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Cíle práce 

Využití NGS sekvenačních dat pro analýzu struktury jaderných genomů triploidních 

škrobových banánovníků – afrických plantainů s genomem AAB. 

Hlavní cíle zahrnovali: 

• Vypracování literární rešerše na zadané téma.  

• Základní zpracování 150-nt dlouhých párových illumina sekvencí vybraných 

zástupců triploidních plantainů (genom AAB). 

• Mapování párových illumina sekvencí plantainů a jejich pravděpodobných 

rodičovských genomů (diploidních druhů M. acuminata spp. banksii a M. 

balbisiana) na referenční celogenomovou sekvenci banánovníku M. Acuminata 

ssp. banksii cv. DH Pahang. 

• Identifikace jednonukleotidových polymorfismů (SNP) specifických pro A- a B-

subgenomy. 

• Identifikace struktury chromozomů – zastoupení A- a B-subgenomů u 

vybraných zástupců plantainů. 
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1 ÚVOD  

Plantainy jsou škrobové banány patřící mezi nejvýznamnější jedlé typy triploidních 

banánovníků (AAB). Genom plantainů obsahuje dvě sady chromozomů pocházejících 

z druhu Musa acuminata a jednu sadu chromozomů pocházejících z Musa balbisiana. 

Kultivary této podskupiny vykazují širokou škálu morfologických znaků na jejichž 

základě byly popsány hlavní morfologické skupiny – typ French, Horn, French 

Horn a False Horn. Představují jednu z nejvýznamnějších hospodářských plodin světa 

a je proto důležité důkladné pochopení rozmanitosti dostupných genetických zdrojů. 

Teoretická část diplomové práce obsahuje poznatky o druzích banánovníků 

s   hlavním zaměřením na triploidní plantainy. Dále obsahuje část zabývající 

se   problematikou technologií sekvenování nové generace (NGS) a technologiemi třetí 

generace, které jsou známé také   pod názvem long-read sequencing. V závěrečné 

podkapitole teoretické části jsou   popsány metody zpracování sekvenačních dat 

poskytnutých sekvenátory NGS. 

Praktická část je zaměřena na zpracování a přípravu sekvenačních dat NGS 

k identifikaci jednonukleotidových polymorfismů specifických pro subgenomy A a B, 

s následnou analýzou struktury chromozomů a zkoumáním diverzity genomových 

struktur u deseti vybraných zástupců afrických plantainů. 
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2 SOUČASNÝ STAV ŘEŠENÉ PROBLEMATIKY  

2.1 Banánovník 

Banánovník (Musa spp.) je jednoděložná rostlina čeledi banánovníkovitých 

(Musaceae). Patří mezi rostliny vytrvalé, ale monokarpické. Banánovníky pochází 

z jihovýchodní Asie a západního Pacifiku a jsou jednou z prvních plodin, které byly 

domestikovány asi před 7 000 lety v jihovýchodní Asii (D’Hont et al., 2012, 

Davey et al., 2013). Dnes rostou v tropických a subtropických oblastech světa, 

kde jsou základním zdrojem potravy pro miliony lidí (Davey et al., 2013, De Langhe 

et al., 2009). Patří navíc k jedné z hlavních vývozních komodit několika 

rozvojových zemí a představují největší mezinárodní obchod s ovocem a mají 

tak důležitý socio-ekonomický význam (De Langhe et al., 2009, Paul et al., 2017). 

Planě rostoucí druhy banánovníků byly dle morfologických znaků, areálu svého 

výskytu a základního chromozomového čísla (x) rozděleny do čtyř sekcí: Eumusa 

(x = 11; x představuje počet chromozomů), Rhodochlamys (x = 11), Australimusa 

(x = 10) a Callimusa (x = 9 nebo 10) (Cheesman et al., 1947, Daniells et al., 2001) 

(Obr. 1). Na základě pozdějších molekulárních analýz byly sekce Rhodochlamys 

a Eumusa sloučeny do sekce Musa a sekce Callimusa a Australimusa sloučeny do sekce 

Callimusa (Häkkinen et al., 2013). Převážná většina jedlých druhů banánovníku patří 

do sekce Eumusa (jinak Musa) a vznikly přirozeným vnitro- a mezi-druhovým křížením 

mezi dvěma planě rostoucími druhy Musa acuminata (A genom, 2n = 2x = 22) a Musa 

balbisiana (B genom, 2n = 2x = 22). Pozdější studie naznačily, že na vývoji těchto 

jedlých typů banánovníku se podílel i druh Musa schizocarpa (S genom, 2n = 2x = 22). 

Další skupina jedlých banánovníků vznikla nezávisle v rámci sekce Australimusa, 

jsou to tzv. Fe'i banánovníky, které jsou charakteristické vysokým obsahem β-karotenu 

a pěstují se jen na ostrovech Jižního Pacifiku (Davey et al., 2013). 

Jaderný genom druhu Musa je relativně malý (1C ~ 500 -750 Mb, kde C je 

definováno jako množství DNA přítomné v jedné sadě haploidních chromosomů) 

(Doležel et al., 1994; Lysák et al., 1999; Asif et al., 2001; Kamaté et al., 2001; Bartoš 

et al., 2005; Čížková et al., 2015). Velikost haploidního genomu Musa acuminata 

se pohybuje v rozmezí 590 – 615 Mbp s predikovaným počtem genů 36 542 (Lysák 

et al., 1999, D'Hont et al., 2012, Bartoš et al., 2005). Genom A je větší než genom B 
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(Musa balbisina), jehož průměrná velikost haploidního genomu je 537 Mbp a počet 

genů je 35 148 (Lysák et al., 1999, Wang et al., 2019). 

 

Obr. 1: Fylogenetické vztahy v rámci čeledi Musaceae. Pro konstrukci BioNJ fylogramu 

bylo využito ITS1-ITS2 nukleotidových sekvencí. 

Jak již bylo zmíněno, většina jedlých kultivarů banánovníku vzniklo 

přirozenou vnitro- nebo mezi-druhovou hybridizací diploidních, planě rostoucích druhů 

Musa acuminata a Musa balbisiana, s možným přispěním dalších druhů, především 

Musa schizocarpa. Kombinací genomů A a B vznikly diploidní (AA, BB a AB), 

triploidní (AAA, AAB a ABB) a tetraploidní (AAAB, AABB, ABBB) formy jedlých 

banánovníků (Simmonds et al., 1955). Mezi nejvýznamnější jedlé typy banánovníku 

patří především škrobové banány, např. plantainy (genom AAB), nebo triploidní 

banánovníky Africké vysočiny (tzv. East African Highland Bananas, genom AAA) 

a další (Kitavi et al., 2016). Další významnou skupinu představují sladké typy banánů, 

určené pro vývoz (klon Cavendish, genom AAA) (Perrier et al., 2011).  

Banánovník představuje jednu z nejvýznamnějších hospodářských plodin 

světa. Zároveň ale čelí vážnému ohrožení četnými chorobami a škůdci, což je v případě 

jedlých klonů, které se množí odnožemi velký problém (Jeger et al., 1995). Šlechtění 

brání vysoká míra sterility banánů a nedostatečná charakterizace jejich genetické 

diverzity. Účinnou strategií pro pěstování a výběr rodičů ke křížení vylepšených odrůd 

banánů je důkladné pochopení genetické rozmanitosti dostupných zdrojů. 
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2.2 Morfologické vlastnosti 

Rostlina banánovníku je tvořena tzv. pseudostemem (nepravý stonek) (Obr. 2), 

který se skládá ze vzájemně překrývajících se listů, čímž vytváří pevnou 

válcovitou strukturu (Purseglove, 1972; Stover a Simmonds, 1987) a zajišťuje 

mechanickou podporu a propojení cévního systému mezi listy, kořeny a plody 

(Stover a Simmonds, 1987). 

 

Obr. 2: Morfologie banánovníku (Musa spp.) (převzato a upraveno z Karamura et al., 2011) 

Jednotlivé kultivary banánovníku mají odlišnou výšku a barvu pseudostemu. 

Pseudostemy skupiny Musa AB (např. „Kisubi“), AAB (plantainy, „Silk“, „Mysore“ 

a „Sukali Ndizi“) a ABB („Bluggoes“ a „Pisang Awak“) mají převážně žluto-zelenou 

barvu s mírnou růžovou pigmentací na spodní části. Barva i výška pseudostemu 

u banánovníků Africké vysočiny (AAA) se mění v závislosti na okolních podmínkách 

(Purseglove, 1975). Například klony Cavendish bývají relativně vysoké v nižších 

polohách, kde jsou pro ně podmínky ideální, ve vyšší nadmořské výšce jsou naopak 

menší (Stover a Simmonds, 1987). 

Další částí rostliny banánovníku jsou postranní odnože, které vyrůstají z pupenů 

umístěných naproti listovému pouzdru stonku (Obr. 2). Stonek je složen z apikálního 

meristému, z něhož vyrůstají listy a květy. Rostliny Musa mají velkou listovou plochu, 

u plantainů se pohybuje v rozmezí od 0,68 do 0,92 m2 (Anojulu, 1992). Jakmile 
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meristém přestává produkovat listy (asi 30 - 40 listů), prodlouží se internodia, postupně 

prorůstají středem pseudostemu, dokud se neobjeví květenství (Kamura et al., 2015). 

Květenství (Obr. 2) je tvořeno silným stonkem, samičími květy, které vyrůstají 

ve dvou řadách nad sebou a jsou kryty oválnými někdy až tmavě fialovými listeny, 

které svým tvarem připomínají okvětní plátky. Samčí květy se nachází dále od listů 

na konci květenství (Purseglove, 1972). 

Postupné prodlužování hlavního stonku květenství u některých druhů způsobí, 

že se celé květenství pod svou váhou prověsí. Listeny se otevřou a následně 

odpadnou, čímž se odhalí samičí květy (obr. 2). Samičí květy prochází dalším vývojem, 

aniž by byly opylovány nebo oplodněny. Listeny kolem samčích květů i samotné samčí 

květy se také otevírají a padají. Velká část stonku tak odděluje samčí pupen od plodů 

banánovníku. Plody se postupně zaplní, jejich hmotnost ohýbá hlavní stonek a celý trs 

tak u některých druhů visí svisle dolů. Ačkoli fyziologie, anatomie a vývoj klonů Musa 

jsou podobné, jejich morfologie je různá (Kamura et al., 2015). 

2.3 Plantain banánovníky 

Plantainy jsou škrobové typy banánovníku, které tvoří velkou skupinu banánů s více 

než 100 známými kultivary (Swennen, 1990). Genom plantainů (AAB) je triploidní 

a obsahuje dvě sady chromozomů pocházejících z druhu M. acuminata a jednu 

sadu chromozomů pocházejících z druhu M. balbisiana. Přestože veškeré druhy 

banánů, včetně všech jedlých typů vznikly v jihovýchodní Asii, rozmanitost 

plantainů je nejvyšší v Africe, zejména v západní a střední Africe. Tato přirozená 

druhotná genetická rozmanitost je pravděpodobně výsledkem selekce místními 

zemědělci, kteří vybrali a pěstovali přírodní mutanty odvozené z možná více 

než jednoho kultivaru původně přivezeného na africký kontinent. Archeologické 

důkazy ve formě fytolitů naznačují, že banány byly pěstovány v jižním Kamerunu 

již během prvního tisíciletí před naším letopočtem (Mbida et al., 2000). 

Kultivary této podskupiny vykazují širokou škálu morfologických znaků, 

od rostlin s velkým trsem a samčím pupenem, až po rostliny s pouze několika plody 

a bez samčích pupenů. K jejich odlišení se používá řada znaků, jako například orientace 

a počet trsů, velikost a tvar plodů (rovný, rovný v distální části, zakřivený, …), velikost 

pseudostemu, přítomnost nebo nepřítomnost samčího květenství, barva pseudostemu 
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(odstíny zelené, červené nebo fialové), barva slupky nezralého ovoce (odstíny zelené, 

červené, žluté a hnědé). 

2.3.1 Morfologické skupiny plantainů 

Norman Simmonds původně popsal dva typy kultivarů plantainů, které se vyznačují 

přítomností samčího květenství (typ French) nebo jeho nepřítomností/degradací 

(typ Horn) (Simmonds, 1966). Později byly rozpoznány typy False Horn (Tézenas 

du Montcel et al., 1983) a French Horn (Swennen, 1990). Studie o morfologické 

rozmanitosti 97 zástupců charakterizovaných v Demokratické republice Kongo 

popsala tři hlavní typy plantainů - French, False Horn a Horn (Adheka et al., 2018), 

které jsou uznávány jako hlavní morfologické skupiny plantainů i v dnešní době.  

Plantainy typu French (Obr. 3) mají na svém stonku stále listeny a velký samčí 

květenství. Běžně se podle velikosti dělí do tří kategorií - obrovské, střední a malé. 

Protože výška a obvod pseudostemu se liší v závislosti na okolních podmínkách, 

k určení velikostní třídy se používá počet listů vyprodukovaných od výsadby do doby 

vykvetení. Obrovské typy nají více než 40 listů, střední 32 až 38 a malé mají méně 

než 30 listů (Tézenas du Montcel et al., 1983). 

 

Obr. 3: Plantain typu French (z: https://www.crop-diversity.org/mgis/accession/01USA10898, 

25. 3. 2020) 
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Většina plantainů typu French se vyznačuje velkými banánovými trsy, 

které obsahují mnoho plodů o relativně malé velikosti. Tyto kultivary mají dlouhý 

vegetativní cyklus a ve větrných podmínkách jsou náchylné k vyvrácení (Tézenas 

du Montcel et al., 1983). 

Dalšími typy plantainů jsou French Horn (Obr. 4a) a False Horn (Obr. 4b). 

Samčí květenství u False Horn typů v dospělosti degeneruje, samovolně odpadá 

a netvoří pyl (Swennen, 1990). Oba typy mají velké plody, ale trsy u French Horn 

jsou výrazně hustější (Adheka et al., 2018). 

 

Obr. 4: a) Plantain typu French Horn (z http://www.promusa.org/Plantain+subgroup#footnote7, 

14. 1. 2020) b) Plantain typu False Horn (převzato z Adheka et al., 2018) 

Plantainy typu Horn (Obr. 5) produkují velmi málo plodů rozdělených na jeden 

až pět trsů (výjimečně osm až deset). Květenství obsahuje pouze samičí květy. Samčí 

květenství zcela chybí, stonek je ukončen za posledním trsem (Adheka et al., 2018). 
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Obr. 5: Plantain typu Horn (převzato z Adheka et al., 2018) 

2.3.2 Vznik a domestikace plantainů 

Vznik a proces domestikace mezidruhových kultivarů banánů je stále předmětem 

zkoumání. Obecně přijímaná teorie předpokládá vznik všech vnitro i mezidruhových 

jedlých banánovníků v oblasti JV Asie (Thajsko, Malajsie, Indonésie) v průběhu doby 

ledové (Holocénu), kdy hladina moří byla podstatně nižší a tyto dnešní poloostrovy 

a ostrovy byly vzájemně propojeny pevninou (Sand, 1989, Denham, 2004, Denham, 

2010, Kagy et al., 2016). Takto vzniklé a později selektované jedlé typy byly lidskou 

migrací v následujícím období přivezeny do Afriky, odkud se díky obchodu s otroky 

dostali až do střední a jižní Ameriky (D’Hont et al., 2012, Häkkinen, 2013, Janssens 

et al., 2016). Jiná teorie vzniku jedlých typů banánovníku dnes pěstovaných na 

Africkém kontinentu, je založena na transportu rostlin Musa balbisiana do Tichomoří, 

kde došlo k hybridizaci s Musa acuminata a vzniklé hybridní typy banánovníků se 

lidskou migrací rozšířili do západní Afriky (Perrier et al., 2011). 

Na základě přenosu mimo-jaderných organel u planých i jedlých zástupců rodu 

Musa byl navržen postup vzniku triploidních plantainů s genomem AAB. V prvním 

kroku došlo k mezidruhové hybridizaci dvou diploidních planě rostoucích druhů Musa 

acuminata ssp. banksii a Musa balbisiana, který dal vzniknout mezidruhovému 

diploidnímu hybridu s genomovým složením AB. Díky neúplné kompatibilitě dvou 

různých genomů, tento mezidruhový hybrid AB produkoval v meióze neredukované 

2n gamety, které byly oplodněny haploidní gametou druhu Musa acuminatou ssp. 

banksii (AA), což vedlo k výslednému triploidnímu potomstvu AAB. Tento proces 
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mohl být o to komplikovanější, že mohl obsahovat několik kol zpětných křížení, 

které byly již dříve popsány u dalších jedlých kultivarů banánů (De Langhe et al., 

2010). Analýzy chromozomového párování v meióze u planých diploidních druhů 

naznačují, že různé druhy Musa a stejně tak i různé poddruhy Musa acuminata se liší 

svou chromozomální strukturou (přítomností rozličných přestaveb), což má za následek 

narušení meiózy u hybridů a přispívá k jejich ztrátě plodnosti (Dodds a Simmonds 

1948; Shepherd, 1999; Jeridi et al., 2012, Martin et al., 2017, Dupouy et al., 2019, 

Šimoníková et al., 2019, Šimoníková et al., 2020 in press). 

Dosud nebyly přesně identifikovány rozdíly na genetické úrovni, ale publikace 

z roku 2019 (Baurens et al., 2019) naznačuje, že jednotliví mezidruhoví hybridi, včetně 

plantainů mohou obsahovat rozdílný podíl subgenomů A a B. Studie byla zaměřena 

na charakterizaci genomové struktury diploidních, triploidních a tetraploidních A/B 

mezidruhových kultivarů a na studium dopadu těchto genomových struktur vzhledem 

k segregaci a rekombinaci chromozomů. S využitím sekvenační technologie Illumina 

a produkci tzv. mate-paired sekvencí (viz níže) byl vyvinut postup pro porovnávání A 

a B specifických jednonukleotidových polymorfismů (SNP) a vyjádření jejich 

vzájemného zastoupení v mezidruhových genomech banánovníků (VcfHunter program, 

Garsmeur et al. 2018, Baurens et al. 2019). 

2.4 Sekvenování nové generace, NGS technologie 

Sekvenování nové generace (NGS) je definováno jako technologie umožňující určit 

v jediném experimentu sekvenci molekuly DNA s celkovou délkou větší než 1 milión 

párů bází. Důležitou vlastností NGS je možnost sekvenovat stovky/tisíce genů 

nebo dokonce celý genom v jednom experimentu, čehož je dosaženo masivně 

paralelním přístupem, kdy centrální část procesu sestává z velkého počtu sekvenačních 

reakcí prováděných paralelně na fragmentované DNA ve velmi malých objemech, 

poté je výsledek jednotlivých reakcí čten optickým nebo elektronickým detektorem 

a posledním krokem je sestavení výstupních produktů (čtení - readů) pro stanovení 

sekvence molekuly (molekul) DNA před fragmentací (Obr. 6). 
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Obr. 6: Obecné schéma NGS (převzato a upraveno z Płoski, 2016) 

Termín NGS zdůrazňuje nárůst čtení v porovnání s tradičním sekvenováním 

DNA vyvinutým Sangerem v roce 1975 (Sanger a Coulson, 1975), který má i přes 

zlepšení, která byla od té doby zavedená, výkon omezený stále na ~ 75 kb (Płoski, 

2016). 

Důležitým rysem NGS je mnohonásobné sekvenování každé báze cílové 

sekvence. Kolikrát byla daná pozice v NGS experimentu sekvenována (tj. počet čtení 

obsahujících tuto pozici), se nazývá pokrytí (coverage). Získání více čtení pokrývajících 

stejný cíl je nezbytné pro odstranění náhodných chyb během sekvenování (Ebbert et al., 

2016, Gargis et al., 2012, Huang et al., 2015). 

2.4.1 Příprava NGS knihovny 

Kroky potřebné k přípravě DNA pro NGS analýzu se souhrnně nazývají příprava 

knihovny. Knihovny NGS jsou specifické pro jednotlivé platformy, takže knihovnu 

připravenou pro jednu platformu nelze použít na jiné platformě, pokud není 

kompatibilní (obvykle pochází od stejného výrobce). Knihovny NGS mohou být 

připraveny přímo z cílové DNA (obvykle celkové genomové DNA) nebo z produktů 

polymerázové řetězové reakce (PCR) (Chen et al., 2018, Head et al., 2014, Seitz et al., 

2015). Pro sekvenování je důležité, aby byly molekuly DNA v knihovně opatřeny 

adaptérovými sekvencemi. Pokud je knihovna připravena pomocí PCR, nejjednodušším 

způsobem je začlenění adaptérů do PCR primerů tak, aby se staly součástí produktů 

PCR, které jsou pak připraveny pro sekvenování. PCR se pro přípravu knihovny 

používá například v případě, kdy je třeba analyzovat pouze málo genů či exonů 

(Tewhey et al., 2009), respektive při velmi omezeném množství počáteční DNA 

(od 2 ng). PCR přístup snižuje rozmanitost knihovny a vytváří tzv. duplikáty, tedy více 

fragmentů, které jsou kopiemi jedné molekuly. Duplikáty snižují kvalitu 
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sekvenování (Bansal, 2017), mohou chybně naznačovat homozygotnost anebo 

amplifikovat náhodnou chybu do té míry, že ji lze ve výsledku přijmout jako skutečnou 

variantu. Řešení těchto problémů poskytují protokoly a soupravy, které umožňují 

vytvářet knihovny bez PCR (http://www.illumina.com, http://www.biospace.com) 

(Płoski, 2016). 

Pokud příprava knihovny není založena na PCR, ale i v případě využití 

PCR přístupu, je první fází fragmentace DNA. Dalším krokem je ligace 

adaptérů (adaptérových sekvencí). Adaptéry jsou sekvence o délce 4 až 10 bp, 

které slouží jako čárové kódy či indexy. Díky adaptérovým sekvencím je tak možné 

rozlišit různé vzorky sekvenované dohromady (Li et al., 2019). Obzvláště efektivní 

je použití dvojitého indexování, obvykle ve strategii používající samostatný adaptér 

pro každý ze dvou párovaných koncových čtení. Vzorky jsou poté identifikovány 

kombinací dvou adaptérových sekvencí. Tradiční metody fragmentace jsou založeny 

na sonikaci, jedná se o technologie Adaptive Focused Acoustics™, která je patentovaná 

společností Covaris (http://covarisinc.com) nebo Adaptive Cavitation Technology 

of Diagenode (http://www.diagenode.com/en/index.php). Sonikace ale způsobuje 

poškození konců molekul DNA, což vyžaduje opravu pomocí enzymů. Pokrokem 

v přípravě NGS knihoven NGS je enzymová reakce s transpozázou, která současně 

katalyzuje fragmentaci DNA i začlenění adaptéru/značky/tagu (Adey et al., 2010). 

Tento   proces značení/tagování redukuje množství materiálu potřebného pro konstrukci 

knihovny, urychluje samotnou přípravu knihovny a umožňuje snadnou automatizaci. 

2.4.2 Sestavování sekvence: de novo sekvenování a resekvenování 

Důležitým krokem analýzy je sestavení sekvence z krátkých čtení generovaných 

platformami NGS. Existují dva v zásadě odlišné přístupy: de novo sekvenování 

a resekvenování. De novo sekvenování vyžaduje vysoké pokrytí (alespoň 30 x), 

aby bylo zajištěno dostatečné překrývání jednotlivých čtení pro sestavení cílové 

sekvence. Tento způsob sestavování sekvence je výpočetně náročný, protože všechna 

čtení musí být porovnána vůči sobě, aby byla nalezena homologní místa v jednotlivých 

sekvenačních čteních, ze kterých je následně sestavena dlouhá DNA sekvence, 

tzv. kontig. Další problém v de novo sekvenování způsobují repetitivní oblasti 

v genomu. Sekvence těchto oblastí je obtížné z krátkých čtení odvodit, a především 

dobře sestavit do dlouhých kontigů (Lian et al, 2014).  
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Při resekvenování se pro správné skládání sekvenačních čtení do výsledné 

sekvence-kontigu používá tzv. referenční sekvence. Referenční sekvence 

je konsenzuální sekvence sloužící jako obecný rámec cílové sekvence s jejími 

nejrozšířenějšími variantami (Schneeberger et al., 2011, Tsai et al., 2016, Zarrella et al., 

2019). Resekvenování se provádí obvykle na nižší pokrytí (~ 10 x). Dnes se tato 

strategie používá často v kombinaci s tzv. redukcí komplexity genomu, kdy jsou 

přednostně sekvenovány nemethylované, potenciálně kódující oblasti genomů (např. 

metody GBS a RADseq nebo další) a používá se  k identifikaci specifických 

jednonukleotidových polymorfismů, vhodných např. pro analýzu genetické variability 

či identifikaci specifických molekulárních markerů (Huang et al., 2009, Uitdewilligen et 

al., 2013, Trebbi et al., 2019, Jeffries et al., 2016, Aggeli et al., 2018, Malinsky et al., 

2018, Nyine et al., 2018). Jednotlivá sekvenční čtení jsou mapována na referenční 

sekvenci obvykle s velkou jistotou, to znamená, že pochází z dané části genomu a 

oblasti, které se po zarovnáni liší (obvykle jednonukleotidové, či velmi krátké 

polymorfismy), jsou označovány jako varianty. 

Ve srovnání s de novo sekvenováním vyžaduje resekvenování nižší pokrytí 

a je výpočetně jednodušší. Resekvenování je efektivní pro detekci variant kratších 

než délka čtení, jako jsou jednonukleotidové polymorfismy (SNP) nebo krátké 

inzerce/delece. Naopak detekce větších variant, jako jsou varianty počtu kopií 

(CNV, délka > 1000 bp) nebo dokonce větších strukturních chromozomálních variant, 

je náročnější nebo dokonce nemožná, stejně jako detekování variant v repetitivních 

oblastech (Płoski, 2016). 

2.4.3 Platformy Illumina 

Platformy Illumina jsou založeny na fluorescenčním sekvenování jednotlivých molekul 

DNA po amplifikaci na pevném nosiči. Tento přístup vyvinula v roce 2006 společnost 

Solexa, kterou následně získala Illumina. 

Příprava knihovny pro platformy Illumina původně zahrnovala mechanickou 

fragmentaci DNA, enzymatickou opravu konců, přidání jediné adeninové báze 

na 3´ konec fragmentů DNA a ligaci adaptérů. Jiný postup přípravy sekvenačních 

knihoven je založen na značení katalyzovaném transpozázou (Adey et al., 2010). 

Adaptéry Illumina obsahují oblasti pro navázaní primerů a takzvané P5 a P7 vazebné 

oblasti, které jsou komplementární k oligonukleotidům navázaným na povrch 
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průtokové   komůrky (flow cell), která umožňuje přístup k činidlům a optickému 

zobrazení (Lebl et al., 2012). 

Předpokladem pro sekvenování je hybridizace knihovny jednořetězcové DNA 

na oligonukleotidy navázané na průtokovou komůrku (Obr. 7a). Tato relativně slabá 

nekovalentní vazba je následně převedena na silné kovalentní vazby syntézou 

komplementárního (reverzního) řetězce. Následuje promývání a původně navázaný 

řetězec DNA (templát) je odstraněn (Obr. 7b) (Płoski, 2016). 

 

Obr. 7: a) navázání DNA knihovny, b) syntéza reverzního řetězce (převzato z Vilgis a Deigner, 

2018) 

Dalším krokem je můstková amplifikace, což je cyklický proces, při kterém 

se replikují molekuly DNA navázané na průtokovou komůrku a vytváří se takzvané 

klastry. Během můstkové amplifikace se jednořetězcová molekula převrátí a vytvoří 

můstek navázáním na sousední komplementární primer. Po syntéze polymerázou 

se vytvoří dvouvláknový můstek, který po denaturaci poskytne reverzní kopii 

původního fragmentu DNA (forward) kovalentně navázaného na povrch průtokové 

komůrky (Obr. 8a). Proces se cyklicky opakuje a v posledním kroku se reverzní řetězce 

odštěpí a zůstanou homogenní klastry přibližně s 1000 forward vlákny (Obr. 8b) 

(Illuminna, 2010, Płoski, 2016, Voelkerding et al., 2009, Buermans a den Dunnen, 

2014). 
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Obr. 8: a) můstková amplifikace b) odstranění reverzních řetězců (převzato z Vilgis a Deigner, 

2018) 

Vlastní sekvenování DNA pomocí platforem Illumina se provádí metodou 

sekvenování pomocí syntézy (sequencing-by-synthesis, SBS) (Obr. 9). Reakce začíná 

hybridizací primeru na k němu komplementární sekvenci adaptéru. Následně se opakují 

kroky: (1) přidání DNA polymerázy se čtyřmi fluorescenčně značenými nukleotidy, 

(2) zobrazování, zaznamenání fluorescence a (3) odštěpení fluorescenčních barviček 

a terminátoru. Nukleotidy jsou reverzibilně blokovány (zakončeny) a jednotlivě značeny 

fluorescenčně, což zajišťuje, že během každého cyklu je primer rozšířen pouze o jednu 

bázi a že tato báze může být identifikována a skenována pomocí fluorescence 

(Illumina, 2010, Buermans a den Dunnen, 2014). 

 

Obr. 9: Sekvenování pomocí syntézy (SBS) (převzato z Vilgis a Deigner, 2018) 

V závislosti na aplikaci a konkrétní platformě lze provádět 36 až 301 cyklů, 

což umožňuje sekvence dlouhé 35 až 300 bp. 
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Všechny platformy Illumina podporují párové-koncové sekvenování (pair-end 

sequencing). Sekvenování druhého konce molekuly DNA následuje poté, co je 

osekvenován první (forward) řetězec. Čtení (read 1) z forward řetězce je odděleno 

a je provedena můstková amplifikace. Následně je forward řetězec z průtokové 

komůrky odštěpen a je osekvenován reverzní řetězec, opět metodou SBS (Płoski, 2016, 

Vilgis a Deigner, 2018). 

2.4.3.1 Illumina zařízení 

První platformou byl Genome Analyzer (GA), původně nabízený společností Solexa, 

kterou získala společnost Illumina v roce 2007. Přestože je GA stále používána, 

je do značné míry nahrazena nástroji HiSeq (HiSeq 1000 a 2000), anebo jejich 

hardwarově upgradovanými verzemi (HiSeq 1500, HiSeq 2500 a HiSeq 3000, 

HiSeq 4000), stejně jako MiSeq a MiSeqDx. Důležitým vylepšením HiSeq 3000/4000 

je vzorovaná průtoková komůrka s nanočásticemi, která řídí tvorbu klastrů, 

což zajišťuje jejich optimální hustotu. Stroje MiSeq patří do kategorie stolních 

sekvenátorů a MiSeqDx je zaměřen na klinické aplikace. Porovnání platforem NGS 

Illumina je uvedeno v tabulce 1. 

Tab. 1: Porovnání Illumina platforem (převzato a upraveno z Płoski, 2016) 

 

Další platformou firmy Illumina je NovaSeq 6000 System, který využívá 

osvědčenou technologii NGS, poskytuje více typů průtokových komůrek (SP, S1, S2, 

S4) (Tab. 2) a umožňuje kombinovat různé délky čtení, díky čemuž představuje 

jednoduchou, škálovatelnou a spolehlivou vysoce výkonnou sekvenační platformu 
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Illumina, která poskytuje vynikající kvalitu dat (výstup o velikosti až 6 Tb) za méně než 

2 dny (Illumina, 2019). 

Tab. 2: Specifikace průtokových komůrek NovaSeq 600 (převzato a upraveno z Illumina, 2019) 

 

2.4.4 Nevýhody metod NGS 

Technologie NGS mají určité nevýhody. Jedním z hlavních omezení jsou jejich 

relativně krátká čtení. Genomy často obsahují četné repetitivní sekvence, 

které jsou delší než čtení NGS, a to může vést k nesprávně sestaveným sekvencím 

a mezerám ve výsledných kontizích (Goodwin et al., 2016, Salzberg a Yorke, 2005). 

Mimo jiné se pomocí krátkých čtení hůře detekují delší strukturní varianty 

(Weischenfeldt et al., 2013). Technologie NGS mají také omezenou schopnost 

charakterizovat transkripční izoformy generované alternativním sestřihem. 

Illumina zmírnila problémy spojené s krátkými délkami čtení vytvářením 

tzv. mate-pair knihoven. Jedná se o přístup, kdy jsou sekvenovány fragmenty 

nacházející se daleko od sebe (až do 25 kb) (Korbel et al., 2007). Nejprve je provedena 

fragmentace, jejíž výsledkem jsou přiměřeně dlouhé fragmenty DNA. Konce 

DNA fragmentů jsou značeny biotynem a molekuly jsou cirkularizovány (obr. 8). 

Cirkularizovaná DNA je poté fragmentována na malé kousky (300–500 bp) 

a   biotinylované fragmenty jsou shromážděny a purifikovány afinitním zachycením 

pomocí magnetických kuliček potažených streptavidinem. V dalším kroku jsou na 

konce zachycených fragmentů naligovány sekvenční adaptéry (Obr. 10) a je provedeno 

párové-koncové sekvenování (Gao a Smith, 2015). 
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Obr. 10: Příprava mate-pair knihovny (převzato a upraveno z: https://www.ecseq.com/support/ 

ngs/what-is-mate-pair-sequencing-useful-for) 

Mate-pair sekvenování tak do jisté míry umožňuje překonat omezení NGS 

spojená s dlouhými repetitivními úseky. 

Jako alternativní přístup představila společnost Illumina v roce 2014 sadu 

pro přípravu knihoven pro syntetické dlouhé čtení (synthetic long reads, SLR) 

(Voskoboynik et al., 2013). Přístup je však pracný, nákladný a poskytuje stále relativně 

malé délky čtení. Bylo proto potřeba vyvinout metody, které by lépe zvládly výše 

uvedené problémy. 

2.5 Sekvenování třetí generace (Long-Read Sequencing) 

Krátce po vzniku NGS se objevily technologie sekvenování třetí generace (TGS). 

Charakteristickým rysem TGS je sekvenování jedné molekulou (single-molecule 

sequencing, SMS) a sekvenování v reálném čase (na rozdíl od NGS, kde je sekvenování 

pozastaveno po každém začlenění báze) (Schadt et al., 2010). První technologie SMS, 

komercializovaná společností Helicos Biosciences, připomínala sekvenování Illumina, 

ale bez můstkové amplifikace (Puskarev et al., 2009). Metoda byla ale relativně pomalá, 

nákladná a produkovala krátká čtení (32 bp). První skutečná technologie TGS 

byla uvedena na trh v roce 2011 společností Pacific Biosciences (PacBio) 

a je označována jako „sekvenování jedné molekuly v reálném čase“ (single-molecule 

real-time, SMRT) (Eid et al., 2009). V roce 2014 zavedla společnost Oxford Nanopore 

Technologies (ONT) sekvenování pomocí nanoporů (Jain et al., 2015). Nejen, že SMRT 

a nanopore nevyužívají proces amplifikace, ale produkují dlouhá čtení. 
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2.5.1 Pacific Biosciences, SMRT sekvenování 

Technologie, kterou využívá PacBio se nazývá SMRT sekvenování (Puskarev 

et al., 2009). Tato technologie používá uzavřený kruhový templát dsDNA zvaný 

SMRTbell (Obr. 11), který je vytvořen ligací vlásenkových adaptérů na konce cílové 

molekuly dsDNA (Voskoboynik et al., 2013). 

 

Obr. 11: Kruhová templátová DNA – SMRTbell (převzato z Dijk et al., 2018) 

Platforma používá průtokovou komůrku se 150 000 pikolitrovými jamkami. 

V každé jamce je jediná polymeráza imobilizována na dně, kde replikuje cílovou 

molekulu DNA. Během replikačního procesu dochází při začlenění fluorescenčně 

značených nukleotidů k uvolnění fluorescenčního signálu (Obr. 12) a tyto záblesky 

jsou zaznamenány kamerovým systémem v reálném čase. 

 

Obr. 12: replikační proces sekvenování SMRT (převzato a upraveno z Dijk et al., 2018) 

Protože SMRTbell tvoří uzavřený kruh, poté, co polymeráza replikuje jedno 

vlákno cílové dsDNA, může pokračovat užitím adaptéru a poté druhého vlákna 

jako templátu. Pokud je životnost polymerázy dostatečně dlouhá, mohou být oba 

řetězce sekvenovány vícekrát za vzniku jediného nepřetržitého dlouhého čtení, 
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které lze poté rozdělit na více částí rozpoznáním a vyříznutím adaptérových sekvencí 

(Dijk et al., 2018). 

SMRT sekvenování má i nevýhody. Jako například velké množství výchozího 

materiálu potřebného pro přípravu knihovny a vysoká míra chyb při jednom průchodu 

(15 %) způsobená rychlostí záblesků a kamera proto není schopna záblesky 

fluorescenčního signálu zaznamenat (Dijk et al., 2018). 

2.5.2 Oxford Nanopore Technology 

Myšlenka použití nanopórů k sekvenování jednořetězcových molekul DNA nebo RNA 

vznikla na konci 80. let (Deamer et al., 2016). Avšak z důvodu technických překážek 

byly první úspěšné výsledky sekvenování hlášeny až v roce 2012 (Manrao et al., 2012). 

O dva roky později společnost Oxford Nanopore vydala svůj první nanopórový 

sekvenátor MinION. 

Průtokové komůrky v kombinaci s nejnovějšími verzemi kitů pro přípravu 

knihovny mohou produkovat až 20 Gb sekvenčních dat. Také se zvýšila rychlost 

translokace, od 30 do 450 bp za sekundu (Brown a Clarke, 2016). 

K sekvenování dochází v průtokové komůrce, která umožňuje masivní paralelní 

sekvenování. Průtoková komůrka má dvě komory (cis a trans), naplněné iontovými 

roztoky. Komory jsou vzájemně odděleny elektricky odolnou membránou, 

která obsahuje jednotlivé nanopóry (MinION obsahuje až 2 000 pórů, PromethION 

12 000) (Dijk et al., 2018). Na nanopóry jsou navázány helikázy, sloužící 

jako motorové proteiny, které vážou jednořetězcovou DNA (ssDNA) a řídí translokaci 

DNA přes nanopór (Wu a Spies, 2013) (Obr. 13). Jakmile DNA projde nanopórem, 

motorový protein se oddělí a nanopór je připraven přijmout další fragment (Dijk et al., 

2018). 
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Obr. 13: Průtoková komůrka Oxford Nanopore (převzato a upraveno z Dijk et al., 2018) 

Během sekvenování jsou napóry pod stálým elektrickým proudem. 

Proud je závislý na velikosti vstupu do póru (pokud se v póru něco nachází, aktuální 

proud se změní). Sledují se změny elektrického proudu během postupného procházení 

DNA nanopórem. Pro každý nukleotid je pór otevřen jinak a pro každý nukleotid 

se tak mění i elektrický proud. Výsledný signál je poté dekódován a je poskytnuta 

výsledná sekvence DNA. 

Sekvenování Oxford Nanopore vyžaduje přípravu knihovny, ve které jsou konce 

fragmentů DNA opraveny a následně jsou k nim naligovány adaptéry. Adaptéry 

jsou komplexy DNA-protein s pevně vázanou polymerázou a enzymem helikázou, 

který zajišťuje postupný pohyb DNA skrz pór pomocí západkového mechanismu. 

Pro zvýšenou přesnost čtení byly vyvinuty mechanismy pro sekvenování druhého 

vlákna poté, co první vlákno prošlo pórem. Za tímto účelem byl vyvinut systém 1D2 

(Dijk et al., 2018). 

Na rozdíl od SMRT sekvenování není délka čtení Oxford Nanopore omezena 

samotnou technologií, ale spíše délkou molekul DNA, které mají být sekvenovány. 

Proto za předpokladu, že DNA je dostatečně kvalitní, lze získat extrémně dlouhé 

produkty (až 1Mb) (Jain et al., 2018). 

Nevýhodou Oxford Nanopore je vysoká míra chyb (15 %) (Jain et al., 2017), 

pro kvalitnější sestavu sekvence se tak využívá kombinace s Illuminou. Oproti SMRT 
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sekvenování nemá Oxford Nanopore možnost sekvenovat stejný řetězec vícekrát 

a pro vyšší přesnost tak vyvinuli metodu, která podporuje průchod druhého vlákna 

do pórů poté, co prošlo první vlákno. Zdvojnásobuje se tak ale doba průchodu molekuly 

pórem. Další nevýhodou jsou časté změny softwarových verzí, průtokových komůrek 

a kitů (Dijk et al., 2018). 

2.6 In silico analýza NGS dat 

Moderní technologie posunuly studium biologie rostlin na vyšší úroveň, kvůli rychlému 

nárůstu sekvenovaných genomů mnoha druhů rostlin (Schuster, 2008, Govindaraj et al., 

2015). Je tak vidět obrovský dopad výzkumu rostlinných genomů na zlepšení 

ekonomicky významných rostlin a znalost biologie rostlin (Feuillet et al., 2011). 

Sekvenování genomu bylo revolucionizováno obzvláště technologiemi 

Sekvenování nové generace, které rychle produkují obrovské množství dat při 

relativně   nízkých nákladech a je obrovskou výzvou   analyzovat toto velké množství 

dat a interpretovat biologický význam (Lee et al., 2011). 

Vývoj NGS sekvenování DNA tak dramaticky změnil proces objevování 

jednoduchých nukleotidových polymorfismů a malých inzercí a delecí z nukleotidových 

sekvenačních dat a nahradilo tak starší a nákladnější metody zahrnující subklonování 

nebo amplifikaci polymerázovou řetězovou reakcí (PCR) s následným Sanger 

sekvenováním. Výsledkem je bezprecedentní charakterizace genetických variant 

v nemocných i zdravých tkáních všech organismů (The 1000 Genomes Project 

Consortium, 2012, Hoadley et al., 2014).  

Jednonukleotidové polymorfismy (SNP) jsou definovány jako změny jedné 

báze ve specifické poloze nukleotidů a jsou široce distribuovány v genomech, 

jak v kódujících, tak nekódujících oblastech všech organismů. Jedná se o nejrozšířenější 

typ variant genů a mohou být odpovědné za specifické rysy nebo fenotypy, a mohou 

také poskytnout informace o evoluční historie druhů. Jsou vhodnými molekulárními 

markery (McCouch et al., 2010, Guajardo et al., 2020, Agarwal et al., 2008, Trebbi et 

al., 2019, Wondji et al., 2007, Leache a Oaks, 2017). 

Velký počet SNP lze u druhů identifikovat pomocí vysoce výkonných 

technologií NGS, jako je sekvenování DNA asociované s restrikčním místem (RAD-

seq) (Baird et al., 2008), metodou genotypování pomocí sekvenování (GBS) (Elshire 

et al., 2011) a sekvenováním amplifikovaných fragmentů specifických lokusů (SLAF-
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seq) (Sun et al., 2013). SNP markery se tedy používají pro hodnocení genetické 

rozmanitosti, studii molekulární evoluce a genetického mapování u plodin (Agarwal 

et al., 2008). 

Pro de novo identifikaci variant ze sekvenačních dat byly vyvinuty 

bioinformatické nástroje a postupy obvykle sestávají ze tří částí: úprava čtení 

(read processing) odstraněním bází s nízkou kvalitou, dále mapování a zarovnání 

(mapping and alignment) čtení na referenční sekvenci pomocí softwarů jako jsou 

například Bowtie (Langmead et al., 2009), BWA (Li et al., 2009) a MAPQ (Li et al., 

2008) a posledním krokem je určování variant (variant calling) (Xu, 2018). 

Určování variant je klíčovým krokem analýzy NGS. Kvalita vstupních 

dat přímo ovlivňuje následnou analýzu, jako je detekce specifických genů. 

Aby bylo dosaženo vysoce kvalitního určení variant a genotypizace, jsou sekvenační 

čtení nejprve mapována na referenční genom/sekvenci a tyto výsledné soubory se poté 

aplikují programy sloužící k určení variant (Li et al., 2018). Dobré výsledky poskytují 

například SAMtools (Li, 2009), Genome Analysis Toolkit (GATK) (McKenna et al., 

2010) a Platypus (Rimmer et al., 2014). 

Algoritmy sloužící k určování variant mají za cíl řešit technické potíže, 

jako jsou homopolymerní chyby, náhodné mutace, inzerce a delece (indely), chybné 

namapování a zkreslené PCR výsledky. Obecně existují dva přístupy (Albers et al., 

2011). První přístup využívá bayesovské metody pro modelování sekvenačních chyb 

a identifikaci variant. Kandidátní varianty jsou tak úspěšně generovány pomocí 

bayesovských metod přímo z výsledků nezávislého mapování každého čtení 

na referenční sekvenci. Tento přístup je velmi účinný pro detekci SNP, ale může 

vykazovat chyby, pokud jsou čtení namapována do oblastí vedle kandidátních indelů 

(Li et al, 2018). Na tomto principu pracují například softwary SAMtools a GATK-

UnifiedGenotyper (DePristo et al., 2011).  

Druhý přístup je založený na sestavování sekvencí. Ve výpočtu nejprve provádí 

de novo sestavení krátkých čtení v rámci oken dané fixní délky pro vytvoření 

kandidátních haplotypů. Následně je provedeno pravděpodobnostní srovnání 

výsledných haplotypů s referenční sekvencí. Kandidátní haplotyp, který má nejvyšší 

pravděpodobnostní hodnoty, je považován za skutečnou sekvenci daného okna 

a je v něm provedeno určení/volání variant. Tento přístup může řešit chybné 

namapování okolních indelů a také identifikovat velké indely. Přístup je přesnější, ale 

vzhledem k extrémně vysoké výpočetní složitosti a velkému počtu kandidátních 
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haplotypů, vyžaduje v porovnání s prvním přístupem mnohem delší dobu pro výpočet 

(Li et al, 2018). Na druhém přístupu je založen GATK-HaplotypeCaller (Poplin et al., 

2017). 

Existuje další metoda, která kombinuje oba přístupy a je považována 

za bayesovskou haplotypovou metodu (software Platypus). 

Analýza NGS dat zahrnuje také detekci strukturních variant (SV), do kterých 

se řadí dlouhé inzerce, duplikace, delece, inverze a translokace. S podstatným pokrokem 

v technologiích sekvenování a analytických strategiích byla definice SV rozšířena 

tak, aby zahrnovala varianty dlouhé až 50 bp (Mills et al., 2011, Sudmant et al., 2015, 

Zarrei et al., 2015). 

Obecně lze způsob detekce SV klasifikovat do čtyř různých algoritmů: Read-

Pair (RP), Split-Read (SR), Read-Depth (RD) a Assembly (AS). Některé nástroje 

kombinují více než jeden algoritmus, aby se zvýšila specifičnost a citlivost (Ye et al., 

2016). 

Při párovém-koncovém sekvenování se očekává, že DNA fragmenty budou mít 

specifickou velikost inzertu (Korbel et al., 2007). Metody Read-Pair jsou založeny 

na identifikaci namapovaných párových čtení na referenční genom, jejichž vzdálenosti 

jsou výrazně odlišné od předem stanovené průměrné velikosti inzertu (Pirooznia et al., 

2015). Tato čtení mohou být namapována dále nebo blíže od sebe, mohou být 

v obrácené orientaci nebo v nesprávném pořadí anebo jsou mapovány na různé 

chromozomy. Každá z těchto možností je indikátorem různých typů strukturních variant 

(Escaramís et al., 2015). Mezi nástroje používající metodu RP, patří například PEMer 

(Korbel et al., 2009) a BreakDancer (Chen et al., 2009). 

Metoda Split-Read využívá čtení generovaná párovým-koncovým 

sekvenováním, kde pouze jedno z dvojice párových čtení je spolehlivě namapováno 

na referenční genom a druhé se buď zcela nebo částečně nedokáže na referenci 

namapovat (Zhang et al., 2011). Nemapovaná čtení jsou potenciálním zdrojem 

zlomových bodů na úrovni páru bází. Mapovaná čtení, která se rozprostírají 

přes zlomový bod strukturních variací, poskytují přesné počáteční a koncové polohy 

delecí či inzertů. Nástroje používající Split-Read metodu, jako například Pindel 

(Ye et al., 2009) a Prism (Jiang et al., 2012), jsou schopny tyto zlomové body 

identifikovat, ale mají omezenou schopnost identifikovat velké strukturní varianty. 

Software Prism toto omezení podstatně překonává, použitím modifikovaného 

Needleman-Wunsch algoritmu (Jiang et al., 2012). 
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Read-Depth metody jsou založeny na hypotéze, že existuje korelace 

mezi hloubkou pokrytí a počtem kopií v dané oblasti genomu (Teo et al., 2012). 

RD metody detekují přesný počet variant počtu kopií (CNV), na rozdíl od RP a SR 

metod, které detekují pouze jejich polohu. Prvním krokem detekce pomocí metody RD 

je mapování čtení na referenční genom a následný výpočet hloubky pokrytí využitím 

předdefinového okna. Hloubka čtení v každém okně je poté normalizována, 

aby se odstranil potenciální šum kvůli GC a repetitivním oblastem (Boeva et al., 2011; 

Janevski et al., 2012). Následně je provedena predikce statistické významnosti určení 

CNV variant a v posledním kroku je použito filtrování (Janevski et al., 2012; Zhao 

et al., 2013). Nástroje, které tuto metodu využívají, patří například CNV-seq 

(Xie a Tammi, 2009) a BIC-seq (Xi et al., 2011). 

Teoreticky mohou být všechny formy genetických variant včetně CNV 

detekovány pomocí sestavení celogenomové sekvence (sequence assembly) z krátkých 

čtení (pokud jsou čtení dostatečně dlouhá a přesná). Metody assembly nejprve 

vygenerují kontigy a scaffoldy, které se poté porovnávají s referenčním genomem, 

aby se objevily strukturní varianty (Nijkamp et al., 2012; Teo et al., 2012). Eukaryotní 

genomy ale obsahují významný podíl repetic a duplikací, což způsobuje, že jsou metody 

AS méně přesné a složitější, neboť v těchto složitých oblastech vykazují špatnou 

výkonnost (Xi et al., 2012). 
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3 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 

3.1 Sekvenační data 

Izolace genomové DNA, příprava sekvenačních knihoven, a samotné sekvenování 

platformou Illumina (NovaSeq 6000 System), které vedlo k získání párových 150-nt 

dlouhých sekvenačních čtení bylo provedeno kolegy z Centra strukturní a funkční 

genomiky rostlin, Ústavu experimentální botaniky AV ČR, v. v. i. a CR Haná 

v Olomouci. 

Jako referenční genomová sekvence banánovníku byla použita celogenomová 

sekvence dihaploidního druhu M. acuminata ssp. malaccensis, klon DH Pahang (verze 

2; Martin et al., 2016). 

Všechny bioinformatické programy využité v diplomové práci byly spuštěny 

na serverech Centra strukturní a funkční genomiky rostlin, které jsou zároveň součástí 

MetaCentra (Virtuální organizace MetaCentrum VO). 

V rámci diplomové práce bylo analyzováno deset zástupců afrických plantainů 

(4 zástupci typu French, 4 zástupci typu False horn, a 2 zástupci typu Horn) (Tab. 3) 

a dva diploidní plané druhy – pravděpodobné rodičovské genomy M. acuminata ssp. 

banksii ITC0904 (donor subgenomu A) a M. balbisiana ITC0248 (donor subgenomu 

B). 

Tab. 3: Deset analyzovaných zástupců afrických plantainů 

Číslo vzorku Název kultivaru Typ Země původu 

7 ITC.0109; Obino l‘Ewai French Nigérie 

9 ITC.0142; Msisa French Burundi 

12 ITC.0219; Apem Pa French Ghana 

16 ITC.0325; Wine Plantain French Honduras 

30 ITC.0098; Baka False horn Gabon 

33 ITC.0223; Apantu False horn Ghana 

38 ITC.0517; Orishele False horn Nigérie 

42 ITC.0641; Dominico Rojo False horn Kolumbie 

46 ITC.0185; 3 Hands Planty Horn Kamerun 

48 ITC.0128; Tshambunu Horn Burundi 
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3.2 Bioinformatická analýza 

Před úpravou sekvenačních dat, byla provedena kontrola kvality sekvencí programem 

FastQC (http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/). Sekvenační čtení 

byla na základě informací poskytnutých FastQC dále zpracována softwarem 

Trimmomatic v0.32 (Bolger et al., 2014). Software zajistil, že byla ponechána pouze 

čtení o zadané délce (150-nt; viz níže) a bez přítomnosti sekvenačních adaptérů. 

Krok byl spuštěn příkazovým řádkem:  

java -jar trimmomatic-0.39.jar PE -threads 2 -phred33 vstup_R1.fastq 

vstup_R2.fastq -baseout výstupní_soubory ILLUMINACLIP: TruSeq3-

PE.fa:2:30:10 SLIDINGWINDOW:4:15 MINLEN:150,  

kde se pro vstupní párová čtení vstup_R1.fastq a vstup_R2.fastq provedlo 

následující: 

1) Odstranění adaptérů (ILLUMINACLIP: TruSeq3-PE.fa:2:30:10). 

2) Odstranění bází, jejichž průměrná kvalita v okně klesla pod prahovou 

hodnotu (SLIDINGWINDOW:4:15). 

3) Odstranění čtení kratších než zadaná délka (MINLEN:150). 

Z výstupních dat upravených softwarem Trimmomatic byla následně 

odfiltrována čtení s kvalitou nižší než prahová hodnota pomocí FASTQ Quality Filter, 

který je součástí FASTX-Toolkit programu (http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit/).  

Spuštění příkazového řádku ve tvaru:  

fastq_quality_filter -q 20 -p 90 -i vstupní_soubor.fastq -o 

výstupní_soubor_Filtr.fastq  

zajistilo, že ze vstupních souborů (parametr -i) byly odstraněny sekvence s   kvalitou 

nižší, než zadaná hodnota   parametru -q a zároveň hodnota parametru -p zajistila, 

jaké   bude minimální procento bází, které   musí mít danou kvalitu.  

Odfiltrování nekvalitních sekvencí vygenerovalo nesynchronizované 

výstupní soubory, které bylo potřeba znovu spárovat, protože pro další analýzu 

se používala pouze párová čtení. Tento krok byl zajištěn využitím softwaru 

Pairfq (https://github.com/sestaton/Pairfq, version 0.17.0). 
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Příkazový řádek byl ve tvaru:  

pairfq makepairs -f vstup_R1.fastq  -r vstup_R2.fastq -fp 

výstup_R1_P.fastq -rp výstup_R2_P.fastq -fs výstup_R1_S.fastq -rs 

výstup_R2_S.fastq –stats,  

kde: 

makepairs je poziční argument pro párová čtení, 

-f/-r značí vstupní soubory (forward/reverse), 

-fp/-rp značí výstupní párová čtení (forward/reverse), 

-fs/-rs značí výstupní nepárová čtení (forward/reverse), 

--stats je argument poskytující informace o výsledcích párování. 

Párová čtení byla použita pro následnou analýzu pomocí programu VcfHunter 

(https://github.com/SouthGreenPlatform/vcfHunter), který slučuje několik programů 

a umožňuje mapování DNA/RNA sekvenačních čtení na referenční genom, 

k   identifikaci jednonukleotidových polymorfismů (SNP) a manipulaci s výslednými 

vcf soubory, které jsou dále využity pro vizualizaci pozic detekovaných SNP podél 

referenční genomové sekvence, v našem případě podél jednotlivých chromozomů 

banánovníku. 

První fáze analýzy byla spuštěna příkazem:  

python3 process_reseq_1.0.py -c DNAseq.conf -t 5 -p Plantains -s 

abcefgh, kde:  

-c/--conf je konfigurační soubor obsahující cesty k referenčnímu genomu 

a párovým čtením, 

-t/--threads udává počet jader, 

-p/--prefix je název prefixu pro výstupní vcf soubor a soubor obsahující 

statistické informace, 

-s/--steps značí řetězec obsahující kroky k provedení: 

a: mapování sekvencí DNA na referenční genomovou sekvenci 

algoritmem BW-MEM, který je součástí softwarového balíčku Burrows-

Wheeler Aligner (Li a Durbin, 2010), odstranění nenamapovaných čtení 

softwarem SAMtools (https://github.com/samtools/samtools),  
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b: identifikace a odstranění duplicitních čtení nástrojem PicardTools 

(https://broadinstitute.github.io/picard/command-line-

overview.html#MarkDuplicates), 

c: opětovné lokální zarovnání kolem oblastí indelů nástrojem GATK 

(https://github.com/broadinstitute/gatk/),  

e: výpočet alel pro každou pozici ve všech vzorcích napříč všemi 

chromozomy pomocí bam-readcount (https://github.com/genome/bam-

readcount), 

f: určování genotypu (GATK), 

g: sloučení souborů generovaných krokem f, 

h: statistika mapování. 

V rámci analýzy byl tedy zpracován multifasta soubor referenčních sekvencí 

a několik fastq souborů obsahujících illumina sekvenační čtení plantainů, a pro každého 

zástupce (tj. zástupci jednotlivých morfologických skupin afrických plantainů) byl 

vrácen bam soubor a konečný vcf soubor obsahující informace o alelách na každé 

variabilní pozici, mající alespoň jednu variantní alelu obsaženou alespoň v jednom 

čtení. Protože genotypy nalezené ve výstupu vcf nemusí odrážet správný genotyp, byl 

dále využit program VcfPreFilter, který provádí určování variant na základě specifikace 

uživatele. 

Krok byl spuštěn příkazovým řádkem:  

python3 VcfPreFilter.1.0.py -v Plantains_all_allele_count.vcf -m 10 -M 

10000 -f 0.05 -c 3 -o Plantains_prefiltered.vcf -d y  

a výstupním souborem (parametr -o) je vcf soubor, ve kterém byly variantní pozice 

před-filtrovány následovně: 1) byla zahrnuta pouze data s požadovaným pokrytím 

(tzv. coverage) -m až -M čteními; 2) poté byly jako varianty vybrány pouze alely 

podporované alespoň třemi čteními (parametr -c) a frekvencí ≥ 0,05 (parametr -f); 3) 

nakonec byly zachovány pouze pozice, u kterých se jednalo o alespoň jednu alelu 

odlišnou od reference.  

Poslední krok filtrování SNP variant byl proveden programem vcfFilter. 

V rámci analýzy byly ponechány pouze bialelické pozice (parametr --RmAlAlt). 

Parametry --MinCov a --MaxCov zajistily převod datových bodů, které byly příliš 
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pokryty (pravděpodobně vyplívají z repetitivních sekvencí) a které nebyly pokryty 

dostatečně, na chybějící data. Dále bylo zajištěno, že každá alela byla pokryta alespoň 

třemi čteními a   pokud   ne, byla převedena na chybějící data (parametr --MinAl). 

Zadáním parametru --nMiss bylo zajištěno, že počet chybějících dat na řádek bude 

maximálně 1 a pomocí parametru -g, byl finální vcf soubor zkomprimován.  

Analýza byla spuštěna příkazovým řádkem:  

python3 vcfFilter.1.0.py --vcf Plantains_prefiltered.vcf --names 

all_names.tab --MinCov 10 --MaxCov 300 --MinAl 3 --nMiss 1 --RmAlAlt 

1:3:4:5:6 --prefix Plantains_Filtered -g y. 

V další části byl finální vcf soubor obsahující filtrované jednonukleotidové 

polymorfismy použit jako vstup pro program vcf2allPropAndCov, který na základě 

vcf souboru provedl: 1) vykreslení alelového pokrytí podél chromozomů u jednotlivých 

zástupců; a 2) identifikaci alel specifických pro každou skupinu na základě známých 

předků (AA, BB) ve vcf souboru a vykreslení poměru alel na dané pozici podél 

všech chromozomů u všech zástupců.  

Pro analýzu diploidních předků byl příkazový řádek ve tvaru:  

python3 vcf2allPropAndCov.py --conf Plantain_Vcf.conf --origin 

Origin.tab --acc Předek --ploidy 2 --NoMiss n --all y.  

Analýza triploidních zástupců afrických plantainů byla spuštěna příkazovým 

řádkem:  

python3 vcf2allPropAndCov.py --conf Plantain_Vcf.conf --origin 

Origin.tab --acc Zástupce --ploidy 3 --NoMiss n --all y,  

kde:  

--conf je soubor obsahující cesty k vcf souborům, 

--origin je tvořen dvěma sloupci (první sloupec obsahuje názvy předků 

a druhý sloupec obsahuje jejich skupiny/origin), 

--acc značí název analyzovaného zástupce, 

--ploidy udává ploidii analyzovaných zástupců, 

--NoMiss značí, že pro přiřazení alel ke skupinám nejsou povolena chybějící 

data, 

--all udává, že by alela měla být přítomna u všech zástupců skupiny. 
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Finální vcf soubor byl také použit k analýze programem 

vcf2allPropAndCovByChr, který porovnává vždy jeden konkrétní chromozom u všech 

zástupců a vykresluje alelické pokrytí chromozomů. Parametry byly zadávány 

podobně jako u předchozí analýzy.  

Příkazový řádek byl ve tvaru:  

python3 vcf2allPropAndCovByChr.py --conf Plantain_Vcf.conf --origin 

Origin.tab --ploidy 3 --NoMiss n --all y --acc názvy_všech_zástupců. 

Na základě vykreslení poměru pokrytí alel podél chromozomů a výpočtů 

normalizovaného pokrytí pozic podél chromozomů poskytnutých programem 

vcf2allPropAndCov, byla provedena identifikace statisticky významných 

jednonukleotidových polymorfismů sloužících k analýze zastoupení subgenomů A a B 

v allotriploidních plantainech. Výstupní soubory také obsahovaly informace o počtech 

SNP specifických pro subgenom A, subgenom B a SNP odpovídajících 

oběma subgenomům (AA:BB).  

Ve vcf souborech byly ponechány pouze SNP stoprocentně přiřazené 

subgenomu A nebo subgenomu B (odpovídající poměr byl roven 1.0) a dále SNP 

s   duplicitními pozicemi odpovídajícími oběma subgenomům. 

K odhalení chromozomové konstituce AAB nebo ABB bylo potřeba ponechat 

hlavně SNP, jejichž poměr pokrytí odpovídal přibližně 33 % pro alely specifické 

subgenomu B ku 66 % pro subgenom A (tj. dvojnásobné pokrytí subgenomu A - AAB) 

či naopak (ABB). Filtrace proto pokračovala náhodným výběrem SNP pozic, jejichž 

hodnoty poměru pokrytí pro alely specifické pro subgenomy A a B, se pohybovaly 

v rozpětí mezi 0.15 až 0.35 a 0.65 až 0.85. Ponechány byly také SNP, jejichž poměr 

pokrytí byl roven číselné hodnotě s   maximálně třemi desetinnými místy. Posledním 

krokem bylo provedení filtrace programem vcfFilter, tentokrát s hodnotami parametrů -

-MinCov 30 --MaxCov 100000 pro SNP s poměrem 1.0 a --MinCov 15 --MaxCov 

100000 pro zbývající SNP, čímž se počet SNP výrazně zredukoval. 
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4 VÝSLEDKY A DISKUZE 

4.1 Kontrola kvality a úprava sekvenačních dat 

Kontrola kvality provedená programem FastQC poskytla informace o sekvenačních 

datech. Průměrná délka sekvencí byla stanovena na 35–151 bp se 40 % obsahem GC 

bází. Dále byly poskytnuty informace o počtu sekvenačních čtení jednotlivých zástupců 

(Tab. 4).  

Sekvenační čtení byla dále upravena softwarem Trimmomatic, který ponechal 

pouze čtení o délce 150-nt, dále softwarem FASTQ Quality Filter, kterým byly 

odfiltrovány sekvence s kvalitou nižší než prahová hodnota 20 ve více než 10 % bází, 

a nakonec byla sekvenační čtení spárována softwarem Pairfq. Upravením sekvenačních 

dat se počet párových čtení jednotlivých zástupců snížil v průměru o 30 % (Tab. 4).  

Tab. 4: Počty čtení před a po úpravě, R1 a R2 značí párová čtení (forward a reverse). 

Název kultivaru 
Počet sekvenačních čtení 

před úpravou po úpravě 

Obino l‘Ewai 

 
7_L001_R1 39 686 210 27 879 023 

7_L001_R2 39 686 210 27 879 023 

Msisa 9_L001_R1 34 747 996 24 353 076 

9_L001_R2 34 747 996 24 353 076 

Apem Pa 12_L001_R1 40 223 263 28 318 181 

12_L001_R2 40 223 263 28 318 181 

Wine Plantain 16_L001_R1 47 439 237 33 408 938 

16_L001_R2 47 439 237 33 408 938 

Baka 30_L001_R1 30 195 157 21 371 060 

30_L001_R2 30 195 157 21 371 060 

Apantu 33_L001_R1 44 491 713 30 928 066 

33_L001_R2 44 491 713 30 928 066 

Orishele 38_L001_R1 46 514 563 32 877 333 

38_L001_R2 46 514 563 32 877 333 

Dominico Rojo 42_L001_R1 27 361 621 19 359 103 

42_L001_R2 27 361 621 19 359 103 

3 Hands Planty 46_L001_R1 35 061 362 25 013 328 

46_L001_R2 35 061 362 25 013 328 

Tshambunu 48_L001_R1 56 774 303 40 683 436 

48_L001_R2 56 774 303 40 683 436 
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4.2 Identifikace SNP a analýza genomové struktury 

Trimovaná sekvenační data vybraných deseti zástupců afrických plantainů a dvou 

diploidní planých druhů, které sloužili v rámci analýzy pro identifikaci A- a B-genom 

specifických jednonukleotidových polymorfismů, byly   mapovány na referenční 

genomovou sekvenci Musa acuminata ssp. malaccensis, klon DH Pahang. Z výsledných 

souborů byla odstraněna čtení, která se na referenci nenamapovala. V následném kroku 

analýzy, který zahrnoval odstranění duplicitních čtení, žádné duplicity identifikovány 

nebyly. V další části bylo provedeno opětovné lokální zarovnání (tzv. multiple 

alignment) kolem oblastí indelů.  

Pro každou pozici na všech 11 chromozomech referenčního genotypu byl 

u všech analyzovaných druhů stanoven počet alel. Tímto krokem byly získány primární 

vcf soubory, které byly následně upravovány a filtrovány s cílem identifikace 

strukturních změn v rámci studovaných afrických plantainů.  

Kompletní filtrované vcf soubory obsahující informace o jednonukleotidových 

polymorfismech (SNP), byly použity k identifikaci A- a B-genomově specifických 

SNP. Za tímto účelem byla použita data diploidních ancestrálních genomů – 

M. acuminata spp. banksii (A genom) a M. balbisiana (B genom), která byla rovněž 

mapována na referenční sekvenci banánovníku. Díky přítomnosti specifických SNP 

mezi rodičovskými genomy (A a B) tak bylo možné identifikovat jednonukleotidové 

polymorfismy specifické pro A- a B-subgenomy triploidních plantainů (AAB), 

čehož bylo využito pro identifikaci zastoupení (vykreslení poměru) A- a B-specifických 

alel podél 11 základních chromozomů banánovníku Byly tak získány informace 

o celkovém počtu A a B specifických SNP identifikovaných pro jednotlivé zástupce 

plantainů (Tab. 5).  
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Tab. 5: Počet SNP specifických pro subgenom A (AA) a subgenom B (BB) 

        Název kultivaru      AA      BB 

ITC.0109; Obino l‘Ewai 2 682 142 2 592 290 

ITC.0142; Msisa 2 673 581 2 564 842 

ITC.0219; Apem Pa 2 713 721 2 613 816 

ITC.0325; Wine Plantain 2 734 545 2 616 527 

ITC.0098; Baka 2 596 963 2 476 348 

ITC.0223; Apantu 2 721 900 2 623 942 

ITC.0517; Orishele 2 743 519 2 613 218 

ITC.0641; Dominico Rojo 2 462 478 2 393 294 

ITC.0185; 3 Hands Planty 2 602 624 2 519 263 

ITC.0128; Tshambunu 2 704 033 2 608 780 

Z tohoto vysokého počtu A- a B-genom specifických jednonukleotidových 

polymorfismů bylo potřeba identifikovat jen statisticky významné SNP, které byly dále 

využity pro vizualizaci zastoupení jednotlivých subgenomů (poměru subgenomů) 

v jaderném genomu triplodních zástupců plantainů. Ponechány byly pouze SNP, 

které stoprocentně odpovídaly subgenomům A nebo B a zároveň tzv. duplicitní pozice 

(SNP specifické pro oba subgenomy), kterým odpovídal alelický poměr pokrytí 

v rozpětí 15-35 % a 65-85 %. Tato filtrace výrazně snížila počet jednonukleotidových 

polymorfismů pokrývajících 11 chromozomů (Tab. 6). Počet SNP specifických 

pro subgenom A/B klesl přibližně o 95 %.  

Tab. 6: Počty SNP specifických pro subgenomy A/B po filtrování. 

Název kultivaru AA BB 

ITC.0109; Obino l‘Ewai 60 236 55 926 

ITC.0142; Msisa 55 065 50 820 

ITC.0219; Apem Pa 61 259 57 076 

ITC.0325; Wine Plantain 60 203 56 104 

ITC.0098; Baka 49 495 44 972 

ITC.0223; Apantu 60 770 56 681 

ITC.0517; Orishele 60 543 56 434 

ITC.0641; Dominico Rojo 43 144 38 735 

ITC.0185; 3 Hands Planty 54 640 50 312 

ITC.0128; Tshambunu 54 998 51 169 
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4.2.1 Vizualizace SNP pokrytí chromozomů 

Vykreslení pokrytí jednonukleotidových polymorfismů specifických pro subgenomy 

A a B u allotriploidních zástupců tří hlavních morfologických skupin afrických 

plantainů prokázalo jejich očekávanou téměř jednotnou euploidní chromozomovou 

konstituci (příloha 1 – 3). 

U všech kultivarů, které jsou běžně klasifikovány jako plantainy s genomovou 

strukturou AAB, byly výsledky v souladu s touto globální strukturou chromozomů. 

Bylo u nich také ovšem zjištěno několik významných chromozomálních přestaveb. 

U všech analyzovaných zástupců plantainů byla zjištěna specifická struktura 

chromozomu 7, kdy je tento chromozom v genomu plantainů zastoupen dvěma kopiemi 

pocházejícími ze subgenomu B a jednou kopií pocházející ze subgenomu A 

(Obrázek   14 – 24). Analýza složení a zastoupení rodičovských subgenomů 

u analyzovaných zástupců triploidních plantainů odhalila i další chromozomální 

přestavby a potvrdila tak mozaikovou strukturu allotriploidních genomů jedlých 

banánovníků.  
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U kultivaru Obino l’Ewai, patřícím mezi morfologickou skupinu French, 

byl   u   šestého chromozomu pozorován segment vykazující ABB konstituci. 

Chromozom 7, byl zastoupen jednou kopií subgenomu A a dvěma kopiemi subgenomu 

B a vykazoval tak strukturu ABB téměř po celé délce, s výjimkou dvou segmentů 

očekávané AAB struktury. Dále byla na konci sedmého chromozomu nalezena delece 

o délce přibližně 1Mb. Další výjimkou byl fragment vykazující diploidní AB konstituci 

na desátém chromozomu (Obr. 14). 

 

Obr. 14: Mozaiková genomová struktura klonu Obino l’Ewai (French plantain). Zelené body 

značí poměr pokrytí alel specifických pro subgenom A, červené body značí alely specifické 

pro subgenom B, vyneseného podél 11 chromozomů referenčního genomu M. acuminata spp. 

malaccensis. Černé a žluté rámečky označují chromozomové segmenty lišící se od očekávané 

genomové konstituce AAB (černě: konstitutce ABB; žlutě: konstituce AB). Modrý rámeček 

označuje deleci. 
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Další zástupce morfologické skupiny French, klon Msisa, vykazoval očekávanou 

genomovou strukturu AAB opět u téměř všech chromozomů, s již zmíněnou výjimkou 

chromozomu 7 a chromozomu 6. Další změny konstituce genomu byly zaznamenány 

u   chromozomu 8 (Obr. 15) a v koncové částí chromozomu 9, byla nalezena delece 

o délce přibližně 1 Mb (Obr. 15).  

 

Obr. 15: Mozaiková genomová struktura klonu Msisa (French plantain). Zelené body značí 

poměr pokrytí alel specifických pro subgenom A, červené body značí alely specifické 

pro subgenom B, vyneseného podél 11 chromozomů referenčního genomu M. acuminata. Černé 

rámečky označují chromozomové segmenty lišící se od očekávané genomové konstituce AAB 

a změnu na konstituci ABB. Modrý rámeček označuje deleci. 



44 
 

Klon Apem Pa, který je řazen mezi africké plantainy typu French, 

opět vykazoval po délce sedmého chromozomu ABB konstituci, kromě koncové oblasti, 

kde byl nalezen úsek s běžnou AAB konstitucí. Chromozomy 6 a 10 se lišili oproti 

očekávané konstituci pouze v rámci krátkých fragmentů, které tvořila ABB struktura 

(Obr. 16).  

 

Obr. 16: Mozaiková genomová struktura klonu Apem Pa (French plantain). Zelené body značí 

poměr pokrytí alel specifických pro subgenom A, červené body značí alely specifické 

pro subgenom B, vyneseného podél 11 chromozomů referenčního genomu M. acuminata. Černé 

rámečky označují chromozomové segmenty lišící se od očekávané genomové konstituce (AAB 

→ ABB). 
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Posledním analyzovaným zástupcem morfologické skupiny French, byl Wine 

Plantain, který se oproti jiným kultivarům skupiny French lišil fragmentem s diploidní 

AB konstitucí, nacházející se v koncové oblasti chromozomu 7. Chromozom 7 také 

napříč téměř celé své délky vykazoval opět ABB strukturu, s výjimkou dvou fragmentů 

v koncovém a pericentromerickém regionu. Další výjimku tvořily fragmenty s ABB 

konstitucí na chromozomech 6 a 10, které byly identifikovány i u předchozího kultivaru 

Apem Pa (Obr. 17). 

 

Obr. 17: Mozaiková genomová struktura klonu Wine Plantain (French plantain). Zelené tečky 

značí poměr pokrytí alel specifických pro subgenom A, červené tečky značí alely specifické 

pro subgenom B, vyneseného podél 11 chromozomů referenčního genomu M. acuminata. Černé 

(konstituce ABB) a žluté rámečky (konstituce AB) označují chromozomové segmenty lišící 

se od očekávané genomové konstituce AAB. 
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V genomové struktuře afrického plantainu Baka, patřícího mezi zástupce 

morfologické skupiny False horn, nebyly pozorovány žádné výrazné odlišnosti oproti 

chromozomálním strukturám zástupců typu French. U kultivaru byly opět nalezeny 

rozdíly v šestém a osmém chromozomu. Fragmenty těchto chromozomů nebyly 

v souladu s očekávanou strukturou a vykazovaly konstituci ABB. Struktura ABB tvořila 

téměř celý chromozom 7, s výjimkou krátkých fragmentů v oblasti pericentromery 

a na konci chromozomu (Obr. 18). 

 

Obr. 18: Mozaiková genomová struktura klonu Baka (False horn plantain). Zelené body značí 

poměr pokrytí alel specifických pro subgenom A, červené body značí alely specifické 

pro subgenom B, vyneseného podél 11 chromozomů referenčního genomu M. acuminata. Černé 

rámečky označují chromozomové segmenty lišící se od očekávané genomové konstituce (AAB 

→ ABB). 



47 
 

Sedmý chromozom klonu Orishele (False horn) s výjimkou koncového 

fragmentu vykazoval ABB strukturu, která byla pozorována i v krátkých úsecích 

chromozomů 6 a 8 (Obr. 19).  

 

Obr. 19: Mozaiková genomová struktura klonu Orishele (False horn plantain). Zelené body 

značí poměr pokrytí alel specifických pro subgenom A, červené body značí alely specifické 

pro subgenom B, vyneseného podél 11 chromozomů referenčního genomu M. acuminata. Černé 

rámečky označují chromozomové segmenty lišící se od očekávané genomové konstituce (AAB 

→ ABB). 
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Poslední zástupce morfologické skupiny False horn, klon Dominico Rojo, 

vykazoval očekávanou chromozomovou konstituci AAB u všech chromozomů, kromě 

sedmého chromozomu, u kterého byla opět pozorována ABB konstituce s fragmenty 

AAB (Obr. 20). 

 

Obr. 20: Mozaiková genomová struktura klonu Dominico Rojo (False horn plantain). Zelené 

body značí poměr pokrytí alel specifických pro subgenom A, červené body značí alely 

specifické pro subgenom B, vyneseného podél 11 chromozomů referenčního genomu M. 

acuminata. Černé rámečky označují chromozomové segmenty lišící se od očekávané genomové 

konstituce (AAB→ ABB). 
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Kultivar 3 Hands Planty, který patří k plantainům typu Horn, obsahoval 

na   koncích šestého a devátého chromozomu deletované oblasti, dlouhé přibližně 6 Mb 

a 8 Mb. U šestého chromozomu byl pozorován také krátký fragment s ABB strukturou, 

která byla také nalezena na začátku osmého chromozomu a po téměř celé délce 

chromozomu 7 (Obr. 21). 

 

Obr. 21: Mozaiková genomová struktura klonu 3 Hands Planty (Horn). Zelené body značí 

poměr pokrytí alel specifických pro subgenom A, červené body značí alely specifické 

pro subgenom B, vyneseného podél 11 chromozomů referenčního genomu M. acuminata. Černé 

rámečky označují chromozomové segmenty lišící se od očekávané genomové konstituce 

(AAB→ ABB). Modré rámečky označují deleci. 
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Posledním zástupcem afrických plantainů typu Horn a zároveň posledním 

analyzovaným klonem byl Tsahambunu, jehož sedmý chromozom a krátké úseky 

na   počátcích chromozomů 6 a 8, byly opět zastoupeny jednou kopií subgenomu A 

a   dvěma kopiemi subgenomu B, obsahoval také krátký fragment s diploidní AB 

konstitucí na koncové části devátého chromozomu (Obr. 22).  

 

Obr. 22: Mozaiková genomová struktura klonu Tshambunu (Horn). Zelené body značí poměr 

pokrytí alel specifických pro subgenom A, červené body značí alely specifické pro subgenom B, 

vyneseného podél 11 chromozomů referenčního genomu M. acuminata. Černé rámečky 

(konstituce ABB) a žluté (konstituce AB) označují chromozomové segmenty lišící se od 

očekávané genomové konstituce AAB. 
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Jak je patrné ze získaných výsledků, všech deset analyzovaných genotypů 

jedlých plantainů má ve svém genomu chromozom 7 zastoupený dvěmi kopiemi 

pocházející ze subgenomu B a jednu kopii pocházející ze subgenomu A, což je rozporu 

s předpokládaným genomovým složením těchto jedlých typů banánovníku. Stejná 

genomová konstituce charakteristická pro chromozom 7 u plantainů byla identifikována 

také ve studii Baurens et al., (2019), kde autoři poprvé aplikovali program vcfHunter 

pro analýzu struktury mezidruhových banánovníků, včetně jednoho klonu 

charakterizujícího plantainy. Tato původní studie také ukázala, že většina 

mezidruhových hybridů banánovníku má mozaikovou strukturu genomů, kdy v rámci 

jednotlivých chromozomů dochází k rozličným strukturním změnám, zahrnujícím nejen 

rozdílné zastoupení jednotlivých subgenomů odlišných od předpokládaného 

genomového složení daného mezidruhového hybrida, ale naznačuje také přítomnost 

delecí koncových částí chromozomů.  

Jak již bylo zmíněno, triploidní plantainy s genomem AAB vznikly dvěma 

kroky mezidruhové hybridizace, kdy nejdříve došlo ke zkřížení dvou diploidních planě 

rostoucích druhů Musa acuminata ssp. banksii (genom A) a Musa balbisiana (genom 

B), za vzniku mezidruhového diploidního hybridního jedince s genomem AB a jeho 

následné hybridizaci (neredukované 2n gamety) s haploidní gametou druhu Musa 

acuminatou ssp. banksii, což vedlo k výslednému triploidnímu potomstvu AAB. 

Práce De Langhe et al. (2010) naznačila, že proces vzniku jedlých banánovníků 

byl pravděpodobně mnohem komplikovanější, tím že obsahoval několik kol zpětných 

křížení. Další komplikaci vzniku jedlých banánovníků mohla představovat skutečnost, 

kdy se na křížení mohly podílet hybridní diploidní genotypy či strukturní heterozygoti 

spíše než homozygotní diploidní druhy M. acuminata spp. banksii a M. balbisiana. 

Tato skutečnost tak mohla mít za následek vytvoření mozaikové struktury jedlých 

hybridních banánovníků, což bylo naznačeno jak v práci Baurens et al. (2019), 

tak i ve výsledcích předkládané diplomové práce.  

Oproti studii Baurens et al. (2019), kdy autoři pro identifikaci struktury složení 

genomů mezidruhových hybridů využili sekvenační data získaná přístupem založeným 

na redukci komplexity, RADseq data, v naší práci bylo využito sekvencí získaných 

resekvenováním celkové genomové DNA. Byly tak získány kvalitní datasety, 

které nejsou zatíženy chybovostí (přítomností tzv. missing dat) ke které dochází 

při aplikaci redukce komplexity. Celogenomovým sekvenováním bylo získáno větší 

množství specifických jednonukleotidových polymorfismů, které budou v následující 
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práci využity také pro podrobnou analýzu genetické variability této skupiny jedlých 

triploidních banánovníků a případnou identifikaci SNP markerů charakteristických 

pro jednotlivé morfotypy plantainů. Dosud byla genetická diverzita jedlých 

banánovníku analyzována pomocí různých molekulárních markerů, např. SSR markerů, 

DarT markerů nebo pomocí GBS, které ovšem nevedly k jednoznačné charakterizaci 

jednotlivých genotypů či jednotlivých skupin jedlých banánovníků (např. Christelová 

et al., 2017, Ruas et al., 2017, Sardos et al., 2016a, Sardos et al., 2016b). Také proto, 

je dnes brán v úvahu jejich rozdílný epigenetický profil, který tak může mít velký vliv 

na jejich diverzitě. Komplexní resekvenační data a SNP identifikované v rámci 

předkládané diplomové práce budou v budoucnu také sloužit jako reference pro analýzu 

epigenetického profilu vybraných plantainů. 
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5 ZÁVĚR 

Diplomová práce pojednává o aplikaci NGS sekvenování pro analýzu složení 

a   struktury genomů jedlých škrobových banánovníků, zvaných plantainy, které patří 

mezi nejrozšířenější jedlé typy banánovníků. Úvod diplomové práce se věnuje 

nejen   problematice vzniku plantainů, charakteristik jejich jaderných genomů, 

ale   tvoří   také   úvod do problematiky sekvenování nové a třetí generace, a in silico 

analýze Next-gen sekvenačních dat s cílem analýzy organizace a struktury jaderných 

genomů rostlin. 

Cílem experimentální části práce byla analýza celogenomových resekvenačních 

dat deseti vybraných druhů afrických plantainů, za účelem zjištění strukturní variability 

jejich jaderných genomů.  

Sekvenační data byla nejprve upravena a filtrována programy dostupnými 

na serverech Centra strukturní a funkční genomiky rostlin, které jsou součástí 

MetaCentra. Data byla následně použita pro mapování na referenční genomovou 

sekvenci M. acuminata ssp. malaccensis (klon DH Pahang, verze 2). Výsledná 

namapovaná čtení byla dále zpracovávána VcfHunterem slučujícím několik programů 

dohromady a   jejichž výsledkem je vykreslení poměru a pokrytí alel specifických 

pro subgenomy A a B.  

Pomocí programů VcfHunteru bylo identifikováno průměrně více než 2 miliony 

jednonukleotidových polymorfismů specifických pro subgenom A, a více než 2 miliony 

SNP odpovídajících subgenomu B. Následnou filtrací sekvenačních dat se počet SNP 

zredukoval přibližně o 95 %.  

Identifikace SNP jednoznačně charakterizujících A a B subgenomy plantainu 

umožnilo vykreslení pokrytí A/B specifických alel podél 11 chromozomů referenčního 

genomu banánovníku a zkoumání chromozomových struktur jednotlivých zástupců 

afrických plantainů.  

U analyzovaných kultivarů nebylo, podle očekávání, pozorováno výrazné 

odlišení od běžné konstituce AAB. Byly ale ovšem objeveny také krátké oblasti 

několika chromozomů s konstitucemi, které nebyly v souladu s globální strukturou 

chromozomů, jednalo se o ABB struktury, a oblasti s diploidní AB strukturou, 

kde   s   největší pravděpodobností došlo k deleci v rámci jednoho chromozomu 

pocházejícího ze subgenomu A. U všech analyzovaných plantainů bylo navíc zjištěno, 

že chromozom 7 je téměř po celé délce zastoupen jednou kopií subgenomu A a dvěma 
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kopiemi subgenomu B. Struktura sedmého chromozomu odpovídá i výsledkům práce 

Baurens et al. (2019) a je tedy možné, že by daná struktura mohla charakterizovat 

všechny plantainy.  

Chromozomy kultivarů Obino l’Ewai, Msisa a 3 Hands Planty obsahovaly 

také různě dlouhé delece koncových oblastí chromozomů. Delece u klonu Obino l’Ewai 

se nacházela na sedmém chromozomu, u klonu Msisa na devátém chromozomu 

a u klonu 3 Hands Planty, byly nalezeny dlouhé delece na koncích chromozomů 6 a 9.  

Objasnění složení a strukturních změn jedlých klonů banánovníku, stejně tak 

jejich pravděpodobných rodičovských genomů je velmi důležité pro výběr vhodných 

genotypů pro tradiční šlechtění banánovníku. Škrobové banánovníky typu plantain 

představují jednu z nejvýznamnějších hospodářských plodin světa, a to hlavně 

v tropických a subtropických oblastech Afriky, kde jsou jednou ze základních potravin. 

Objasnění složení a strukturních změn jedlých klonů banánovníku, stejně tak jejich 

pravděpodobných rodičovských genomů je velmi důležité pro výběr vhodných 

genotypů pro tradiční šlechtění banánovníku.  

Všechny stanovené cíle této diplomové práce byly splněny. 
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7 PŘÍLOHY 

Příloha 1 – vykreslení pokrytí chromozomů, plantainy typu French 

Jedná se o podíl: počet čtení nesoucích danou SNP pozici / průměrný počet čtení vypočítaný 

ze všech pozic; (normalizované pokrytí). 

 

               ITC.0109; Obino l’Ewai                                           ITC.0142; Msisa 

            

 
                 ITC.0219; Apem Pa                                           ITC.0325; Wine Plantain 
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Příloha 2 – vykreslení pokrytí chromozomů, plantainy typu False horn 

Jedná se o podíl: počet čtení nesoucích danou SNP pozici / průměrný počet čtení vypočítaný 

ze všech pozic; (normalizované pokrytí). 

 

 

                      ITC.0098; Baka                                                    ITC.0223; Apantu 

             
 

 

                     ITC.0517; Orishele                                         ITC.0641; Dominico Rojo 
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Příloha 3 – vykreslení pokrytí chromozomů, plantainy typu Horn 

Jedná se o podíl: počet čtení nesoucích danou SNP pozici / průměrný počet čtení vypočítaný 

ze všech pozic; (normalizované pokrytí). 

 

 

                  ITC.0185; 3 Hands Planty                                    ITC.0128; Tshambunu 

       


