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Souhrn

Predkladana bakaldiska prace se zabyva studiem oblasti ITS1-5.8S-ITS2 u vybranych
zastupct rodu Musa (Celed Musaceae, ad Zingiberales). Oblast 1TS1-5.8S-ITS2 (dale jen
ITS) je soucasti ribozomalni DNA a predstavuje jeden z nejpouzivanéjSich molekulérnich
markerti ve fylogenetickych analyzach. Diky variabilit¢ na trovni sekvence DNA je vhodna
K rozliSeni blizce pfibuznych druhi nebo dokonce poddruhd.

Cilem teoretické ¢asti bakalaiské prace bylo vypracovani literarni reSerSe na zadané téma.
Cilem praktické ¢asti bylo sekvenovani ITS oblasti u 13 planych druhti rodu Musa a zékladni
analyza sekven¢nich dat. Ziskané nukleotidové sekvence byly editovany a bylo vytvoieno
jejich mnohocetné pfifazeni. Soubory mnohocetného pfifazeni byly pouZity pro vytvoieni tzv.
konsensus sekvenci DNA a stanoveni nukleotidové diverzity analyzované oblasti.

V ramci studovaného souboru druhii bylo zjisténo, ze nejvice heterogenni oblast ITS
mezerniku je pfitomna u druhu Musa barionensis. Tento plany diploidni druh obsahuje dva
typy ITS, které jsou navic divergované. Naopak nejvice homogenni oblast ITS byla zjisténa u
druhu M. Monticola.



Summary

Propounded bachelor’s work deals with analysing ITS1-5.8S-1TS2 region of selected
species of genus Musa (family Musaceae, order Zingiberales). ITS1-5.8S-1TS2 spacer of
ribosomal RNA genes represents one of the most utilized molecular marker in phylogenetic
analyses. Thanks to its sequential variability it is appropriate to distinguish closely related
species or even subspecies.

The aim of theoretical part of bachelor’s work was writing a literary introduction about
assigned theme. The aim of practical part was sequencing of ITS region from 13 wild Musa
species and basic analysis of sequencing data. Multiple alignments were prepared from edited
seuences and used for creating consensus seguences. Multiple alignments were also used for
estimation of nucleotide diversity of ITS region in individual analyzed accessions.

The highest sequence diversity within evaluated accessions was find out in Musa
barionensis. This wild diploid species contains two types of ITS region, which are even
diverged. On the other hand, the lowest nucleotide diversity, i.e. the highest homogenity, was

present in M. Monticola.
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1 UVOD

Bananovniky (Musa spp.) jsou vytrvalé jednod€lozné byliny rostouci v tropickych a
subtropickych oblastech. Rod Musa je spoleéné¢ s rody Ensete a Musella fazen do celedi
Musaceae. V ramci rodu Musa se bézné rozliSuji Ctyfi sekce: Eumusa, Rhodochlamys,
Australimusa a Callimusa. Nejvice diversifikovana je sekce Eumusa, ktera zahrnuje i vétsinu
jedlych typi bananovniki. Klasifikace ¢eledi Musaceae, stejné jako rodu Musa, vSak neni
zcela objasnénd. Pomoci molekularnich analyz doslo ke zptesnéni tradi¢niho systému, ktery je
zalozen predevs§im na morfologii a stupni ploidie bandnovnikd.

Vétsina jedlych typti bananovnikii vznikla piirozenou intra- a interspecifickou hybridizaci
mezi dvéma diploidnimi fertilnimi druhy: M.acuminata (A genomu) a M. balbisiana (B
genomu). Tito plani pfedchiidci jedlych bananovnikd pochazi z jihovychodni Asie. VéEtSina
kultivovanych typt jsou sterilni, vegetativné se mnozici diploidni, triploidni nebo tetraploidni
Klony s riznou kombinaci A a B genomd.

Tradicnim vyvoznim artiklem jsou sladké bandny odridy ‘Cavendish’, na kterych je
zalozena ekonomika mnoha zemi stfedni Ameriky. Témér 90 % celkové svétové produkce
bandnl je zdrojem potravy pro miliony lidi ve vice nez 130, pfevazné rozvojovych zemi
svéta. Prevaznou vétSinu péstovanych typia predstavuji Skrobové bandny, které se konzumuji
az po tepelné upraveé. Tyto tzv. ,,cooking bananas™ a plantainy nejsou uréeny pro export, ale
vyhradné pro mistni spotiebu.

Diky vegetativnimu mnozeni jsou jedlé typy bananovnikd nachylné k radé onemocnéni,
které soustavné ohroZzuji bananovou produkci. K eliminaci patogennich organismil je
pouzivano zna¢né mnoZstvi pesticidd, které zatéZuje Zivotni prostfedi a zvySuje produkéni
naklady. Lepsi znalost struktury genomu, ptvodu a genetické diverzity bananovnikd je
dilezita pro Slechténi novych rezistentnéjSich forem. Geneticky systém bandnovnikt je vSak
pomérné neznamy a komplikovany, a to zejména kviilli mezidruhové hybridizaci, strukturni

heterozygotnosti a polyploidii bananovnikd.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Charakteristika bananovniku

2.1.1 Charakteristika bananovniku

Bananovniky patfi mezi jednod€lozné byliny rostouci zejména v subtropickych a
tropickych oblastech. Jejich ptivodnim aredlem vyskytu je pravdépodobné jihovychodni Asie,
ze které se pozdé&ji rozsifily i do jinych ¢asti svéta. Plané druhy se rozmnozuji semeny nebo
vegetativné odnozemi, které zakofeniuji v blizkosti matetské rostliny. Nejvétsi ekonomicky
vyznam maji vSak bezsemenné parthenokarpické druhy bandnovniku, které se mnozi
plodin na svété, odhaduje se, Ze 87% bananové produkce je uréeno pouze pro lokalni spotiebu
(De Langhe a kol., 2009). Banany mohou byt konzumovany syrové, vafené, pe¢ené nebo
suSené. Ze specialnich odrid je mozné vafrit pivo (,,beer banana*) nebo pfipravovat vino a
ocet. Listy bananovnikd se pouzivaji k baleni jidla a k pokryvani stfech obydli. Z nékterych
odrd se vyrabi lana a textilie. Diky svému impozantnimu vzhledu se nékteré druhy péstuji

jako okrasné rostliny.

2.1.2 Morfologie bananovniki

Bananovniky jsou viceleté vytrvalé byliny dosahujici vysky nejcastéji kolem 3 m (Obr. 1).
Neékteré plan€ rostouci druhy jsou vysoké az 15 m. Stonek rostliny se nachazi tésné pod
povrchem pudy a funguje hlavné jako zasobni organ. Zakladem rostliny je nepravy kmen
(pseudostem), ktery je tvofen listovymi pochvami. Listy vyrustaji z pseudostemu ve
Sroubovici a dosahuji délky okolo 2,7 m a &iiky az 60 cm. Rapikaté listy jsou ovalného az
podlouhlého tvaru. Kotfenovy systém je radidlni. Zygomorfni kvéty jsou nahlouceny ve
vrcholi¢natd termindlni kvétenstvi. Spodni semenik je obklopen 5 tyCinkami a chrdnén 5
srostlymi a 1 volnym okvétnim listkem. Plody (bobule) planych druhti obsahuji mnozstvi
cernych tvrdych semen obklopenych duzinou. Naopak jedlé druhy jsou bezsemenné. Plody

bananovnikt rostou v trsech, které dosahuji vahy 20-40 kg.
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Obr. 1: Morfologie bananovniku (pievzato a upraveno z http://old.iita.org).

2.1.3 Taxonomicka klasifikace

Celed” Musaceae je fazena do nasledujiciho systému: Fise Plantae (rostliny), oddéleni
Magnoliophyta (krytosemenné), tfida Liliopsida (jednodélozné), podtiida Commelinidae, rad
Zingiberales (zazvornikotvaré). Podttida Commelinidae obsahuje kromé fadu Zingiberales i
daldi ekonomicky vyznamné fady jako jsou Poales, Commelinales a Aracales. Celed
Musaceae se sklada z rodd Musa, Ensete a Musella. Tradi¢ni klasifikace na arovni druht

vychazi z morfologické charakteristiky a zakladniho chromozomového ¢isla.


http://old.iita.org/
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Rod Ensete je sympatricky s rodem Musa. Zastupci rodu Ensete se vyskytuji v Asii a také
v oblastech tropické Afriky (De Langhe a kol., 2009). Rod obsahuje asi jen osm nebo devét
druhd, pficemz nejdulezitéjsim je druh Ensete ventricosum, jehoz podzemni stonek se
v oblasti Etiopie konzumuje. Rod Musella je pravdépodobné monospecificky a predstavuje ho
jediny endemicky druh M. lasiocarpa, ktery se vyskytuje v horach jihovychodni Asie.
Ackoliv byl v nedavné dobé zaznamenan dalsi druh M.splendida, mnoho autorti povazuje oba
druhy za totozné.

Rod Musa obsahuje ptiblizné 50 druhd a to vcetné vSech jedlych typt bananovniku.
Cheesman (1947) rozdé¢lil rod Musa do 4 pomocnych taxonomickych skupin - sekci: Eumusa,
Rhodochlamys, Australimusa a Callimusa. Eumusa je nejpocetn&jsi sekci a zahrnuje
pfevaznou vétSinu jedlych typd bananovniku, které vznikly pfirozenym inter- a
intraspecifickym kfizenim dvou plané rostoucich diploidnich druhti: M. acuminata (A genom,
x = 11) a M. balbisiana (B genom, x = 11) (Simmonds a Stepherd, 1955). Evoluce nékterych
hybridti zahrnuje také kiizeni s druhem M. schizocarpa (S genom, x = 11) a s druhem M.
textilis (T genom, sekce Australimusa, x = 10). Pfevazna vétsina jedlych typd bananovniku je
triploidnich (2n = 3x = 33). Existuji vSak 1 diploidni jedl¢ typy (2n = 2x = 22) nebo
tetraploidni klony (2n = 4x = 44).

Mezi jedlymi typy bananovniku sekce Eumusa se obycejné rozliSuji tzv. ,,Highland
bananas* a ,,dessert bananas“ (genom AAA), plantainy (genom AAB) a ,,cooking bananas“
(genom ABB), které se vyznacuji vysokym obsahem skrobu. Hlavnim exportnim typem jsou
sladké ,,dessert bananas®. Plantainy a ,,cooking bananas‘ se konzumuji pedevs§im lokaln¢ a to

az po tepelné tprave. Dalsi vyznamnou skupinou jedlych typt bananovniku jsou tzv. Fe'i



banany, které vznikly nezévisle na evoluci jedlych typi ze sekce Eumusa. Fe'i banany nalezi
do sekce Australimusa a jejich piesny pivod neni znam. Predpoklada se, Ze na jejich evoluci
se podilely druhy M. maclayi a M. lolodensis (Simmonds 1956, Cheesman 1950, Jarret a kol.,
1992). Vyskytuji se v oblastech Mikronesie, zapadniho Pacifiku a Francouzské Polynesie.
Jsou zndmé predevsim pro vysoky obsah provitaminu A a prekursord karotenu. Fe'i banany se
konzumuji vafené, avsak jeden typ — kultivar ‘Karat’ se v oblastech Mikronesie konzumuje v
syrovém stavu (Englbergera kol., 2006).

Tradi¢ni klasifikace rodu Musa vyuzivajici morfo-taxonomicka data a zakladni
chromozomové Cislo byla zpochybnéna jiz Simmondem (1962) a Shepherdem (1999). Argent
(1976) vznesl navrh na vytvoreni dalsi sekce Ingentimusa obsahujici jediny druh M. igens (x
= 7). V piirodé¢ jsou ¢asté hybridizace mezi jednotlivymi druhy, které sdileji podobny areal
vyskytu. A né€které druhy, jako napi. M. beccarii nebo dalsi pfedev§im nové popsané druhy
(Hakkinen, 2004, 2005), je obtizné taxonomicky zatadit. Na zékladé RFLP analyzy Gawel a
kol. (1992) navrhl slouceni sekci Eumusa a Rhodochlamys a dale Gawel a Jarret (1995)
navrhli spojeni sekci Australimusa a Callimusa. Ke stejnym zavéram dosel i Wong (2002) na
zakladé AFLP analyzy. Také fylogeneticka analyza ITS oblasti (Li a kol., 2010; Liu a kol.,
2010; Hribova a kol., 2011) potvrdila blizky ptibuzensky vztah mezi sekcemi
Australimusa/Callimusa a Eumusa/Rhodochlamys. Analyza nepodpoiila monofyleti¢nost
rodu Musella, ktery byl jako samostatny rod klasifikovan hlavné na zakladé morfologie a
naopak naznacila blizky pfibuzensky vztah mezi rody Musella a Ensete. Systém celedi
Musaceae tak neni ani dnes zcela vyfeSen a spravnost soucasné klasifikace je stale pfedmétem

diskuze.

2.1.4 Ekonomicky vyznam bananovniki

Jako zakladni zdroj potravy se bananovniky péstuji ve vice nez 130 zemich tropickych a
subtropickych oblasti. NejvétsSim producentem bananti je Indie s ro¢ni produkei 11 milionti
tun  (http://www.nationmaster.com), zatimco nejvétsimi  exportéry jsou Ekvador,
Kostarika, Kolumbie a Filipiny. Celosvétove jsou banany po ryzi, pSenici a kukufici ¢tvrtou

nejdulezitéjsi plodinou. Zejména v rozvojovych zemich Afriky predstavuji dilezité

potravinové zabezpeCeni. Nejvetsi spotieba bananti na osobu je v Ugandé (300 kg/rok).


http://www.nationmaster.com/

VétSina produkcee je ur€ena pouze pro lokalni spotfebu a je vypéstovana tamnimi drobnymi
zemédélci. Mistni farmati si vSak obvykle nemohou dovolit pouzivani nakladnych pesticidd, a
o to vice je jejich produkce nachylna k patogentim. V kombinaci s ne pfili§ urodnou ptidou
tak vynosy v Africe neustale klesaji (4 - 15 t/ha).

Bananovniky jsou jedny z prvnich rostlinnych druhti, které se zacaly domestikovat. Diky
klonalni propagaci jsou péstovani zastupci citlivi K riznym houbovym, bakteridlnim a
virovym chorobam. Onemocnéni ,,Panama disease zptisobené houbou Fusarium oxysporum
objevila v Australii a rozsifila se téméf do vSech regiont, kde se péstuji banany. Toto
onemocnéni zdevastovalo urodu, v té dobé hlavni exportni variety sladkych banant - ‘Gros
Michel’ (AAA), kterd byla v 50. a 60. letech 20. stoleti nahrazena rezistentn&j$im kultivarem
‘Cavendish’ (AAA). ‘Cavendish’ je dodnes hlavni exportnim typem sladkych banan.

Mezi dalsi houbové choroby napadajici bananové plantaze patii i dva druhy onemocnéni
zvané ,,Sigatoka“. Pivodcem onemocnéni ,,Sigatoka® jsou druhy Mycosphaerella musicola a
Mycosphaerella fijiensis. Bananovniky postihuje vSak i cela fada bakterialnich a virovych
onemocnéni a Skiidcii. Mezi bakteridlni onemocnéni patii choroba nazyvana ,,Moko®, jejimz
jsou tzv. ,,Banana bunchy top virus“ a ,,Banana streak badnavirus®“. Obecné rozsifenymi
parazity jsou had’atka nebo savy hmyz Pentalonia nigronervosa, ptenasejici onemocnéni
,bunchy top“ (Stover a Simmonds, 1987).

Nadmérné mnozstvi insekticidi pouzivanych v intenzivnim zeméd¢lstvi sladkych typi
uréenych pro vyvoz znatné zatézuje Zivotni prostiedi. Slechténi novych rezistentnich
kultivar je vSak problematické kvuli polyploidii, vegetativnimu zplisobu rozmnozovani a
partenokarpii bananovniku. Jistou ptekazkou ve Slechténi je také dosud nevyjasnéna evoluce
jedlych typti. Ukazuje se, ze efektivni Slechténi bandnovniku vyzaduje znalost evoluce a
struktury jejich jaderného genomu (Dolezel a Bartos, 2005). Mala velikost chromozomu (1,5
— 3,5 um) v8ak znesnadiuje klasickou cytogenetickou analyzu (Isobe a Hashimoto, 1994;
Osuji a kol., 1996). V zarodecné linii rodu Musa je nicméné obsazeno dostatek genetické
diverzity, ktera ma potencial vyhovét narokim kladenych péstiteli (Heslop-Harrison a
Schwarzacher, 2007).



2.1.5 Diverzita bananovniki a problémy provazejici charakterizaci diverzity

Piedpokladanym centrem piirozené diverzity bananovniku je oblast JV Asie - Malajsie a
Indonesie. Sub-saharska Afrika je povazovana za centrum sekundarni diverzity. Sekundarni
diverzita zahrnuje rozmanitost novych forem odvozenych z akumulace somatickych mutaci
v kombinaci s lidskou selekci.

Jak jiz bylo feCeno, na vzniku vétSiny jedlych typli bananovniku maji nejvétsi podil druhy
M. acuminata a M. balbisiana. M. balbisiana jsou statné rostliny, které disponuji vyhodnymi
agronomickymi vlastnostmi, jako je rezistence k patogenim a schopnost snaset suché a
chladné prostiedi (Ude a kol., 2002). Piedstavuji tak cenny geneticky zdroj pro Slechténi
odolngjSich forem bandnovniku. Zatimco morfologickd 1 genetickd variabilita druhu M.
balbisiana je relativné mala, druh M. acuminata se diverzifikoval do né€kolika poddruhi.
Fylogeneticka analyza Celedi Musaceae ukazala, Ze zastupci M. Balbisiana (B genom) jsou
samostatnou fylogenetickou skupinou (Hfibova a kol., 2011; Li a kol., 2010; Liu a kol., 2010;
Wong a kol., 2002), ktera v ramci sekce Eumusa divergovala asi pied 27,9 mil. lety
(Christelova a kol., 2011). Odd¢leni druhi M. balbisiana a M. acuminata a jejich nasledny
samostatny vyvoj je zvlast zajimavy, vezmeme-li v tivahu jejich spolecnou roli pfi vzniku
jedlych typt bananovniku (Christelova a kol., 2011).

Jak bylo uvedeno vySe, k =zdkladnim charakteristikim kazdého druhu patfi
morfotaxonomicky popis a znalost ploidniho stupné (poctu chromozomil). Pro stanoveni
ploidie zastupcli celedi Musaceae se hojné vyuziva pritokova cytometrie. Pomoci
cytometrickych metod je mozné rychle a piesné zjistit nejen ploidni stav, ale také napiiklad
velikost genomu. Ackoliv jsou morfologicky popis a pratokova cytometrie hlavnimi nastroji k
urCeni genetické diverzity, tyto metody maji své limitace. Pokud jsou rostliny studovany
Vv odlisnych pfirodnich regionech, zlstava otazkou, do jaké miry se na fenotypovém projevu
podili vliv vnéjSiho prostiedi a na kolik je fenotyp ovlivnén geneticky. Proto se stale Castéji
pro analyzu genetické diverzity zac¢ind vyuzivat riznych typ molekularnich markerd.

Jak jiz bylo feCeno, vétSina jedlych typt bananovniku jsou klonalné¢ se mnozici
bezsemenné rostliny, které jsou nachylné vici Siroké Skéle patogenli a Skidct. Za tcelem
zachovani genetické rozmanitosti bananovnikli byla vytvofena genova banka se sidlem v
Belgii (http://www.crop-diversity.org/banana/). Bioversity's International Transit Centre (ITC
kolekce) uchovava ptiblizn¢ 1300 polozek rodu Musa. Pivodné byla genova banka — ITC

kolekce, vytvofena pro uchovani diverzity predevsim jedlych typd bananovniku. V dnes$ni


http://www.crop-diversity.org/banana/

dobé, se vsak rozsituje také o plané€ rostouci druhy. ITC kolekce bananovniku tak ptedstavuje
cennou sbirku, kterd je snadno pfistupna vSem vyzkumnym a Slechtitelskym pracovistim.
Vzhledem k vegetativnimu mnozeni pfevazné vétsiny druhti, jsou v genové bance jednotlivé
polozky uchovavané jako in vitro rostlinky. To vSak pfinasi celou fadu komplikaci. Pfedev§im
moznost zamény nebo smichani jednotlivych polozek pfi pasdzovani na nové zivné medium.
Ke studiu genetické diverzity celedi Musaceae byly pouzity rozmanité typy molekularnich
a biochemickych markerti. Anthocyaninova (Horry a Jay, 1988) a izozymova analyza (Jarret a
Litz, 1986) v minulych letech poukazala na obrovskou rozmanitost druht v ramei rodu Musa.
Pozd¢ji se staly dostupnymi molekularni markery jako RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA), SSR (Simple Sequence Repeats), IRAP (Inter-retrotranspozon Amplified
Polymorphism), DArT (Diverzity Arrays Technology), AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism) a RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism). Zejména SSR a DArT
markery byly Gspésné pouzity ke studiu zarode¢né linie a k ur¢eni ptibuzenskych vztahti mezi

jednotlivymi kultivary.

2.2 Molekularni fylogenetika

2.2.1 Molekularni fylogenetika

Molekularni fylogenetika predstavuje samostatny védni obor, ktery se zabyva vyuzitim
molekuladrnich dat pro Ucely fylogenetiky a systematické biologie. V minulych letech byla
popularni zejména analyza biochemickych markert (izoenzymu a sekundarnich metabolitt).
Dnes se nejcastéji vyuziva DNA markerQ, které jsou oproti izoenzymiim vice variabilni,
poskytuji informace o primarni struktufe DNA a jsou nezavislé na podminkach prostiedi.
DNA markery pouzivané v molekularni fylogenetice by mély spliiovat nékolik piedpokladi —
cetné a rovnomeérné zastoupeni v genomu, vysoky stupenl polymorfismu, experimentalni
nenarocnost a dobra reprodukovatelnost vysledki.

Zatimco vétSina klasickych znaklli ma spiSe kvantitativni charakter, molekularni znaky
maji témet vzdy charakter kvalitativni. Molekularni znaky se v praxi zjist'uji pomoci pifimych
(sekvenovani NK) nebo nepfimych (napt. hodnoceni ptitomnosti restrikénich mist) metod.

Nepiimé metody maji své prednosti v jednoduchosti, rychlosti a financni nendroc¢nosti.



Sekvenovani nam vSak umoziluje ziskat uplnou informaci, kterd je v DNA zapsana.
S ptichodem sekvenacnich metod nové generace doslo navic k vyraznému zefektivnéni celého

procesu a snizeni provoznich naklada.

2.2.2 Molekularni markery nezavislé na sekvenci DNA

Molekularni markery, které nevyzaduji ptedchozi znalost sekvence DNA, jsou zaloZeny na
PCR reakci nebo na hybridizaci. Mezi DNA markery zalozené na hybridizaci patii jedny z
prvnich v praxi pouzivanych DNA markerd — RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism). Genomova DNA je pifi tomto pfistupu nejdiive Stépena restrikéni
endonukledzou. Ziskané fragmenty, které mohou byt vlivem mutaci specifické pro studované
jedince, jsou rozdéleny pomoci elektroforézy a pfeneseny na nylonovou membranu. Poloha
fragmenti se detekuje hybridizaci se znacenou sondou (Southern, 1975, cit. Botstein a kol.,
1980; Seibl a kol., 1990; Mansfield a kol., 1995). Nevyhodou metody je technicka i ¢asova
naroc¢nost a potfeba vysoké vychozi koncentrace DNA (~ 10 pg). Dalsi, moderngjsi
technikou, ktera oproti RFLP analyze umoznuje automatizaci je tzv. DArT technologie
(Diverzity Arrays Technology; Jaccoud a kol., 2001). Jedna se o vysoce vykonnou metodu
nezavislou na sekvenci, kterd je schopna objevit stovky polymorfnich markeri béhem
jednoho experimentu (Wenzl a kol., 2004). DArT detekuje hlavné dominantni markery,
pochazejici z jednonukleotidového polymorfismu restrikénich mist. K redukci komplexity
genomové DNA a vytvotfeni genomové reprezentace je mozné vyuzit fadu ptistupd, napiiklad
Stépeni DNA restrikénimi enzymy. V tomto piipadé jsou ke vzniklym restrikénim mistiim
pfipojeny adaptéry, které slouzi jako cilova mista pro pfisednuti komplementarnich primert.
Sekvence ohrani¢ené primery jsou nasledné¢ amplifikovany PCR reakci. DArT vychazi
z ptedpokladu, ze vytvoiena genomova reprezentace obsahuje dva typy fragmentli: konstantni
a variabilni (polymorfni). Konstantni fragmenty se nachazi u vSech jedincti daného druhu,
zatimco variabilni fragmenty (DArT markery) jsou pfitomny jen u nékterych jedinct. DalSim
krokem je vytvofeni DNA knihovny, ktera pokryva genetickou diverzitu zkoumaného druhu.
DNA knihovna vznika slou¢enim genomovych reprezentaci vybranych jedinct daného druhu,
na které byla aplikovana stejna metoda redukce komplexity jako na individudlni vzorek DNA.

Fragmenty DNA knihovny jsou klonovany v bakteriich E. coli. Jednotlivé klony jsou



preneseny na mikrocip, na kterém probiha hybridizace s fluorescenéné znacenou genomovou
reprezentaci.

Dalsim typem DNA markert hojné vyuzivanych pro genotypovani jsou markery zalozené
na PCR reakci. Prikladem jsou vysoce polymorfni RAPD markery. Metodika RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA; Williams a kol., 1990) je velmi jednoducha, ziskané
vysledky jsou vSak obtizné reprodukovatelné a témé&f neporovnatelné (Ellsworth a kol., 1993).
V prvnim kroku se komplexni DNA podrobi PCR reakci za pouziti ndhodnych
dekanukleotidovych primert. Pravdépodobnost, Ze se v genomu ve vhodné vzdalenosti od
sebe nachazi homologni sekvence k pouzitému oligonukleotidu, je vysoka. Vysledkem je celd
skupina amplifikovanych fragmentt, které se dale rozdéli elektroforézou.

Pozd¢ji vyvinutou alternativu metody RAPD predstavuje AFLP (Amplified Fragment
Length Polymorphism; Vos a kol., 1995), ktera se vyznaCuje vysoce polymorfnim
charakterem, spolehlivosti a snadnou reprodukovatelnosti. V prvnim kroku se §tépi genomova
DNA dvéma restrikénimi enzymy (produkujici kohézni konce), z nichz jeden §tépi DNA
podstatné castéji. Na ziskané fragmenty se naliguji adaptéry o zndmé sekvenci. Adaptéry
slouzi jako cilovdA mista pro pfisednuti primerd a PCR amplifikaci. Pro redukci
amplifikovanych fragmentt jsou primery pouzivané pro amplifikaci prodlouzeny vaci
adaptéru o jednu az tii baze. Dochazi tak k tzv. selektivni amplifikaci. V poslednim kroku se
fragmenty rozdé€li gelovou elektroforézou. Kapacita a ptfesnost metody miize byt zvySena
pouzitim fluorescencné znacenych primeri a kapilarni elektroforézy. Jistou nevyhodou vsak
zustavaji pozadavky na kvalitu a relativn€ vysoké mnozstvi vstupni genomové DNA.

Vyse zminéné metody, kromé¢ RFLP, vyuzivaji dominantni markery. Zastupcem
kodominancich markerti zaloZenych na PCR jsou DNA markery odvozené od sekvenci
mikrosatelitt — SSR (Simple Sequence Repeats). Mikrosatelity jsou kratké (1 - 6 bp)
tandemov¢ uspotadané repetitivni sekvence DNA. V poctu jednotek opakovani téchto repetic
v ramci jednoho lokusu existuje v populaci obvykle velky polymorfismus (Hippolyte a kol.,
2012; Barkley a kol., 2006; Ma a kol., 2009; Billotte a kol., 2001), ktery je nejCast&ji
zpiisoben tzv. sklouznutim polymerdzy pii replikaci genomové DNA. K detekci téchto
polymorfismi se vyuziva PCR amplifikace daného lokusu pomoci specifickych primerd.
Délka jednotlivych alel se ovéfuje polyakrylamidovou elektroforézou anebo s vyuzitim
fluorescen¢né znacenych primeri je mozné pouzit kapilarni elektroforézu.

Kromé sekvenci mikrosateliti se pro studium genetické diverzity Casto pouzivaji i jiné

typy repetitivnich sekvenci — napftiklad retrotranspozony. Diky ¢astym inzercim do genomu,
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perzistenci, konzervované struktuie a vysokému poctu kopii jsou vyhodnymi molekularnimi
markery. Retrotranspozony se v genomu mohou S§ifit procesem retrotranspozice, ktery se
sklada z transkripce, reverzni transkripce a inzerce nové kopie do jiného mista genomu. Mezi
metody vyuzivajici specifickych integraci retrotranspozoni do genomu patii SSAP
(Sequence-specific Amplified Polymorphism; Waugh a kol.,, 1997), IRAP (Inter-
retrotranspozon Amplified Polymorphism; Kalendar a Schulman, 2006), REMAP
(Retrotranspozon-microsatellite Amplified Polymorphism; Kalendar a kol., 2006) a RBIP

(Retrotranspozon-based Insertion Polymorphism; Flavell a kol., 1998).

2.2.3 Molekularni markery zaloZené na sekvenovani

Sekvenovani je nejpiesnéjSim zptusobem studia genetické informace, pii kterém se urcuje
ptesné potadi nukleotidi v ur¢itém useku molekuly DNA a vyuziva tzv. SNP markert (Single
Nucleotide Polymorphism). Ve fylogenetickych studiich rostlin jsou nejpouzivanéjsimi DNA
sekvencemi chloroplastové a mitochondridlni geny a kratky mezernik (ITS) oddélujici
ribozomalni geny v 45S rDNA lokusu (viz. kapitola 2.3).

V diivéjsich letech byla molekularni fylogenetika rostlin zalozena vyluéné na analyze gent
a mezernikQi pochdzejicich z plastidi. Jednim z prvnich sekvenovanych genti byl rbcL
kodujici velkou podjednotku enzymu rubisca (ribuloso-1,5-bisfosfat-karboxylasa/oxygenasa).
Gen rbcL se nachazi v cpDNA pouze v jedné kopii a neni pferusSovan introny, coz usnadiiuje
alignment sekvenci. Vyviji se pomalu konzervativni rychlosti a je vhodny k rekonstrukci
fylogeneze na urovni fadi a Celedi. DalSimi uziteCnymi chloroplastovymi geny jsou atpB,
ndhF, matK. K objasnéni fylogenetickych vztahti mezi rody Musa a Ensete byly pouzity
napiiklad mezerniky a introny z oblasti trnT a trnF cpDNA (Bekele a Shigeta, 2011). Velky
pocet kopii organelové DNA v bunice usnadituje PCR amplifikaci. Vyuziti chloroplastovych
genll je vSak zatiZzeno zejména jejich uniparentalni dédi¢nosti. Také hrozi nebezpeci pienosu
chloroplastii zZ jednoho druhu do druhého introgresi. Dalsi nevyhodou je nizkd evolu¢ni
rychlost organelové DNA ve srovnani s jadernymi geny (Eyre-Walker a Gaut, 1997).

Vhodnou alternativu k obéma typim markerti pfedstavuji jednokopiové geny (,,Single
copy*) a geny s malym poctem opakovani (,,low-copy*). U ,,low-copy* gent je vSak obtizné
rozliSit ortology a paralogy. Ke spravné fylogenetické analyze vede pouze porovnavani

ortolognich genti, které vznikly speciaci. Naproti tomu paralogy vznikly genovou duplikaci a
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naslednou divergenci. Vyuziti vice nezavislych genovych sekvenci pro fylogenetickou
analyzu se ukazalo byt mnohem piesnéjsi (Rokas a kol., 2003; Carling a Brumfield, 2007).
Vzristajici mnozstvi analyzovanych genti ve vétSim poctu evoluéné vzdalengjSich taxont
vsak predstavuje limity v oblasti dostupnosti vhodnych markeri a narista i finan¢ni narocnost
metodiky.

Omezeni spojena s nedostupnosti vétsitho poctu jednokopiovych markert vhodnych pro
fylogenetické studie je mozné piekonat diky aplikaci novych masivné paralelnich
sekvenacnich metod (napt. Illumina, 454, SOLID, Helicos, SMRT; Degnan a Ochman, 2012;
Galan a kol., 2010; Hudson, 2008; Vera a kol., 2008). Diky témto metodam je mozné ziskat a
analyzovat velké mnozstvi (tisice - desetitisice) SNP markerd, a to i ve velkém souboru
analyzovanych taxond. Mensi komplikaci pfi aplikaci novych sekvenacnich metod je pro
nékteré laboratote relativné vysoka cena jedné sekvenadni reakce, avSak doba, za kterou je
mozné sekvenacni data ziskat a mnozstvi ziskanych dat je nesrovnatelné s jinymi
experimentalnimi pfistupy. V koneéném disledku je cena za osekvenovanou bazi
nesrovnateln¢ nizsi nez cena ,,klasického* Sangerova sekvenovani. Pristupy vyuzivajici nové
sekvenacni technologie se tedy vyplati pouzit pro studium diverzity a fylogeneze souborl
vétsSiho poctu taxonll. Prudky vyvoj v této oblasti naznacuje, ze se v nedaleké dobé masivné
paralelni sekvenovani stane nejvyuzivanéjSim nastrojem nejen pro analyzu genetické diverzity

nebo fylogeneze.

2.3 Vyuziti ITS v molekularni fylogenetice rostlin

2.3.1 Struktura ribosomalni DNA

Geny kodujici rRNA jsou nejvice konzervovanymi a zaroven nejvice pouzivanymi geny
eukaryot. Redundance rRNA geni neni piekvapiva, uvazime-li velky pocet ribozomu
pfitomnych v bunice. Geny koédujici 45S rRNA jsou uspofadany tandemové za sebou ve
stovkach az tisicich kopii. Jejich syntéza probiha v oblastech organizatoru jadérka (NOR) a je
katalyzovana RNA-polymerazou 1. Geny pro 5S rRNA nejsou u eukaryot umistény
Vv oblastech organizatoru jadérka. Misto toho se nachazi na né€kolika chromozomech, kde jsou

piepisovany RNA-polymerazou III.
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Jednotka 45S rDNA obsahuje u rostlin geny pro 18S, 5.8S a 25S rRNA, které jsou
navzajem oddéleny vnitinimi transkribovanymi mezerniky (internal transcribed spacer, ITS).
Konkrétné mezi 18S a 5.8S rDNA se nachazi ITS1 a mezi 5.8S a 25S rDNA se nachazi ITS2
(Obr. 2). Pro evoluci rRNA gent je typicky proces tzv. evoluce v koncertu (viz nize, kapitola
2.3.2.), ktera zajistuje vysokou miru homogenity tohoto lokusu. Ackoliv jsou geny pro rRNA
velmi konzervované, mezigenové mezerniky se vyvijeji pomémé rychle a jsou vystaveny
niz§imu selekénimu tlaku. Oba mezerniky jsou béhem zpracovavani primarniho rRNA
transkriptu vystiizeny. Ackoliv ITS nejsou inkorporovany do vysledné molekuly rRNA,
obsahuji signdly, které jsou nutné pro spravné zpracovani rRNA transkriptii. Cely proces jeste
neni detailn€¢ pochopen, ale jisté je, Ze vyznamnou roli hraje skladani primarniho rRNA
transkriptu do pfislusné sekundarni struktury. Tato prostorova struktura je nasledné
rozpoznana multiproteinovym enzymovym komplexem, ktery oba mezerniky vysttihne.

45S rDNA jednotky jsou navzajem oddéleny dlouhymi netranskribovanymi mezerniky
(intergenic spacer, IGS). Mezerniky IGS se vyviji nejrychleji a podstatna ¢ast jejich sekvence
je tvofena riznym pocétem opakujicich se subrepetic. Konzervovanou doménou IGS je oblast
promotoru, od kterého zacind transkripce. Diky vysoké variabilit¢ na Urovni primarni
struktury DNA, a to i mezi blizce ptibuznymi druhy je IGS, respektive jeho ¢asti, vhodnym
molekularnim markerem pro taxonomickd studia. Jistou nevyhodou pouziti IGS ve
fylogenetice je jeho délka a struktura obsahujici repetitivni jednotky, které znesnadiuji

sestaveni celkové sekvence IGS oblasti a identifikaci Gsekt vhodnych pro vyvoj markerd.
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18S 5,85 258

Obr. 2: Struktura rDNA. Tandemové uspoiadané transkripéni jednotky 45S rDNA jsou
odd¢leny mezigenovymi mezerniky (IGS). Jednotka 45S rDNA se skladd z genti pro 18S,
5.8S a 25S rRNA. Mezernik ITS1 odd€luje 18S a 5.8S geny a mezernik ITS2 oddéluje 5.8S a

258 geny (ptevzato a upraveno z http://wwwz2.dijon.inra.fr).

2.3.2 Evoluce v koncertu

Jak jiz bylo feceno, ribozomalni geny jsou nejznaméjSim piikladem multigenové rodiny
podléhajici evoluci v koncertu. Mezi ptedpokladané mechanizmy odpovédné za evoluci v
koncertu patii nestejnosmerny crossing-over a genova konverze (Dover, 1982; Baldwin a kol.,
1995; Elder a Turner, 1995; Alvarez a Wendel 2003, Kovaiik a kol., 2004). Mechanizmus
evoluce v koncertu byl poprvé navrzen Brownem (1972), ktery studoval rRNA geny u Zaby
drépatky (Xenopus).

V genomu kazdého jedince jsou rRNA geny vysoce uniformni ve své sekvenci, ale tato
sekvence se mezi riznymi jedinci li§i. K homogenizaci genti dochazi predevsim
prostfednictvim intrachromozomové rekombinace. Méné frekventovana  je
interchromozomalni genetickd vymeéna, ktera je zprostfedkovana zejména genovou konverzi.
Genova konverze piedstavuje jednosmérny pienos uUseku DNA mezi donorovym a
recipientnim genem a miize probihat i na nehomolognich chromozomech. Nerovnomérny

crossing-over se odehrava zejména jako intrachromatidova rekombinace nebo jako
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nereciproka vyména genetického materidlu mezi sesterskymi chromatidami. K
nerovnomérnému crossing-overu dochazi pti parovani dvou vzajemné¢ komplementéarnich, ale
pritom nehomologickych useklit DNA. Cely proces vede k ndhodnému zvysSeni nebo sniZeni
poctu repetitivnich kopii na chromozomu.

Homogenizace rDNA lokust tak mize byt vysvétlena prostiednictvim téchto procesu:
vznikem mutace, Sifenim nové mutace prostfednictvim nerovnomérné rekombinace a seleket,
ktera v genomu udrzuje pouze funkcéni kopie genii. Proto mutace vznikajici v nekodujicich
oblastech rDNA maji vétsi Sanci prepsat sekvence ostatnich genti. Naopak mutace vznikajici
v kodujicich oblastech genti jsou pod selekénim tlakem rychle eliminovéany. Jedinym
predpokladem homogenizace je, Ze rychlost nerovnomérné rekombinace musi byt vysoké ve
srovnani s mutacni rychlosti.

Sledovat dynamiku a rychlost homogenizace tandemové uspofadanych rRNA geni je
mozné specifickym oznacenim jednoho z téchto genl. Jednotku rDNA lze oznacit, a tak
monitorovat vytvorenim malé mutace v nekddujici oblasti (Ganley a Kobayashi, 2011) nebo
pomoci selekéniho markeru (Szostak a Wu, 1980; Petes, 1980). Bylo zjisténo, ze duplikace a
delece jednotek rDNA jsou velmi Casté a odehravaji se podobnou rychlosti. U Saccharomyces
cerevisiae byly v oblasti rDNA pozorovany rozsahlé delece (Ganley a Kobayashi, 2011). Tyto
delece se mozna aktivné podileji na homogenizaci a cely proces vyrazné urychluji.

Model mechanizmu evoluce v koncertu byl ve svych pocatcich aplikovan na vysvétleni
vzniku a vyvoje 1 ostatnich genovych rodin. Nicmén¢€¢ homogenizace ¢leni genovych rodin
mize byt dosazeno také silnou purifikujici selekci bez ucasti evoluce v koncertu. Podle
soucasnych predstav mnohé genové rodiny, zejména ty, které koduji variabilni genové
produkty, jsou predmétem tzv. ,birth and death evoluce (Nei a Rooney, 2005). Tento
evoluéni model pisobi hlavné prostiednictvim piirozené selekce, ktera homogenizuje ¢leny
dané genové rodiny. Pfedmétem ,,birth and death® evoluce jsou zejména genové rodiny
imunitniho systému, histond a ubikvitini. Podle tohoto modelu vznikaji nové geny genovou
duplikaci, pficemz nékteré duplikované geny jsou v genomu udrzovany po dlouhy cas,
zatimco jiné jsou deletovany nebo degraduji v pseudogeny. Duplikované geny mohou ziskat
novou funkei. ,,Birth and death” evoluce se tedy miiZe podilet na vzniku novych funk¢nich
gent, zatimco pod vlivem evoluce v koncertu jsou geny rapidné homogenizovany a jejich

diferenciace je potlacena.

15



2.3.3 Divergentni paralogy ribozomalni DNA

Mnohonasobné kopie rRNA genti mohou kromé funkcnich ortologli obsahovat také
paralogni sekvence vzniklé genovou duplikaci (Obr. 3). Jak bylo nastinéno vyse, piedpoklada
se, ze nasledkem evoluce v koncertu dochazi k rapidni homogenizaci rRNA gent. Ne vzdy
vsak homogenizace rDNA drzi tempo s variabilitou, ktera je generovana rliznymi procesy na
urovni genomu. Vice typu rRNA gent se v genomu muze setkat procesy jako hybridizace
nebo introgrese. Divergentni rRNA paralogy pak mohou ukryvat jak funk¢ni kopie gend, tak
pseudogeny nebo rekombinantni geny.

Pokud homogenizace neni zcela dokoncend, pak paralogni rRNA geny nesdileji identické
sekvence, ale naopak vykazuji mensi ¢i vEtsi stupen polymorfismu. Geny kodujici 18S a 25S
rRNA jsou vystaveny selekcei, ktera vede Kk zachovani jejich konzervované sekvence. Nejvice
pozorovaného intragenomového polymorfismu se tedy nachazi v nekddujicich mezernicich.

Znacné mnozstvi intraindividualniho polymorfismu odhalila naptiklad molekularni
analyza ITS oblasti v rodé Cykas (Xiao a kol., 2010) a v rod¢ Mammillaria (Harpke a
Peterson, 2006). V rod¢ Mammillaria bylo u nékterych jedinct identifikovano pét i vice typu
ITS mezerniku. Navic vétsSina ITS mezerniki byla nefunkénich (pseudogeny). U cykasu je
neuplna homogenizace pravdépodobné spojena s vysokym poctem jadérek. NORs rozptylena
na nehomolognich chromozomech vedou ke zpomaleni evoluce v koncertu. Rychlost
homogenizace je také ovlivnéna polohou jadérek na chromozomu (intersticialni nebo
terminalni). Intragenomova variabilita lokust rDNA byla zjisténa i u dalsich rostlin (Buckler
a kol., 1997; Baker a kol., 2000; Mayol a Rossel6, 2001; Grimm a Denk, 2007; Zheng a kol.,
2008).

V mnoha hybridech a allopolyploidech bylo pozorovéano epigenetické uml€ovani rRNA
gend jednoho zrodicl. Jaky je vztah mezi homogenizaci rDNA lokusti a epigenetickym
umlc¢ovanim neboli nukleolarni dominanci zistavalo po dlouhou dobu nejasné. Nyni se
predpoklada, Ze vysokd uroven epigenetického umlcovani je spojena s minimalni
homogenizaci rDNA lokust. Naopak kompletni homogenizace rDNA souvisi s nepfitomnosti
epigenetického umlcovani (Dadejova a kol., 2007). Smér homogenizace miiZze byt mezi
riznymi jedinci téhoz druhu odlisny. Obousmérna homogenizace byla naptiklad pozorovana u
allopolyploidti rodu Glycin (Joly a kol., 2004) nebo Gossypium (Wendel a kol., 1995). Je
pravdépodobné, ze smér homogenizace je fizen epigenetickym imprintingem a je urcen jiZ u

casnych allopolyploida.
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Obr. 3: Vznik paralognich a ortolognich gent. Paralogni geny prosly v prubéhu evoluce
jednou ¢i nékolika duplikacemi, po kterych mohlo nésledovat rozriiznéni jejich struktury a
funkce. Ortologni geny vzniklé speciaci jsou v genomu zastoupeny pouze Vv jedné kopii, kterad
u vSech zkoumanych organismi vykondva tutéz funkci (pfevzato a upraveno z

http://biol.If1.cuni.cz).

2.3.4 Vyuziti ITS v molekularni fylogenetice rostlin

Jednou z nejpopularnéjsich DNA sekvenci slouzici k urCeni fylogenetickych vztaht je u
rostlin vnitini transkribovany mezernik (ITS) rDNA lokusu. Oblast ITS1-5.8S-ITS2 byla
poprvé v molekuldrni fylogenetice pouzita Baldwinem vroce 1992. ITS ma nékolik
jedinecnych vlastnosti. Je to zejména dostupnost nckolika univerzdlnich nebo témér
univerzalnich PCR primer (White a kol., 1990). K navrhovani primeri slouzi konzervované
sekvence ribozomalnich gent. ITS se v genomu nachazi v mnoha kopiich usnadniuyjicich PCR
amplifikaci, ktera je mozna dokonce z herbarovych polozek. Také vhodna velikost regionu
ITS1-5.8S-ITS2 (500 — 700 bp u krytosemennych rostlin) usnadniuje amplifikaci a umoznuje
sekvenovani bez nutnosti pouziti vnitinich primert. Dalsi vyhodou je biparentalni dédi¢nost
ITS (ve srovnani s uniparentalni dédi¢nosti organelové DNA).

Srovnani primarnich sekvenci ITS je vhodné k fylogenetickym analyzdm na Grovni druht

a rodt (Baldwin a kol., 1995; Feliner a Rossello, 2007). Oproti genim nema ITS mezernik
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kodony a casto obsahuje rozsahlé indely. To muze piedstavovat problém pii srovnavani
sekvenci ITS mezi nepfibuznymi organismy.

Jak bylo jiz uvedeno vySe, sekundarni struktura ITS mezernikl je dulezitd pro spravné
zpracovani rRNA transkriptti. Na rozdil od ITS1 jsou prostorové struktury ITS2 a 5.8S rRNA
V ramci rostlin vysoce konzervované. Mai a Coleman (1997) navrhli prostorovou strukturu
ITS2, ktera je spole¢na vsem krytosemennym rostlindm a zelenym fasam. Tato konzervativni
,four-finger struktura“ se sklada ze ¢tyf helixu (I - 1V). Helix Il je nejkratsi a obsahuje
pyrimidin-pyrimidinovou vydut’. Helix III je delsi, obvykle se vétvi a obsahuje konzervovany
motiv TGGT v primarni sekvenci. Nicméné ne vSechny eukaryotické organismy maji stejny
pocet helixt a pouze helixy II a III jsou rozpoznatelné v zasadé u vSech. Sekundarni struktura
ITS2 je konzervovana mezi tak rozdilnymi organismy jako jsou obratlovci a kvasinky nebo
zelené tfasy a vyssi rostliny. To naznacuje moznost vyuziti ITS2 pro taxonomické analyzy i na
vyssich urovnich nez je druh ¢i rod.

Nukleotidové baze tvotici vlasenky jsou tedy vystaveny evolu¢nimu omezeni, které vede k
zachovani specifické sekundarni struktury ITS2. Mutace, které vznikaji v konzervovanych
pozicich, jsou bud’ pod selekénim tlakem eliminovany, nebo jsou doprovazeny vznikem
kompenzacnich mutaci v protilehlych pozicich. Tyto kompenzaéni mutace zachovavaji
parovani bazi v helixech a tedy i sekundarni strukturu ITS2. Kompenzaéni parovéani bazi vSak
mize vést k homoplazii a tim i k zastfeni fylogenetického signalu (Orchieng a kol., 2007;
Alvarez a Wendel, 2003; Schlotterer a kol., 1994).

Navzdory evoluci v koncertu dochazi u nékterych, pfedevsim hybridnich druhi, k mnohem
piepisovaného mezerniku pro fylogenetické analyzy takovychto taxonti (Alvarez a Wendel,
2003). Jak jiz bylo naznaceno, u hybridnich druhti se muze vyskytovat vice typu ITS
sekvence, a to predev§im diky procesim spojenych s hybridizaci, polyploidizaci a
chromozomovou nebo genomovou duplikaci. Evoluce rDNA lokust v hybridech a zejména
v allopolyploidech mitize byt slozitd a rodicovské sekvence rDNA miiZou navzijem
interagovat riznymi zpisoby. Existuji nasledujici evolucni scénatfe. U nékterych rostlin, jako
je Arabidopsis (O Kane a kol., 1996), Brassica (Bennet a kol., 1991) nebo Silene (Popp a
Oxelman, 2001), rodi¢ovské sekvence rDNA zistavaji v hybridech zachovany a vyviji se
nezavisle bez vzijemné interakce. V tomto piipadé ITS sekvence mizou byt velmi
informativni a dokumentovat procesy hybridizace. V jinych ptipadech rodicovské sekvence

rDNA mezi sebou rekombinuji a vznikaji chimerické ITS, které se ve fylogenetickych
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analyzach chovaji nevyzpytatelné. Treti evolucni cestou je dominance jednoho typu rDNA,
ktera mize vést k netplné nebo uplné homogenizaci rDNA lokust.

Navic, ne vSechny kopie oblasti ITS1-5.8S-ITS2 ziistavaji funk¢ni. Nékteré degeneruji a
méni se v pseudogeny. Pseudogeny mohou piedstavovat nefunkéni kopie gent, které
nepodléhaji evoluénim omezenim a rychle akumuluji mutace. Jejich zahrnuti do
fylogenetickych analyz mize vést Kk chybnému vysledku fylogenetické analyzy -
fylogenetickému stromu (Alvarez a Wendel, 2003; Mayol a Rosselld, 2001; Muir a kol.,
2001). Pseudogeny mohou byt ,,in silico“ identifikovany na zaklad¢ obsahu GC bazi,
pfitomnosti ¢i nepfitomnosti konzervovanych motivi v sekvenci 5.85 rRNA genu a
schopnosti 1TS2 a 5.8S rRNA slozit se do funk¢nich sekundarnich struktur. Béhem PCR
reakce muize dochéazet k prednostni amplifikaci téchto pseudogent, které diky vysokému
obsahu AT bazi snadné&ji denaturuji (Wagner a kol., 1994; Harpke a Peterson, 2006). Tomu je
mozné zabranit modifikaci PCR s ptidavkem DMSO (dimethylsulfooxid). Ukazuje se vsak,
ze 1 ITS pseudogeny mohou byt uzitenymi ve fylogenetickych analyzach (Orchieng a kol.,
2007). Zejména mezi blizce pfibuznymi druhy, u kterych funkéni rRNA geny predstavuji

omezeny zdroj variability.
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3 CILE PRACE

Izolace genomové DNA a PCR amplifikace tiseku ITS1-5.8S-1TS2.
Klonovani bakterii E. coli a pozitivni selekce transformant.
PCR skrining narostlych kolonii.

Sekvenovani ITS oblasti u vybranych zastupct rodu Musa.

o B w0 D=

Analyza ziskanych DNA sekvenci a jejich mnohocetné ptifazeni (,,multiple

alignment*).
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4 MATERIAL A METODIKA

Praktickd cast predkladané bakalairské prace byla soucasti rozsahlého projektu
zabyvajiciho se analyzou genetické diverzity celedi Musaceae. Prakticka ¢ast piedstavovala
analyzu ITS oblasti vybranych druhta celedi Musaceae, které byly nové zaclenény do genové
banky. Cilem praktické ¢asti byly nasledujici metody: izolace genomové DNA vybranych
typtt bananovniki; PCR amplifikace oblasti ITS1-5.8S-ITS2 ribozomalni DNA pomoci
specifickych primeri; DNA klonovani PCR produktt do elektrokompetentnich bakterii; PCR
amplifikace rekombinantnich koloniich a pfiprava produkti pro sekvenovani; sekvenovani
vybranych kloni a zdkladni analyza dat vcetn¢ tzv. multiple alignmentu (mnohocetné

ptifazeni) ziskanych nukleotidovych sekvenci.

4.1 Material

4.1.1 Rostlinny material

Vsechny pouzité genotypy bananovnikti (Tab. 1) byly ziskany z INIBAP Transit Centre
(Katolicka univerzita, Lovan, Belgie) a nalezi do rodu Musa. Pouze druh M. yunnanensis byl
ziskan ze soukromé sbirky profesora Hékkinena, a proto nemé pfidélen ITC kod. Rostliny

byly zasazeny do pldy a péstovany ve skleniku.

Tab. 1: Analyzované genotypy bananovnikt

Jméno polozky ITC kod* | Ploidie Velikost genomu
2C [pa]

Musa cf. uranoscopos 1532 2n = 2x 1,442

M. x fennicae (M. siamensis (male) x M. rosea 1592 on = 9% 1.261

(female))

Musa monticola 1528 2n = 2X 1,390

Musa yunnanensis - 2n = 2X 1,240
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Jméno polozky ITC kéd* | Ploidie Velikost genomu
2C [pg]

Musa rosea x ornata 1572 2n = 2X 1,270
Musa ornata 1570 2n = 2X nezjisténa
Musa rosea (hybrid) 1598 2n = 2x 1,285
Musa campestris var. sarawakensis 1517 2n =2x 1,417
Musa barioensis 1568 2n=2x 1,480
Musa rosea 1591 2n =2X |nezjiSténa
Musa rosea x siamensis 1592 2n=2x 1,279
Musa violascens 1514 2n = 2x 1,428
Musa viridis 1525 2n =2X  |nezji$téna

*ITC je kod polozky v genové bance (tzv. ITC kolekce).

4.1.2 Pristroje

Centrifuga Juan CR4 i, Thermo Scientific, Waltham, USA

Centrifuga IEC Micromax RF, Thermo Scientific, Waltham, USA

PCR Termocycler PTC-200, MJ Research Inc., Massachusettes, USA

Horizontélni vana a zdroj napéti pro elektroforézu MP-300 V, Major Science, Taiwan
UV Transiluminator, InGenius Bio Imaging, Syngene, Cambridge, Velké Britanie
Sekvenator 3730 xI DNA Analyzer, Aplied Biosystems, Kalifornie, USA

Cell Porator, Life Technologies, Kalifornie, USA

Termostat TCH 100, Laboratorni p¥istroje Praha, Ceska republika

Trepacka C24 Incubator Shaker, New Brunswick Scientific, Edison, USA
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Roboticka stanice Biomek, Beckman Coulter, Danvers, USA
Homogeniza¢ni mlyn, RETSCH, Némecko

Spektrofotometr NanoDrop, Thermo Scientific, Wilmington, USA

4.1.3 Pufry a roztoky

2 YT medium nall
kaseinovy enzym 16 ¢
kvasinkovy extrakt 10 ¢
NaCl 590

agar 16 g
Antibiotikum kanamycin (zasobni na 1 mi
roztok)

kanamycin 50 mg
5x TBE nall
tris base 54 ¢
kyselina borita 27549
0,5 mol.I"EDTA, pH 8 20 ml
sterilni redestilovana H,O doplnitdo 1 |
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SOC medium nall

tryptone 209
kvasinkovy extrakt 59

NaCl 05¢g

1M KCI 2,5ml

10 mM MgCl, lg

20 mM glukosa 3640

sterilni redestilovana H,O doplnitdo 1 |

4.1.4 Komer¢ni kity

TOPO™ XL PCR Cloning Kit, Invitrogen, Kalifornie, USA

Invisorb Spin Plant Mini Kit (250), Invitek, Berlin, Némecko

Paramagnetické kulicky Agencourt AMPure XP a Agencourt Clean SEQ, Beckman Coulter,
Danvers, USA

ExoSAP-IT®, USB®Corporation, USA (Cleveland, Ohio)

BigDye®“Terminator v 3.1 Cycle Sequencing Kit, Applied Biosystems, USA

4.2 Metodika

4.2.1 Izolace genomové DNA

Mladé svinuté listy bananovniktu byly lyofilizovany a homogenizovany pomoci
homogeniza¢niho mlyna (RETSCH). Genomova DNA bananovniki byla nasledné izolovana
za pouziti komer¢né dostupného kitu od firmy Invitek (Invisorb Spin Plant Mini Kit), podle
ptilozeného protokolu. Do mikrozkumavky s rostlinnym materidlem bylo ptiddno 500 pl
lyza¢niho pufru a 20 pl proteinazy K. Lyzacni smées se nechala inkubovat na vodni 1azni pfi

65 C po 30 min. Poté byla sm&s pienesena na kolonku (Spin Filter) umisténou ve sb&rné
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Zkumavce a centrifugovana (1 min, 12 000 rpm). Do filtratu bylo pfidano 5 pl RNasyH
(Promega, 10 mg/ml) a smes se nechala 15 min. inkubovat pii pokojové teplote. Do suspenze
bylo pfidano 200 pl ,,binding* pufru a suspenze byla pfenesena na novou kolonku a
inkubovédna 1 min pii laboratorni teploté. Suspenze byla poté centrifugovana (1 min, 12 000
rpm). Po odstranéni filtratu byly kolonky s navdazanou DNA umistény zpét do sbérnych
zkumavek. Do kolonek bylo ptidano 550 pl promyvaciho pufru I. Zkumavky byly opét
centrifugovany (1 min, 12 000 rpm) a po odstranéni filtratu byly kolonky dvakrat promyty
550 pl promyvaciho pufru II. Kolonky s navazanou DNA byly umistény do Cistych zkumavek
a DNA byla uvolnéna pfidanim 50 pl eluéniho pufru pfedehiatého na 65°C a naslednou

centrifugaci pii 12 000 rpm po dobu 2 min.

4.2.2 Stanoveni kvality a koncentrace genomové DNA

Kvalita ziskané genomové DNA byla ovéfena gelovou elektroforézou v 1,5% agar6zovém
gelu: agardza byla ptipravena v 0,5 x TBE pufru a produkty byly separovany pii napéti 4,5
V.cm™ po dobu 40 min. Koncentrace pre¢isténych PCR produktii byla zméfena pomoci
spektrofotometru NanoDrop.

4.2.3 PCR amplifikace oblasti ITS1-5.85-1TS2

Vyizolovana genomova DNA byla pouzita jako templatova DNA pro PCR amplifikaci.
Pouziti specifickych primert ITSL a ITS4 zajistilo selektivni amplifikaci oblasti ITS1-5.8S-
ITS2. Reakce byla provedena v celkovém objemu 25 ul. Premix obsahoval 1x pufr (10 Mm
Tris-HCI, 50 mM KCl, 0.1 % Triton® X-100) s 1,5 mM Mg?*, Taq polymerazu (1U/100 pl),
200 pmol/l dNTPs, 1 umol/l primery ITSL a ITS4, deionizovanou vodu a 10 ng templatové
DNA. PCR probihala za nasledujicich podminek: pogatecni denaturace 94 C/5 min, 30 cykla
(denaturace 94°C/50 s, nasednuti primerai 52°C/50 s, extenze 72°C/50 s), zavéreéna extenze

72°C/5 min. Produkty PCR reakce byly naneseny na 1,2% agarézovy gel a ovéfeny gelovou
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elektroforézou. Poté byly PCR produkty pfeciStény pomoci paramagnetickych kulicek
(AMPure XP).

4.2.4 Priprava 2 YT média

2 YT médium pro kultivaci transformovanych bakterii bylo piipraveno podle navodu.
Pouzité reagencie kromé¢ agaru byly rozpustény v destilované vod¢ a vznikly roztok byl
doplnén na pfislusny objem. Roztok byl nalit po 300 ml do autokldvovanych lahvi
suzavérem. Do kazdé lahve byl nésledné pfidan agar (4,8 g na 300 ml roztoku). Lahve
s médiem byly autoklavovany. Do vyautokldvovanych a c¢astecné vychladlych lahvi bylo
napipetovano 300 pl zasobniho roztoku kanamycinu (15 mg kanamycinu na 300 ml média).

Médium s kanamycinem bylo ve flow boxu rozlito na sterilni misky (typu ,,bioassay*).

4.2.5 Klonovani DNA fragmenti

Ke klonovani amplifikovaného a precisténého fragmentu ITS1-5.8S-ITS2 byl pouzit
TOPO®™ XL PCR CloningKit (Invitrogen). Reakce prob&hla za predepsanych podminek. Do
TOPO vektoru byl zaligovan PCR produkt. Liga¢ni smés vznikla smichanim 4 ul PCR
produktu (200 — 400 ng) a 0,3 ul vektoru. Ligace probihala za pokojové teploty po dobu 5
min. Poté bylo do reakéni smési pfidano 0,65 pl tzv. StopSolution, ktera je soucasti
klonovaciho kitu. TOPO vektor ma délku ~3,5 kb a obsahuje gen rezistence proti antibiotiku
kanamycinu (Obr. 4).

K transformaci bun¢k E. coli byla vyuzita elektroporace. Pro jednu elektroporaci bylo
pouzito 0,7 pl ligacni smési a 15 pl elektrokompetentnich bunék E. coli (soucast kitu). Po
probéhnuti elektroporace byla transformacni smés pienesena do 200 pl SOC média
predehiatého na 37°C a nasledné inkubovana 1 hod pti 37°C na tiepacce (200 rpm). Piesné po
1 hod byly transformované buiiky v SOC médiu rozetieny sterilni hokejkou na predem

pfipravené misky s 2 YT médium obsahujicim 0,05 mg/ml kanamycinu. Misky byly
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inkubovany dnem vzhuiru pii 37°C pies noc v termostatu. Nasledujici den byly dobie viditelné
kolonie pouzity pro selekci rekombinantnich klond, vhodnych pro sekvenovani.
Rekombinantni kolonie (nesouci inzert bandnové DNA) byly identifikovany pomoci PCR
reakce se specifickymi primery M13F/M13R (M13F je 5' — GTA AAA CGA CGG CCA G -
3" a sekvence primeru M13R je 5' — CAG GAA ACA GCT ATG AC — 3", které se nachazi v
polylinkeru TOPO vektoru (Obr. 4). PCR reakce byla provedena v objemu 20 pl. Premix
obsahoval 1x pufr (10 mM Tris-HCI, 50 mM KCl, 0.1 % Triton® X-100) s 1,5 mM Mg?",
Tag-polymerazu (2U/100 pl), 200 umol/l dNTPs, 1 umol/l primery MI13F a M13R a
deionizovanou vodu. Jako templatova DNA byly pouzity jednotlivé kolonie — do PCR
premixu byly pfeneseny sterilni Spickou. PCR probihala za podminek: po¢ate¢ni denaturace
95°C/5 min, 30 cykli (denaturace 94°C/50 s, nasednuti primerti 55 C/50 s, extenze 72°C/50 s),
zévéretna extenze 72 C/5 min. Produkty PCR reakce (~ 2ul) byly naneseny multikanalovou
pipetou na 1,2% agar6zovy gel a ovéfeny gelovou elektroforézou. Gelova elektroforéza byla

také vyuzita k odhadu koncentrace PCR produkti.

M13 Forward (-20) priming site

pCR-XL-TOPO®
3.5kb

o fweuen

Obr. 4: Schéma TOPO vektoru (pfevzato z https://products.invitrogen.com).
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4.2.6 Purifikace PCR produktu a sekvenovani DNA fragmentu

Produkt PCR reakce uréeny pro sekvenovani byl piecistén pomoci ExoSAP-IT
(USB®Corporation). Reakce probihala v celkovém objemu 7 ul. K 3 pl PCR produktu (200 —
400 ng) bylo pfidano 0,05 pl enzymu exonukleaza I (Exo), 0,5 pl enzymu alkalicka fosfataza
(Sap) a 3,45 ul pufru P*. Reakéni smés byla inkubovana na PCR cycleru 30 min/37C a 5
min/96 C.

PCR produkty byly sekvenovany pomoci BigDye Terminator 3.1 Cycle Sequencing Kit
(Applied Biosystems, USA). Pro ptipravu vzorku na sekvenovani byla pouzita PCR reakce,
ktera prob¢hla v celkovém objemu 10 pl. Premix obsahoval: 1,5 ul 5x sekvena¢niho pufru
(Applied Biosystems), 0,5 ul BIG DYE roztoku (Applied Biosystems), 1 pl primeru M13F
nebo M13R (10 pumol/l), 4 ul deionizované vody a 3 pl piecisténého PCR produktu. Reakce
probihala ve specialni 96-jamkové desticce od firmy ABI. Program PCR reakce byl
nasledujici: pocateéni denaturace 98 C/5 min, 60 cykla (denaturace 96°C/10 s, nasednuti
primeri 50 C/5 s, extenze 60°C/4 min). Vysledné produkty byly purifikovany

paramagnetickymi kulitkami pomoci robota Biomek NX" (Beckman Coulter).

4.2.7 Analyza sekvenacnich dat

Ziskana sekvenacni data byla byla nejdiive analyzovdna a editovana pomoci programu
DNA Baser v2 (http://www.dnabaser.com). Tento software byl vyuzit ptredevs§im pro ovéfeni
kvality ziskanych sekvenci a nésledné pro tzv. oseknuti sekvenci DNA — odstranéni
nukleotidovych sekvenci TOPO vektoru. Ziskané ,,osekané* sekvence DNA byly néasledné
pouzity pro mnohocetné ptifazeni pomoci programu muscle (Edgar, 2004), ktery je soucasti
SeaView (Galtier a kol., 1996). Mnohocetné piifazeni bylo vytvoreno pro sekvence DNA
specifické pro jednotlivé druhy a bylo uloZeno ve formatu fasta. Soubory mnohocetného
pfifazeni byly nésledné pouzity pro vytvofeni konsensudlnich sekvenci (,,consensus
sequences®) pomoci programu WebLogo (Crooks a kol., 2004), ktery graficky znazoriuje
konsensualni sekvenci, vcetné alternativnich bazi. Soubory mnohocetného pfifazeni byly
pouzity také pro stanoveni nukleotidové diverzity oblasti ITS pomoci programu DnaSAM
(Eckert a kol., 2010).
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5 VYSLEDKY

5.1 Izolace genomové DNA a PCR amplifikace oblasti 1TS1-5.8S-1TS2

Genomova DNA (Obr. 5) byla izolovana z 13 planych druhti rodu Musa s pouzitim
komeréné dostupného kitu. Oblast ITS1-5.8S-ITS2 byla amplifikovana pomoci specifickych
primert ITSL a ITS4. Ziskané fragmenty o délce ptiblizn€ 700 bp byly zaligovany do TOPO
vektoru a elektroporaci vpraveny do bunék E. coli. Bakterie byly kultivovany na 2YT médiu
s kanamycinem, ktery slouzil k pozitivni selekci transformantti. Narostlé kolonie byly

podrobeny PCR screeningu s vyuzitim specifickych primerd M13F a M13R (Obr. 6).

11501 bp

Obr. 5: Vyizolovana genomova DNA vybranych zastupct rodu Musa: 1. fag A (50 ng) 2. fag
A (100 ng) 3. M. monticola ITC 1528 4. M. ornata ITC 1570 5. M. yunnanensis 6. M.
barioensis ITC 1568 7. M. rosea ITC 1591 8. M. viridis ITC 1525 9. DNA-marker A/Pstl.
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Obr. 6: PCR amplifikace kolonii bakterii s vyuzitim specifickych primerd M13F/M13R.
Amplifikované fragmenty DNA maji délku piiblizn€ 700 bp. V prvni a posledni jamce jsou

standardy molekulové hmotnosti.

5.2 Sekvenovani a analyza sekvenc¢nich dat

Amplifikované ITS oblasti byly pfecistény a osekvenovany (viz. kapitola 4.2.6 -
metodika). Pro kazdy studovany druh bylo v prvnim kroku sekvenovano minimalné 30 DNA
klonli nesoucich ITS oblasti. Poté byly sekvence DNA editovany a bylo vytvofeno
mnohocetné piifazeni pomoci programu muscle a graficky zndzornéno programem SeaView.
Pokud byly ziskané sekvence divergentni, byly ve druhém kroku sekvenovany dalsi DNA
klony nesouci ITS oblasti. Celkové pocty osekvenovanych klonti jsou uvedeny v tab. 2.

Mnohocetné ptitazeni bylo nasledné pouzito jako vstupni soubor pro program WebLogo,
ktery vytvaii grafické znazornéni konsensualni sekvence DNA. Vyhodou tohoto grafického
vystupu je, ze obsahuje také alternativni baze a vysky jednotlivych znazornénych nukleotid
odpovidaji zastoupeni nukleotid v dané pozici. Na obr. 7 je znazornéna konsensualni
sekvence vysoce homogenni oblasti ITS1-5.8S-1TS2, ktera byla zjisténa u druhu M.
monticola. Naopak v grafickém vystupu variabilnéj$i ITS oblasti druhu M. barionensis jsou
dobfe viditelné veskeré nukleotidové pozice obsahujici alternativni baze (Obr. 8).

Soubory mnohocetného ptitazeni byly pouzity k dalsSim analyzam a zakladni charakterizaci

ziskanych sekvenacnich dat. Nukleotidova diverzita byla stanovena programem Dna SAM a
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je uvedena v tab. 2. Z tabulky je patrné, ze nukleotidova diverzita je vy$si u mezidruhovych

vvvvv

druhu M. monticola ITC 1528 (Tab. 2, Obr. 7) a nejvysssi diverzitu v ramci oblasti ITS
vykazuje druh M. barionensis ITC 1568 (Tab. 2, Obr. 8).

Tab. 2: Nukleotidova diverzita oblasti ITS studovanych zastupct rodu Musa

Jméno polozky ITC Pocet Nukleotidova
kod* |osekvenovanych |diverzita 0,
klonii

Musa cf. uranoscopos 1532 |75 5,214
rl\(/)léé(af(efr;rrlig?:))(M. siamensis (male) x M. 1522 |75 8,155

Musa monticola 1528 |37 0,963

Musa yunnanensis - 36 10,118
Musa rosea X ornata 1572 |69 19,658
Musa ornata 1570 |75 16,783
Musa rosea (hybrid) 1598 |67 7,303

Musa campestris var. sarawakensis 1517 |32 2,054

Musa barionensis 1568 |55 20,506
Musa rosea 1591 |68 15,215
Musa rosea x siamensis 1592 |91 13,266
Musa violascens 1514 |37 3,667

Musa viridis 1525 |69 6,253

*ITC je kod polozky v genové bance (tzv. ITC kolekce).
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6 DISKUZE A ZAVER

Predkladand bakaldiska prace se zabyva sekvenovanim a analyzou ITS oblasti u 13
planych zéastupct rodu Musa. Jak jiz bylo uvedeno v teoretické ¢asti, vnitini transkribované
mezerniky ITS1 a ITS2 jsou soucasti lokusu ribozomalni DNA, kde oddéluji geny pro 18S,
5.8S a 25S rRNA. Konzervované geny kodujici ribozomalni RNA jsou vystaveny zna¢nému
selekénimu tlaku a jsou tedy vhodné k fylogenetickym analyzadm na vysSich taxonomickych
urovnich. Naproti tomu mezerniky ITS1 a ITS2 piedstavuji relativné rychle se vyvijejici
useky DNA, které jsou vyzitelné k fylogenetickym analyzam na turovni druhii a poddruhi.

Oblast ITS1-5.85-ITS2 je vgenomu zastoupena Vv mnoha kopiich uspofadanych
tandemove¢ za sebou. Navic ITS1-5.8S-ITS2 sekvence predstavuje relativné kratky isek DNA,
Ktery je mozné velmi snadno amplifikovat pomoci PCR se specifickycmi a Casto velmi
konzervovanymi primery. K odhaleni potencialni intragenomové diverzity se doporucuje ITS
oblasti klonovat v bakteriich a ziskané klony sekvenovat. Takovyto postup byl dodrzen i
Vv této bakalarské praci. Nejkratsi délka ITS oblasti byla zjisténa u hybridniho zastupce Musa
rosea x siamensis ITC 1592 (534 bp). Vétsina druhti obsahuje ITS oblast dlouhou ~ 585 bp,
kol., 2012). To odpovida primérné délce této oblasti u krytosemennych rostlin (500 — 700 bp;
Baldwin a kol., 1995).

Ziskany zaznam nukleotidi byl pouzit pro mnohocetné piifazeni sekvenci, na jehoz
zéklad¢ byla vytvotfena konsensus sekvence zobrazujici konzervované i variabilnéjsi pozice.
Konsensus sekvence sama o sobé neobsahuje informace o frekvenci nukleotidi ve
variabilngj$ich pozicich. Byla tedy pfevedena do z mnoha ohledl vyhodnéjsi grafické podoby,
ve které je velikost symbolu (nukleotidu) pfimo umérna jeho frekvenci v dané pozici.

Na zakladé vysledki mnohocetného pfifazeni byla urena nukleotidova diverzita ITS
monticola a M. campestris var. sarawakensis. Naopak nejvy$si nukleotidova diverzita byla
zjisténa u druhu M. barioensis a hybridu M. rosea x ornata. M. barionensis obsahuje dva typy
ITS oblasti. Dva typy ITS oblasti naznacuji heterozygotnost nebo ptipadny hybridni charakter
tohoto druhu a fakt, Ze jednotlivé typy ITS sekvence jsou jesté¢ do znacné miry divergovang,
podporuje skutecnost, ze se jednd o planého pohlavné se mnoziciho zastupce celedi
Musaceae. Obecn¢ lze konstantovat, ze vyssi nukleotidovou diverzitou ITS oblasti

disponovali mezidruhovi hybridi (napf. M. rosea x ornata).
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Ke studiu genetické diverzity rodu Musa byla navrhnuta cela fada molekuldrnich markert.
ITS oblast pfedstavuje jeden z nejpouzivanéjsich DNA markeri v rostlinnych fylogenetickych
analyzach. Jak bylo nastinéno v teoretické casti, studium ITS oblasti v§ak mtze byt provazeno
fadou problémi. Nicméné pii dodrZeni urcitych opatieni je mozné komplikace z velké casti
eliminovat. Fylogeneticka analyza ¢eledi Musaceae vyuzivajici ITS oblast (Li a kol., 2010;

Liu a kol., 2010; Hiibova a kol., 2011) se ukazala jako spolehliva metoda.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AFLP polymorfismus délky amplifikovanych fragmentt (amplified fragment

length polymorphism)

atpB B podjednotka ATP syntazy

bp pary bazi (base pairs)

cpDNA chloroplastovda DNA

DArT diverzity arrays technology

DNA deoxyribonukleova kyselina

IGS mezigenovy mezernik (intergenic spacer)

IRAP amplifikovany polymorfismus mezi retrotranspozony (inter-

retrotranspozon amplified polymorphism)

ITS vnitini prepisovany mezernik (internal transkribed spacer)
matK maturidza K

ndhF podjednotka NADH dehydrogenazy

NK nukleova kyselina

NOR oblast organizatoru jadérka (nucleolar organizer region)
PCR polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction)
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RAPD

rbcL

RBIP

rDNA

REMAP

RFLP

SMRT

SNP

SOLID

SSAP

SSR

trnT

nahodn¢ amplifikovana polymorfni DNA (random amplified polymorphic

DNA)

rubisco (ribuloso-1,5-bisfosfat-karboxylasa/oxygenasa)

polymorfismus inzerci retrotranspozonu (retrotranspozon-based insertion

polymorphism)

ribozomalni DNA

amplifikovany polymorfismus mezi retrotranspozony a mikrosatelity

(retrotranspozon-microsatellite amplified polymorphism)

polymorfismus délky restrikénich fragmentt (restriction fragment length

polymorphism)

sekvenovani jednotlivych molekul v redlném Case (single molecule real

time sequencing)

jednonukleotidovy polymorfismus (single nucleotide polymorphism)

sekvenovani ligaci oligonukleotidi a detekce (sequencing by oligo
ligation and detection)
sekvencné specificky amplifikovany polymorfismus (sequence-specific

amplified polymorphism)

jednoduché repetitivni sekvence (simple sequence repeats)

transferovd RNA (threonin)
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trnF transferova RNA (fenylalanin)
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