITC 0827 Kerua AAB 2x
ITC 0448 Pisang Keling AAB 3x
ITC 0414 Pisang Sri AAA/Orotava 3x
ITC 1795 NARITA 18 AAA/Mutika/Lujugira 3x
ITC 0637 Musa ornata Oronata/Oronata 2X
ITC 1421 Com Lua AAA 3x
ITC 0100 Moutouka 2 AAB/Plantain 3x
ITC 1368 Tien AA 3x
ITC 0147 Naine de Nyangezi AAA/Mutika/Lujugira 3x
ITC 1785 Pitogo ABB 3x
ITC 0160 Ingarama AAA/Mutika/Lujugira 3x
ITC 0833 Agu AAB 3x
ITC 0807 Mah AA 4x
ITC 0263 Highgate AAA/Gros Michel 3x
ITC 0155 Ingumba y Imbihire AAA/Mutika/Lujugira 3x
ITC 1302 PA 12.03 AAAB 4x
ITC 0714 Kirun AA/Sucrier 2X
ITC 0209 Bise Egome 2 AAB/Plantain 3x
ITC 0427 Bandjim AAA 3x
ITC 0717 Nzumoheli | AAA 2X
ITC 0835 Yeldem-banz AA 3x
ITC 1403 Pisang Mas AA/Sucrier 2X
1TC 0240 Oyoko Akpan AAB/Plantain 3x
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Piiloha 1 — pokracovani:

Klasifikace dle MGIS

ITC kéd Nazev polozky Genomova konstituce Ploidie
ITC 0787 Tukuru ABB 3x
ITC 1203 PITA 12 _ 4x
ITC 1781 Musa balbisiana balbisiana 3x
ITC 1371 Chuoi Cau Man AA/Sucrier 2X
ITC 0164 Rugondo AAA/Mutika/Lujugira 3x
ITC 0308 Huwundu Vita AA/Pisang/Jari Buaya 2X
ITC 0162 Nsira AAA/Mutika/Lujugira 3x
ITC 0844 Kumbak AAA 3x
ITC 1814 25344-18 PITA 24 _ 3x
ITC 1400 Pisang Lilin AA 3x
ITC 0785 Aivip AA 2X
ITC 1178 Buitenzorg acuminata/Zebrina 4x
ITC 1298 Pisang Kenning _ 3x
ITC 1784 Pearly Shell AAA 3x
ITC 0452 (1, 2, 4) Kanara AAB 3x
ITC 1236 Nou _ 3x
ITC 0571 Mons Mari_GL1 AAA/Cavendish 3x
ITC 0129 Nguma AAB/Plantain 3x
ITC 0579 Williams_South Johnstone AAA/Cavendish 3x
ITC 1292 TMP2x 1297-3 _ 2x
ITC 0411 Thong Dok Mak AA 2X
ITC 1770 Kinamay Dalaga AA 2x
ITC 1811 30456-3 (BITA8) _ 4x
ITC 0364 Silver Bluggoe ABB/Blugoe 3x
ITC 1780 Musa balbisiana balbisiana 2X
ITC 0452 (3, 5) Kanara AAB 5x + 6x
ITC 0605 (1, 2, 3) Japaraka no.2 AA 2x + 4x
ITC 0695 Pisang Perecet AA 2X
ITC 1807 NARITA 15 AAA/Mutika/Lujugira 3x
ITC 0574 Robusta AAA/Cavendish 3x
ITC 1141 PITAS _ 4x
ITC 0548 Dwarf Parfitt AAA/Cavendish 3x
ITC 1426 Tay ABB/Ney Mannan 4x
ITC 0831 Rukumamb AAB 6X
ITC 1275 ‘Yangambi no.2 AAB/SIlk 3x
ITC 0224 75-19S _ 3x
ITC 0636 Dominico 500 AAB/Plantain 3x
ITC 0605 (4) Japaraka no.2 AA 4x
ITC 0161 Indemera y"Imbihire AAA/Mutika/Lujugira 3x
ITC 1047 Bosua AAB/Plantain 3x
ITC 0149 Gashulie AAA/Mutika/Lujugira 3x
ITC 1001 Bogia Mun AA 2X
ITC 1768 Gubao ABB 3x
ITC 1783 Paa Dalaga ABB _
ITC 1777 Saba Hapon ABB _
ITC 0790 Pink Striped AA 4x
ITC 0591 Kasaska AA 2X
ITC 1043 leli AAB/Plantain 3x
ITC 1448 IITA hybrid 2145/1320 _ 2x
ITC 1303 NAM AAA 3x
ITC 0484 Gros Michel AAA 3x
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Piiloha 1 — pokracovani:

Klasifikace dle MGIS

ITC kéd Nazev polozky Genomova konstituce Ploidie
ITC 1363 Ngop Dui Duc ABB/Bluggoe 3x
ITC 0691 Pisang Kapas AAB/Laknao 3x
ITC 1396 False Horn AAB/Plantain 3x
ITC 1323 FHIA-20 (R1-6) AAAB 4x
ITC 0541 Musa acuminata acuminata 2X
ITC 1453 Inananbo AAA/Mutika/Lujugira 3x
ITC 0516 Eberedia Ukom AAB/Plantain 2X
ITC 0874 Tumay AAB 3x
ITC 1200 PITA3 _ 4x
ITC 1149 Inarnibal AAA 2X
ITC 0920 Dimaemamosi AA 3x
ITC 0003 Robusta (Poyo) AAA/Cavendish 3x
ITC 0532 Khai (Kampengpeth) AA 2X
ITC 0559 Curare Enano AAB/Plantain 3x
ITC 0150 Inzirabahima AAA/Mutika/Lujugira 3x
ITC 0594 Tapauput AA 2x
ITC 0944 Wambo AA 3x
ITC 1328 GN 60A AAA/Cavendish 3x
ITC 1383 Chuoi Mo Giang ABB/Monthan 3x
ITC 1272 PITA8 AAA 4x
ITC 1382 Chuoi Nam ABB 3x
ITC 1352 SH-3764 AA 3x
ITC 1025 Halaemoemafi AAB 3x
ITC 0163 Inyoya AAA/Mutika/Lujugira 3x
ITC 0634 Hart??n Birracimo AAB/Plantain 3x
ITC 0960 Red Ebanga AAB/Plantain 3x
ITC 0878 Kundubu AAB 3x
ITC 1364 Ngop Cao ABB/Monthan 3x
ITC 1268 IRFA 908 AAAB 3x
ITC 1405 Chuoi Dai Loan AAA/Cavendish 3x
ITC 1143 Gia Hui ABB/Pisang Awak 3x
ITC 0239 Ebare Egome AAB/Plantain 3x
ITC 0225 Osabum AAB/Plantain 3x
ITC 0635 Dominco Macho AAB/Plantain 3x
ITC 0221 Nditu Ukom AAB/Plantain 3x
ITC 0995 Gonub AA 2X
ITC 1398 False Horn, green pseudostem AAB/Plantain 3x
ITC 0345 Poyo AAA/Cavendish 3x
ITC 1340 CRBP 33 AAAB 4x
ITC 0566 Dwarf Maricongo AAB/Plantain 3x
ITC 0470 Posok AA 2X
ITC 0710 IDN107 ABB/Saba 3x
ITC 0972 Morong Princesa AA 2X
ITC 0799 Palakaur AA 2X
ITC 1782 Mundo BBB _
ITC 1299 Msinyore AAB/Plantain 3x
ITC 0919 Ivi Ivi AA 2X
ITC 0471 Bebek AA 2X
ITC 0845 Musa Maclayi Maclayi/Maclayi 2X
ITC 0932 Gilasalasa AA 2X
ITC 1409 Chuoi Com Lao AB 3x
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Piiloha 1 — pokracovani:

Klasifikace dle MGIS

ITC kéd Nazev polozky Genomova konstituce Ploidie
ITC 0577 Williams (Bronze-free) AAA/Cavendish 3x
ITC 0881 Sreake AAB 3x
ITC 0219 Apem Pa AAB/Plantain 3x
ITC 0365 Williams AAAI/Cavendish 3x
ITC 0482 Plantain Baja 1 AAB/Plantain 3x
ITC 1343 CRBP 38 AAAB 4x
ITC 0610 Tuu Gia AA 2X
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