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Souhrn

Predlozena bakalarska prace se zabyva problematikou tykajici se klasifikace
Plantain bananovnikl (Musa ssp.). Plantain bananovniky jsou triploidni jedlé typy
banant s genomovym slozenim AAB. Vznikly pfirozenou hybridizaci dvou plané
rostoucich diploidnich druht M. acuminata a M. balbisiana. Plantainy se vyskytuji
obyvatelstvo. Mimo Afriku se vyskytuji také v Indii, i na severu Filipin. Pfibuznost
Plantain bananovniku se tradi¢né déli podle zakladnich kvétnich morfotypt do tfi
skupin: 1) 'French’, 2) 'French Horn' a 'False Horn' a 3) 'Horn'. Pro charakterizaci
bananovnikll se do nedavna pouzivaly vyhradné morfo-taxonomické znaky, které
vSak nejsou dostate¢né robustni pro identifikaci nékterych planych druhd nebo
jednotlivych jedlych typu bananovniku.

Prutokova cytometrie je velmi rychla metoda vyuzivana v rostlinné taxonomii.
Je zaloZena na analyze fluorescenné obarvenych c¢astic (bunécnych jader
izolovanych v pfislusném pufru), kdy za pouZziti tzv. standardu, druhu o znamé ploidii
nebo velikosti genomu, Ize rychle a snadno stanovit ploidii (nebo velikost genomu)
analyzovanych druhl. Metody priitokové cytometrie bylo vyuzito také v pfedkladané
bakalarské praci, v jejiz praktické Casti byla stanovena ploidie u 102 polozek

bananovnikl zaslanych z genové banky (ITC kolekce, Lovan, Belgie).



Summary

Presented bachelor thesis deals with problems relating to the classification
of Plantain bananas (Musa ssp.). Plantains are triploid edible bananas with genomic
composition AAB. Plantains originated by natural hybridization of two wild diploid
species M. acuminata and M. balbisiana. Plantains are widespread mainly in Africa,
where they are considered as one of the most important crop for the local population.
Outside Africa, they are growing in India, and the northern Philippines. Plantain
bananas are traditionally classified into three groups,according basic floral
morphotypes: 1) 'French’, 2) 'French Horn' and 'False Horn' and 3) 'Horn'. Traditional
classification of bananas is based on basic chromosome number and morpho-
taxonomic descriptor. However, this classification system suffers by limited
accuracy. Recently, a different types of molecular markers have been introduced
into the classification of Musa species.

Flow cytometry is fast and efficient method used in plant taxonomy. Flow
cytometry is based on analysis of fluorescently labeled particles - plant nuclei
isolated in respected buffer. This method enables estimation of ploidy level as well
as estimation of genome size. In the present bachelor thesis, flow cytometry was
used for ploidy level estimation in 102 banana accessions sent from the Musa

Genebank — ITC collection, Leuven, Belgium.
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Uvod

Bananovniky jsou krytosemenné, jednodélozné rostliny z Celedi Musaceae.
Celed Musaceae obsahuje tfi rody a to Musa, Ensete a Musella. Nejpo&etnéji rod
je Musa, ktery obsahuje vice nez 70 druhll. Na zakladé morfo-taxonomickych znaku
byl rod Musa ¢€lenén na na sekce Australimusa, Callimusa, Eumusa, Rhodochlamys
a vminulosti i Ingentimusa. V roce 2013 byly slouCeny sekce Eumusa a
Rhodochlamys, stejné jako Australimusa a Callimusa, do jedné sekce (Hakkinen,
2013) (Obr. 2). Do rodu Musa patfi i nejpocetnéjsi skupina Skrobovych bananovnik
s oznaCenim Plantain bananovniky. Tato skupina obsahuje vice nez sto riznych
kultivard vyskytujici se prevazné v Africe. Dfive se jednotlivé druhy bananovniku
rozdélovaly do svych skupin podle morfologickych znakl. V dnesni dobé se do
taxonomického vyzkumu hojné zavadéji nejruznéjSi molekularni metody. Tyto
metody jsou schopny doplinit tradi€éni morfo-taxonomické pojeti klasifikace, ¢i zcela
opravit taxonomické udaje o bananovnicich. Jelikoz se jedna o plodinu, ktera je
obyvatelstvo, je nutné porozumét jeji evoluci a pfibuzenskym vztahtim jednotlivych
druhu. Tyto udaje jsou rozhodujici pro budouci Slechtitelské programy, pro nalézani
rezistenci proti Skidcum a nemocem a to na zakladé genetickych informaci.

Jednou ze zakladnich charakteristik kazdého rostlinného druhu je velikost
genomu a stupen ploidie. Tyto zakladni charakteristiky se daji velmi rychle a
relativné snadno stanovit pomoci metody pratokové cytometrie. Za pouziti tzv.
interniho standardu, druhu o znamé ploidii (velikosti genomu), Ize stanovit ploidie

(velikost genomu) také u nové analyzovaneé rostlinné polozky.



Cile prace

1. Vypracovat literarni prehled o problematice tykajici se bananovnikia ze
skupiny Plantain.

2. Stanovit ploidii polozek Plantain bananovnikd zaslanych z genové
banky.
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1 Teoreticky uvod

1.1 Charakterizace bananovnikt, vyznam a pouziti banan

1.1.1 Morfologie a taxonomie bananovniku

Bananovniky jsou krytosemenné a jednodélozné rostliny, které dosahuji
velmi vysokého vzristu, u nékterych plané rostoucich druhlt az 15 metrd. Rostlina
se sklada z podzemniho radialniho kofenového systému, ktery se sklada prevazné
z adventivnich kofend. Hlavni kofen totiz brzy po vykliCeni zanika (Simmonds,
Stover, 1987). Nadzemni €ast rostliny tvofi tzv. pseudostem (nepravy kmen), listy a
kvétenstvi (Obr.1). Tato bylina ma obrovskeé listy, nékdy s €epeli dlouhou az 4 m,
které se skladaji z fapiku, Cepele a pochvy. Listy mivaji zelenou, i az Cervenou
barvu a nékdy i skvrny riznych barev a tvaru. Tvar jednotlivych €asti listl a jejich
barva patfi ke znakim, které se pouzivaji v tradi¢ni taxonomii této rostliny.

Bananovniky tvofi nepravy stonek — pseudostem. Tento pseudostem je
tvofen ze svinutych listd a z jeho stfedu po Case vyrusta stvol, na jehoz konci se
tvofi kvétenstvi. Nepravy stonek je tvofen prevazné vodou, ale i pfesto dokaze
udrzet trs plodtd o hmotnosti az 50 kg. (ProMusa, 2015). Listy vyrUstaji postupné ve
dvousroubovici ze zakrslého stonku, ktery je pod urovni zemé. Jednotlivé listy
vyrlstaji ze stfedu nepravého kmenu a to v podobé stoceného listoveho valce
pfipominajici tvar ,doutniku®.

Kofenovy systém je pro zivot celého bananovniku velice dulezity,
Lassoudiere (1978) dokazal, Ze existuje souvislost mezi velikosti trsu plodi a
rozvétvenim a velikosti kofenového systému. U baze stonku bananovniku se

zaklada korenova hliza, ze které vyrastaji nové rostliny bananovniku.
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Listy

Kvétni stvol
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e SaMiCi kvéty/Plody

Samci kvetenstvi
Pseudostem

Vyhonek

Korenova hliza

Obr. 1 — Morfologie bananovniku, pfevzato a upraveno z Promusa.com, dostupné z:

http://www.promusa.org/Morphology+of+banana+plant

Rostlina bananovniku za svuj zivot vyprodukuje asi 50 listl a za¢ne kvést az
v dobé, kdy ji vyroste asi 30 — 40 listu. Kvétenstvi je vrcholikové, na jehoz bazalni
Casti se nachazi samici kvéty. Kvéty obsahuiji 5 ty€inek, spodni semenik, 5 srostlych
a jeden volny okvétni list. Plody jedlych typl bananovniku vznikaji ze samicich kvétu
partenokarpicky. Trsy plodU jsou usporadany na jednotliva patra - ,ruce®. Zralé plody
bananovnikl jsou zbarveny nejcastéji do Zluta, ale mizou mit i nejrizné;jSi odstiny
fialové a Cervené.

Plod jedlych typu bananovniku je vyplnén duzinou a neobsahuje zadna
semena. Plané rostouci druhy tvofi v samcich kvétech pyl a jejich plody tak obsahuji
semena. Plané typy bananovnikl se tak mohou rozmnozovat i pohlavné — semeny,
ktera vSak maji velmi nizkou kli¢ivost.

Bananovniky patfi do celedi bananovnikovité (Musaceae) a do fadu
zazvornikotvaré (Zingiberales). Celed Musaceae obsahuje tfi rody a to Musa,
Ensete a Musella. Nejpocetnéjsi rod je Musa, ktery obsahuje vice nez 70 druh(.
Tento rod se dfive tradicné délil na sekce Australimusa (x = 10), Callimusa (x = 10),
Eumusa (x = 11) a Rhodochlamys (x = 11) (Simmonds, Stover, 1987)(Cheesman,
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1947). V minulosti byla popsana jesSté pata sekce Igentimusa, ktera je zastoupena
jedinym druhem a to M. igens (x=14) (Simmonds, Stover 1987). Tato tradi¢ni
klasifikace Celedi Musaceae, je zaloZzena na morfotaxonomickych znacich (IPGRI-
INIBAP/CIRAD, 1996). Rostliny se rozdélovaly podle délky pseudostemu, barvy a
velikosti listd, ¢i podle poctu, tvarl a barvy plodd. Analyza genetické diverzity a
fylogenetickych vztaht v Celedi Musaceae pomoci molekularnich markerd napf.
SSR markeru (Christelova, 2011) pfispéla k pfehodnoceni tradi¢ni klasifikace Celedi
Musaceae (Hakkinen, 2013). V roce 2013 byly slouCeny sekce Eumusa a
Rhodochlamys do jedné sekce Musa, stejné jako Australimusa a Callimusa, do
jedné sekce Callimusa (Hakkinen, 2013) (Obr. 2).

Nejvétsi pocet jedlych typl bananovniku se vyskytuje v rodu Musa a to
konkrétnéji v sekci Musa (puvodné Eumusa). Tyto bananovniky vznikly pfirozenou
vhnitrodruhovou nebo mezidruhovou hybridizaci dvou diploidnich planych druhi M.
acuminata (genom AA) a M. balbisiana (genom BB) a v nékterych pfipadech i
hybridizaci s dalSimi druhy napf. M. schizocarpa (d’Hont, et al., 2000). Jedlé typy
bananovnikll ze sekce Musa jsou prevazné diploidni a triploidni partenokarpické
rostliny, jejichZz plody neobsahuji semena, proto se mnozi vyhradné vegetativné.
DalSi jedlé typy bananovnikl se vyskytuji také v sekci Callimusa (puvodné
Australimusa). Jedna se o tzv. Fe'i bananovniky, které vznikly nezavisle na jedlych
bananech ze sekce Musa (Promusa, 2011).

Rod Ensete tvofi monokarpické rostliny, které nikdy nevytvafi jedlé plody. |
presto je E. ventricosum ekonomicky vyznamny pro obyvatele vychodni Afriky,
jelikoz se z né&j vyrabi vlakna a jeho mladé kvétenstvi se konzumuje (Simmonds,
Stover, 1987).

Do rodu Musella patfi jen jeden druh a to Musella lasiocarpa. Tento rod je
oznacCovany v mnoha zdrojich jako ekvivalent rodu Ensete. Vyskytuje se v oblastech

jihovychodni Asie.
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Celed Musaceae

Rod Ensete Musa Musella
(Australimusa; Callimusa: _Eumusa | | Rhodochlamys:
Sekce )
Call’m US a(Hékk\'ncn, 2013) Musa(Hakkinnn, 2013)

Obr. 2 — Taxonomie ¢eledi Musaceae podle Hakkinen, 2013.

1.1.2 Hospodaisky vyznam bananu

Pro mnohé tropické a subtropické zemé jsou banany jednou z
nejdulezitéjSich obchodnich komodit. Podle Biodiversity international banany tvofi
finan€ni pfijem a zdroj jidla pro vice nez 400 miliond lidi po celém svété
(http://www.bioversityinternational.org/research-portfolio/conservation-use-of-
polozek i presto, ze velka €ast z vnitrostatni produkce zlstava v zemi plvodu.
Celkové se jedlé banany produkuji v asi 130 zemich svéta s celkovou produkci
104,3 miliénd tun roéné (Gibert, et al., 2009).

Pdvodni plané rostliny bananovnikll se vyskytuji v oblasti od severu Nepalu
ajizni hornaté Ciny (Simmonds, Stover, 1987) aZ po jizni ostrovy v Indonésii a Nové
Guinei. V zapadni Asii tyto plané rostliny zasahuji az do Indie (De Langhe, et al.,
2009). Tyto plané rostliny se plvodné nevyskytovali na africkém ani americkém
kontinentu. Proces domestikace zacal zhruba pfed 7 000 lety a to pravé v oblasti
jihovychodni Asie, kdy doslo k selekci pfirozenych hybridnich klon bananovnikd,
které produkovaly chutné a bezsemenné plody. K Sifeni jedlych typt bananovniku
pravdépodobné pomohli migrujici lidé a nasledné obchodnici.

Jak jiz bylo zminéno, jedlé typy bananovnikd vznikly pfirozenou hybridizaci
dvou plané rostoucich druht bananovniku a to Musa balbisiana (genom BB) a Musa

acuminata (genom AA). Mezi dalS$i druhy, které se podilely na vzniku jedlych typ(
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bananovniku, patfi M. textilis (genom T) ze sekce Callimusa, ktera dala vzniknout
tzv. Fei bananovnikim (Li, et al. 2013). Pfevazna vétsSina jedlych typd bananovnikud
jsou diploidni nebo triploidni hybridni klony, s genomy AA, AB, AAA, AAB, a ABB
nalezicich do sekce Musa (puvodné Eumusa). Jedlé typy bananovniku Ize rozdélit
do dvou skupin — dezertni (sladké) banany a banany Skrobové (Obr. 3), které je pred
konzumaci potfeba tepelné zpracovat. Mezi dezertni banany patfi mimo jiné napf.
i znamy Cavendish bananovnik (genom AAA), ktery je zaroven jedinym sladkym
typem bananovniku uréenym pro export. Mezi Skrobové banany patfi bananovniky
africké vysocCiny (,East African highland bananas“, genom AAA) nebo znamé
Plantainy (genom AAB). Kromé potravy se také banany daji vyuZit i jinymi cestami,

napfiklad bananové listy mohou poslouzit jako stfesni krytina.

Obr. 3 — Rozdil mezi banany typu Plantain (vlevo) a dezertni (vpravo), pfevzato z

foodandremedy.com, Dostupné z: http://foodandremedy.com/blog/plantain-vs-banana/

Sladké banany jsou odriidy bananovniku, které je mozné konzumovat bez
predchozi tepelné, &i jakékoliv jiné upravy. Jedna se o lehce stravitelné a nutricné
velmi vhodné ovoce, jehoz zplsoby zpracovani jsou téméF neomezené. Skrobové
banany se oproti sladkym bananum pojidaji vafené, pecené, smazené nebo je

mozné je umlit na mouku.
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1.1.3 Plantain bananovniky

Plantainy (Musa ssp.) jsou triploidni bananovniky s genomovym sloZenim
AAB. Plantainy se pokladaji za nejobsahlejSi podskupinu triploidnich bananovniku
pro obZivu mistnich obyvatel. Mnoho genotypu Plantainii se nevyskytuje jinde ve
svété kromé Afriky (De Langhe, et al., 2005). Mimo Afriku je diverzita plantain
bananovnikl mensi. Kromé Afriky se Plantainy vyskytuji napfiklad v Indii
(Simmonds, 1966) a v horach na severu Filipin (De Langhe, Valmayor, 1980).
Pfedpoklada se, Ze prvni Plantainy se do Afriky dostaly pfed vice nez 2 500 lety
(De Langhe, et al. 2005).

Na zakladé morfologie kvétenstvi se v sou€asné dobé rozliSuji tfi skupiny
plantain bananovniku: 1) skupina 'French"; 2) skupina 'French Horn' a 'False Horn'
a 3) skupina 'Horn' (Simmonds, 1966; Tézenas du Montcel, et al. 1983; Swennen,
1990). (Obr. 4)

Plantain bananovniky typu 'French' obsahuji sam¢i kvéty, zatimco u zastupcu typu
'Horn' samcCi kvéty v kvétenstvi zcela chybi nebo jsou degradovany (Obr. 4).
Plantain bananovniky typu 'French Horn' a 'False Horn' byly popsany o néco pozdéji

a vyznacuiji se tim, Ze samci kvéty jsou degenerované az v dospélosti.

French plantain False Horn plantain Horn plantain

Obr. 4 — Typy Plantaint podle typu kvétenstvi a tvaru plodl. Pfevzato z International Tropical Fruits

Network, dostupné z: http://www.itfnet.org/index_archive.jsp?page=1&process=11&mid=1&fid=13

V ramci jednotlivych skupin Plantaint, se vyskytuji zastupci s rlznym
mnozstvim vytvorenych listl, coz je dalSi ukazatel pouzivany v zakladni taxonomii
Plantaint (De Langhe, et al., 2005). Sekundarni taxonomické urcovani se provadi

pro pfesnéjsi urovani a to na zakladé sekundarnich urujicich znaku, jako je
16



morfologie plodu, velikosti trsu nebo barvé plodu, ¢i kvétl (De Langhe, et al., 2005).
| pfi vytvoreni téchto pravidel existuji vyjimky a ne vSechny Plantainy se daji zaradit
do skupin podle typu kvétenstvi a velikosti rostliny. Pro tyto ucely se v dnesni dobé
vyuziva urovani pfibuznosti na zakladé genetické informace jednotlivych zastupcu.

Plantain bananovniky produkuji plody, které jsou Skrobovité a musi se pfed
pouzitim tepelné zpracovat. Oproti sladkym bananim maji vy$si obsah sacharidu,
obyvatelstvo nékterych zemi hlavné v Africe (spolu s East African Highlands
Bananas — EAHB). Ze v8ech typu jedlych banana tvofi EAHB az 17% vSech
vypéstovanych bananu na svété a plantainy obecné ~ 19% (International Institute
of Tropical Agriculture). Plantainy tvofi potravu a pfijem pro farmare velkého

mnozstvi rozvojovych zemi hlavné v Africe, v Latinské Americe a Asii.
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1.2 Geneticka diverzita bananovniku

Primarnim centrem diverzity bananovniku je jihovychodni Asie, odkud se tento
druh v minulosti rozSifil do zapadni a stfedni Afriky a jizni Ameriky. V Africe se
vyselektovaly jedlé typy bananovniku, které se v souCasné dobé nevyskytuji v
jihovychodni Asii a proto je oblast Afriky povazovana za sekundarni centrum
diverzity bananovniku (Swennen, Rosales, 1994).

Plantainy se vyskytuji na velkém mnoZstvi lokalit v riznych zemich Afriky, Asie
Ci Latinské Ameriky diky ¢emuz existuje mnoho rliznych oznaceni, jmen a synonym
pro stejné odrudy. Podobné i farmafi z riznych &asti Afriky maji rizna jména pro
stejné klony Plantainu. Tyto odchylky byly zplsobeny napfiklad riznorodosti rizné
mluvicich jazykovych skupin, nafec¢imi aj. (Ude, et al., 2003). Pouzivani raznych
jmen pro stejné péstované klony v dnesni dobé znesnadnuje rychlou a pfesnou
identifikaci rozdilnych klond a uchovani jejich genetické diverzity v genovych
bankach.

Jak jiz bylo fe€eno, tradicni taxonomie zalozena na morfologickych znacich
a zakladnim chromozomovém Cdisle (Cheesman, 1947) je velmi nepfesna a
neumoznuje jednoznacnou identifikaci jedlych klont bananovniku. Navic, fenotyp
jedincu se mize ménit i vlivem prostfedi a proto muze dochazet k morfologickym a
tedy i taxonomickym odchylkam. V dnedni dobé se pro podrobnou charakterizaci
jednotlivych genotypl  bananovniku (planych i jedlych typu) vyuziva metod
molekularni biologie (Manzo-Sanchez, 2015), pfedev§im vyuziti rdznych typu
molekularnich markerd napf. RFLP markery (Raboin, 2005), SSR markery
(Christelova, et al., 2011).
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1.2.1 Uchovavani genetické diverzity bananovniku — ITC kolekce

Charakterizace a uchovani genetické diverzity bananovniku je jednim z
hlavnich cili mezinarodni organizace Bioversity International, ktera se mimo jiné
zabyva dalSimi ekonomicky vyznamnymi plodinami oblasti troplt a subtropl. Dobfe
charakterizované genotypy bananovniki mohou byt vyuZity ve Slechtitelskych
programech, jejichz cilem je vytvofit odolngjsi typy jedlych bananovniku kfizenim s
rezistentnéjSimi planymi druhy.

Genoveé banky rostlin uchovavaji jednotlivé polozky nejCastéji ve formé semen.
Vzhledem ke skuteCnosti, ze jedlé typy bananovnik( jsou sterilni, je tfeba je
uchovavat ve formé in vitro rostlin nebo polnich sbirek. Tato skute¢nost vSak pfinasi
celou fadu komplikaci spojenych pfedevsim se zaménou polozek pfi pasazovani in
vitro kultur nebo dokonce ztrata poloZzek uchovavanych v polnich sbirkach vlivem
nepfiznivého pocasi (napf. v nedavné dobé byla zcela zdecimovana polni sbirka na
Filipinach vlivem tajfunu). DalSi komplikaci je také nedostate¢na charakterizace
jednotlivych polozek uchovavanych v genové bance bananovniku.

ITC genova banka, celym nazvem International Transit Centre (pGvodné
INIBAP Transit Centre) je genova banka se sidlem v Katolické univerzité v Lovani,
v Belgii. Byla zalozena roku 1985 jakozto jeden z prvnich ukonu zacinajici instituce
INIBAP (International Network for the Improvement of Banana and Plantain).
Zakladatelem INIBAP je prof. Edmond de Langhe, jedna z nejvyznamnéjSich
osobnosti ve vyzkumu bananovnikld. Jedna se o nejvétsi sbirku bananovnikd na
svété, a jak jiz bylo zminéno, jednotlivé polozky bananovniku se v této bance udrzuji
ve formé in vitro rostlin (Obr. 5). Genova banka (ITC kolekce) udrzuje kolem 1 500
polozek, které obsahuji jak jedlé typy bananovniku, tak i puvodni plané druhy
bananovnikld. V8echny polozky z této genové banky si Ize vyzadat online. Cilem
genove banky je nejen uchovani genetické diverzity Celedi Musaceae, ale slouZi i
jako zdroj genotypu vyuzivanych ve Slechtitelskych programech. Genova banka
distribuuje jednotlivé zastupce bananovniki jak vyzkumnym centriam, tak
Slechtitelskym stanicim, a to bezplatné (Vézina, Van den Bergh, 2016). Vzhledem k
této funkci genové banky, je nezbytné, aby jednotlivé polozky bananovniku,
uchovavané v ITC kolekci, byly spravné a podrobné& popsany. Jak jiz bylo uvedeno,
vSechny polozky v genové bance jsou charakterizovany pomoci morfo-
taxonomickych znakd, které se vSak ukazaly jako nedostate¢né pro uréeni novych

druht nebo popis jednotlivych skupin hybridnich klonu. Proto je v soucasné dobé
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cela genova banka charakterizovana i pomoci molekularnich marker s cilem

identifikovat Spatné popsané polozky nebo pravdépodobné duplikované polozky.

Obr. 5 — Uchovavani genetického materialu v genové bance ITC ve formé in vitro rostlin, pfevzato
a upraveno od Cristian Samper, Twitter, Dostupné z:
https://twitter.com/cristiansamper/status/585819077681278976

Pro charakterizaci genetické diverzity bananovniku se vyuzilo napf. DArT
markerd, markerl zalozenych na identifikaci jednonukleotidovych polymorfismi s
vyuzitim tzv. sekvenovani nové generace a stale aktualni je také pouZzivani
mirkosatelitovych (SSR) markerU. V ramci spoluprace s Bioversity international, byla
v roce 2011 vyvinuta standardizovana SSR genotypovaci platforma vhodna pro
charakterizaci genetické diverzity bananovnikl uchovavanych v genové bance
(Christelova et al. 2011). Tato genotypovaci platforma je zaloZzena na vyuZiti 19
mikrosatelitovych markerG. Christelova et al. (2011 a 2016-nepublikovano) ukazala,
Ze pomoci SSR genotypovani je mozné charakterizovat i neznamé vzorky
bananovniku. Tato univerzalni metoda spolu s pritokovou cytometrii (Kapitola 1.3)
umoznuje rychlou a presnou analyzu vzorku, které jsou zaslany pravé z genové
banky v Lovani a zjistit pfipadné chyby v oznaceni jejich polozek, ¢i odhalit

pFitomnost duplikatd.
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1.3 Prutokova cytometrie

1.3.1 Prutokova cytometrie

Prutokova cytometrie patfi mezi moderni a rychle se rozSifujici metody, které
se vyuzivaji v Siroké Skale biologickych oborl a to od rostlinného po Iékarsky. V
rostlinném vyzkumu se nejCastéji pouziva pro stanoveni obsahu jaderné DNA,
urceni stupné ploidie a analyzu bunécného cyklu.

Zakladni princip pratokoveé cytometrie spociva v usmérnéni proudu castic tak,
aby byly unaseny jednotlivé astice po jedné za sebou. Castice prochazeji proudem
svétla (laser), ktery je, podle zmény po prichodu Castici, detekovan a elektronicky
vyhodnocovan. Pfed méfenim je tfeba analyzované <&astice specificky a
kvantitativné (Suda, 2005) nabarvit chromoforem, ktery je poté mozné specificky
detekovat. Je nutné, aby analyzované Castice byly nabarveny specificky, jinak
dochazi k detekci i jinych Castic, které by mohly ovlivnit vyhodnoceni.

Pratokovy cytometr je velmi komplexni pfistroj a nejCastéji se déli na tyto
zakladni komponenty — prutokova komdrka, zdroj excitaéniho svétla, opticka
soustava, fotonasobice a zesilovace a ¢ast elektronicka (Suda, 2005). Nejdulezité;Si
soucasti cytometru je pritokova komurka. Zde dochazi k analyze proudu &astic,
které jsou praveé v této komurce sefazeny a srovnany do souvislého proudu a zde
se potkava unaseci kapalina a vzorek (Robinson, Grégori, 2007), (Obr. 6). ZpUsob,
jakym se toho da dosahnout, se nazyva hydrodynamicka fokusace (Suda, 2005). Z
jedné kapilary je pfivadéna kapalina vzorku obsahujici Castice a druhou SirSi
kapilarou je pfivadéna unaseci kapalina, ktera je vstfikovana pod vyssim tlakem.
Konstantni proud vysokotlaké unaseci kapaliny zpUsobi, Zze se Castice posunuiji

sporadané a jedna za druhou.
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Obr. 6 — Schéma priitoku unaseci kapaliny a vzorku s ¢asticemi a tvorby konstantniho proudu pro
méreni na FCM, pfevzato a upraveno od: Brzova Petra, Pritokova cytometrie, Dostupné z:
http://slideplayer.cz/slide/3368276/

Takto vycentrované a konstantné se pohybujici Castice prochazeji v
pratokové komarce ohniskem excitaéniho svétla (Suda, 2005).

VétSina modernich pfistroj0 pouziva jako zdroj excitaniho svétla
monochromatické svétlo (lasery nebo LED diody). Vyhodou lasert je jejich
monochromati€nost, coz eliminuje pouzivani svételnych filtrd a nevyhodou je
vysoka pofizovaci cena (Suda, 2005). Jako druhy pouzivany zdroj v FCM jsou
vyuzivany rtutové vybojky, které pracuji ve vysSim rozsahu vinovych délek a jsou
levnéjsi, ale maji relativné kratkou Zivotnost.

PFi prichodu Castice ohniskem excitaéniho svétla, dojde k excitaci barviva,
kterym je nabarvena. Po excitaci barviva a jeho navratu do klidového stavu dochazi
k emisi fluorescence, ktera je snimana optickou soustavou. Vyzarena fluorescence
dale prochazi rlznymi filtry, fotonasobi¢i a detektory. Pomoci fotonasobicl je
svételny signal pfeveden na pulzy elektrického proudu, které jsou dale zpracovany
a digitalizovany. Data jsou nakonec analyzovana pomoci specifického softwaru a
uchovana ve formé histogramu zobrazujiciho relativni intenzitu fluorescence.
vlastnim méreni dochazi k tvorbé fady nepFesnosti, zplUsobenych napfiklad
nerovnhomérnym nabarvenim ¢astic, pfistrojovymi chybami ¢&i rozdilnymi
podminkami pfi méfeni (Suda, 2005). Tyto odchylky a variability popisuje tzv.
variacni koeficient — CV, ktery se pocita jako podil smérodatné odchylky a primérné
pozice peaku (Suda, 2005). Variacni koeficient se vyjadfuje v procentech a pro

pfesna méfeni by jeho hodnota méla dosahovat maximalné 3%.
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PFfi analyze rostlinnych materiald (napf. rodu Musa) pomoci priatokové
cytometrie se pouzivaji bunécna jadra rostlinného pletiva. Rostlinné vzorky pro
prutokovou cytometrii nékdy maze byt obtizné ziskat, protoze rostlina sama o sobé
obsahuje velké mnozstvi latek ovliviiujicich méfeni, jako jsou napfiklad Skrobova
zrna, Ci pFirodni fluorochromy (Suda, 2005). Kazdé jadro prochazi ur€itymi
cyklickymi zménami a u jader méfenych prutokovou cytometrii je dulezité, zda je
jadro ve fazi G1 nebo G2. Faze G1 oznacuje fazi, pfi které je v jadie zakladni
mnozstvi DNA. V G2 fazi uz doSlo k duplikaci DNA a tedy mnozstvi genetické
informace v téchto jadrech je dvojnasobné. Analyzujeme-li jadra rostlin, sledujeme
intenzitu fluorescence jader pravé v G1 fazi. Pro zbarveni buné&cnych jader u rostlin
se pouziva napfiklad fluorochrom DAPI (4',6-diamidin-2-fenylindol) (Obr.7), ktery se

nejCastéji pouziva pfi urCovani stupné ploidie.

NH,
N NH,
Ho'N
4 .
NH,y
Obr. 7 — chemicka sktruktura specifického fluorochromu DAPI (4',6-diamidin-2-fenylindol) pro
mérfeni ploidie u rodu Musa, pfevzato a upraveno z: Synthesis and evaluation of new cyanine dyes

as minor groove of [poly(da-dt)]2 binders, dostupné z:
http://www.google.com/patents/\W02002090443A1?cl=en

Barvivo DAPI se pfednostné vaze na DNA strukturu, konkrétné na sekvence
bohaté na adenin a thymin. Pro detekci bunécnych jader obarvenych
fluorochromem DAPI se pouZziva svételny zdroj s vinovym rozhranim v UV oblasti.
DalSim barvivem, které se vyuziva v pratokové cytometrie je napfiklad propidium
jodid. Toto barvivo se vazné specificky na nukleové kyseliny (vmezefuje se do
dvousroubovice DNA po celé jeji délce) a proto Ize vyuzit napfiklad pfi méfeni

celkového obsahu DNA v rostlinnych vzorcich.

1.3.2 Vyhody a nevyhody priitokové cytometrie

Prutokova cytometrie je velmi perspektivni a velmi rychle se rozSifujici metoda
analyzy velkého mnozstvi ¢astic za velmi kratkou dobu. Hlavni vyhody prutokové
cytometrie spocivaji v rychlosti analyzy a v malych finan€nich narocich (Suda,

2005). Ke kompletni analyze pomoci této metody staci obecné jen velmi malé
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mnozstvi pletiva. Pfiprava rostlinného materialu je velmi jednoducha a Casové
nenaro¢na, postaci jen ruéni homogenizace pletiv. Dohromady zpracovani vzorka a
jeho analyza zabere fadové minuty. Pomoci této metody je tedy mozné nékdy
zanalyzovat i celé rostlinné populace béhem velmi kratké doby. Pro analyzu pomoci
prutokové cytometrie Ize také pouzit i vzorky z jinych rostlinnych pletiv jako jsou
kofeny, kvéty nebo tfeba semena. Nespornou vyhodou analyz pomoci prutokové
cytometrie je jeji finanéni nenarocnost, cenové rozmezi pro analyzu jednoho vzorku
se pohybuje fadové v desitkach korun (Suda, 2005).

Jako kazda metoda i tato ma sva omezeni a nékteré nevyhody. Podle
charakteru analyzy je nejvétSi nevyhodou nutnost pracovat s Cerstvym a Cistym
materialem. Udrzet rostlinny material Cerstvy a Cisty muze byt, napfiklad pfi
transportu, obtizné. Kazda necistota a kazda vada na pletivu, napfiklad hniloba,
zpusobi zhorseni kvality vysledné analyzy a ziskanych vysledka (CV). V nékterych
vyjime€nych pfipadech Ize analyzovat i vysuSené rostlinné polozky. Bézné se ale
suSené polozky neanalyzuji a dochazi ke zhorSeni CV. Kazdy druh rostliny je odliSny
a nékdy je tfeba znacné modifikovat postup, pro zdarnou analyzu. V nékterych
pripadech se také stava, ze analyzovana rostlina ma tolik sekundarnich metabolitd,
Ze samotna analyza neni mozna nebo je tfeba proveést dalSi kroky k odstranéni
téchto sekundarnich metabolitd nebo k zamezeni jejich negativniho ucinku na
prubéh analyzy. Do nékterych pufri se napfiklad pfidava B-merkaptoethanol nebo
jina redukéni Cinidla, ktera potlacuji interferenci fenolickych latek s fluorescenénim
barvenim DNA (Dolezel, Bartos, 2005).

1.3.3 Uziti pratokové cytometrie pro stanoveni ploidie u rodu

Musa

Stanoveni ploidie je jednou z nejCastéjSich aplikaci pratokové cytometrie pfi
studiu rostlin. Jak jiz bylo zminéno v kapitole 1.1.2, jednotlivé kultivary bananovniku
mohou byt diploidni, triploidni nebo tetraploidni a s pomoci prutokové cytometrie a
internich standardd dokazeme s pfesnosti ur€it stupen ploidie dané rostliny
bananovniku.

Pro izolaci bunéénych jader rodu Musa se nejCastéji pouzivaji pufry OTTO
(Barto$, 2005; Cizkova, et al., 2013) a LBO1 (Lysak, et al., 1999). Vzorky se

pFipravuji z nejmladsich listli, ve kterych je nejmensi podil sekundarnich metabolitd,
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které by mohly negativné ovlivnit analyzu. V pfipadé bananovniku se jedna
pfedevS§im o fenolické latky a do izola¢nich pufrl se proto Casto pfidava p-
merkaptoethanol (viz. kapitola 1.3.2.)

Pomoci pritokové cytometrie je mozné stanovit ploidii rostlin rodu Musa na
zakladé porovnani relativni intenzity fluorescence G1 jader bananovniku a interniho
standardu, v tomto pfipadé fixovanych kufecich erytrocytl. Tento standard ma
znamy obsah DNA - 2,5 pg (De Vita, et al., 1994). Mnozstvi jaderné DNA diploidnich
bananovnikl M. acuminata a M. balbisiana se pohybuje v rozmezi 1,11 - 1,34 pg
(Lysak, et al. 1999; Barto$, et al., 2005; Cizkova, et al. 2013). Podil relativni intenzity
fluorescence diploidnich bananovniki a kufecich erytrocytd je tedy ~ 0,5, u
triploidnich bananovnikd se zvySuje na ~ 0,75 a u tetraploidnich bananovniku je

roven 1.
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2 Prakticka cast

Cilem praktické ¢asti prace byla analyza ploidie rostlin bananovniku zaslanych
z genoveé banky — ITC kolekce v Lovani, Belgii (Tab. 1) Kazdy genotyp (polozka)
bananovniku urCeny pro analyzu genetické diverzity je z genové banky zaslan ve
formé& zakofenénych rostlin, pfiemz kazda poloZzka je reprezentovana péti
jednotlivymi rostlinami. Prakticka cast predkladané prace si kladla za cil stanovit
ploidii u vSech jednotlivych rostlin Plantain bananovnikd s vyuzitim pratokové
cytometrie a porovnat ziskané vysledky s daty uvefejnénymi v databazi MGIS,
respektive odhalit poloZzky u kterych doslo k pfipadnym zaménam nebo smichanim

jednotlivych polozek.
2.1 Pouzity rostlinny material

K vlastnimu méfeni pomoci prutokové cytometrie je potieba Cerstvé rostlinné
pletivo. K mému méfeni jsem pouzival nejmladSi listy bananovnika, které byly
zaslany z genové banky — International Transit Centre (Lovan, Belgie) kolekce ve
formé in vitro rostlin. Kazda polozka byla reprezentovana péti rostlinami. Pro
pfipravu vzorkd bylo pouzito cca 1 cm? plochy bananového listu (asi 50 mg), aby
bylo dosazeno izolace dostate¢ného mnozstvi jader potfebného pro cytometrickou

analyzu.

Tab. 1 — Seznam jednotlivych ITC poloZek dodanych z genové banky, jejich jména a ploidie uvedena

v internetové databazi MGIS.

Ploidie uve-

dena vdata- Genomové slo-

Jméno polozky ITC kéd bazi MGIS zeni
Essang ITCO015 3x AAB
Gabon 1 ITCO016 3x AAB
Gabon 2 ITCO017 3x AAB
Gabon 3 ITCO018 3x AAB
Moufoubila ITCO0023 3x AAB

Congo 2 ITC0027 3x AAB
Bungaoisan ITCO033 3x AAB
Niangafelo ITCO0044 3x AAB
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Diby 2
Bindi-Mossendjo
Gabon 4
Elar Icon
Moutoka 1
Moungeli
Asamienu
Tshambunu
Msisa
Mushuba
Isansi
Nyombe no.2
Okele
Kar Ngou
Moto French
Kelong Mekintu
Elat
Mbeta no.1
Niabang
Rose d’Ekona
French Rouge
Apantu
Ntanga 4
Ntanga 6
Ukom
Apem Onniaba
Egjoga
Mbirinyong
Ngok Egome
Monganga
76.22

Banane serpent

Dwarf French Plantain

Purple pseudostem plantain

ITCO054
ITCO057
ITCO075
ITCO097
ITCO0102
ITCO103
ITCO122
ITCO0128
ITCO0142
ITCO146
ITC0148
ITCO193
ITCO0194
ITCO0196
ITCO0197
ITCO0200
ITCO0201
ITC0202
ITC0203
ITCO0204
ITCO0205
ITC0223
ITC0226
ITCO0227
ITCO0230
ITCO231
ITC0232
ITCO0233
ITCO0236
ITC0237
ITC0238
ITC0282
ITCO0321
ITC0323
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3x
3x
3X
3X
3x
3x
3X
3X
3x
3x
3X
3X
3x
3x
3X
3X
3x
3x
3X
3X
3x
3x
3X
3X
3x
3x
3x
3x
3x
3x
3x
3x
3x
3x



Red Plantain Hembra
Horse Plantain
Pisang Lang
Red Plantain Macho
Plantain no. 3 (PX3)
Plantain no. 17
Corne 4
Bamileke
Plantain Baja 2
Ntanga 3
Nyiretia Apem
Nyiretia Apantu
Borodehene
Borodewuio
Osakro
Cantebalon
Ngomba
Plantain no.3
Obubit Ntanga 2
Orishele
Kiogo
Mbi Egome 3
Madre del Platanar
Not Named Musa paradisiaca x
Curare
Dwarf French Plantain
Horn Plantain
Hartén Marqueo
Dominico Hartén Rojo
Hartén Tigre
Platano Hartén
Diby 1
Essong

Corne 1

ITCO0324
ITCO326
ITCO327
ITCO328
ITCO350
ITCO352
ITCO390
ITCO391
ITCO483
ITC0487
ITCO491
ITCO0492
ITCO493
ITC0494
ITC0495
ITCO496
ITCO0497
ITC0498
ITC0499
ITCO517
ITCO518
ITC0520
ITCO521
ITCO537
ITCO558
ITCO561
ITCO586
ITCO0628
ITCO630
ITCO642
ITC0645
ITCO735
ITCO741
ITCO754
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3x
3x
3X
3X
3x
3x
3X
3X
3x
3x
3X
3X
3x
3x
3X
3X
3x
3x
3X
3X
3x
3x
3X
3X
3x
3x
3x
3x
3x
3x
3x
3x
3x
3x



Owang Rouge ITCO757 3x AAB
Yenai ITCO774 2X AA
Kumunamba ITC0824 3x AAB
3/4 Nain ITCO959 3X AAB
Px1/Amou ITCO961 3x AAB
Amou ITCO963 3x AAB
Ovang ITCO964 3x AAB
Libanga Liboelabokoi ITC1041 3x AAB
Libanga Lifombo ITC1042 3x AAB
Wangala ITC1044 3x AAB
Lokoka ITC1045 3x AAB
Litete ITC1050 3x AAB
Owang Vert ITC1073 3x AAB
Njombe No.2 ITC1124 3x AAB
French Clair ITC1125 3x AAB
18 Corne Rouge ITC1128 3x AAB
Moto Ebanga ITC1131 3x AAB
French Rouge ITC1134 3x AAB
Messiatso ITC1153 3x AAB
Curare ITC1165 3x AAB
Mzuzu ya Kati ITC1221 3x AAB
Mbouroukou no.1 ITC1285 3x AAB
Kelong Mekintu ITC1286 3x AAB
Kelong Mekintu ITC1326 3x AAB
"French Reversion, reddish
pseudostem" ITC1397 3X AAB
Zanzebar ITC1471 3x AAB
2.2 Pouzité roztoky a pufry
Izolaéni roztok OTTO | (Otto, 1990):
OTTO | na 200 mi
Monohydrat kyseliny citronové 429
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Detergent Tween 20 1,0 ml
Namichany roztok byl pfefiltrovan pfes 22 um filtr a je nutné jej uchovavat pfi 4 °C.
Izolaéni roztok OTTO II:

OoTTOII na 200 ml
0,4M NaHPO4.12H,0 28,65 g

Namichany roztok byl prefiltrovan pres 22 um filtr a je nutné jej uchovavat ve tmé a pfi
pokojové teploté. Pokud se Na;HP0O4.12H,0 ve vodé nerozpousti, je tfeba roztok mirné

zahrat.

Zasobni roztok DAPI:
10 mg DAPI (Fluorofor 4',6-diamidin-2-fenylindol) je rozpusténo ve 100 ml destilované

H20. Vysledny roztok musi byt skladovan v -20 °C.

Promyvaci roztoky pro cytometr:
- Sysmex Cleaning Solution ®

- Sysmex Decontamination Solution ®

Roztok erytrocytti:
Roztok kufecich erytrocytd (CRBC — Chicken Red Blood Cells) fixovanych v ethanolu,

uchovavany pfi -20 °C.

2.3 Pouzité pristroje a pomtcky

Pristrojova technika: pratokovy cytometr Sysmex CyFlow Space ®

Material: Ziletky, Petriho misky, nylonové filtry (velikost porti 50 um),
automaticka pipeta 2 — 20 yl, automaticka pipeta 20 - 200 pl,

automaticka pipeta 100 - 1000 pl, $pi¢ky, specialni zkumavky na

vzorky

2.4 Priprava vzork( pro pratokovou cytometrii
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Pro zdarné méreni ploidie u rostlin bananovnikl je tfeba izolovat bunécna
jadra z listového pletiva bananovniku. Cast listu o velikosti cca 1 cm? je umisténa
do 500 pl izolacniho roztoku OTTO | a homogenizovana nasekanim Zziletkou.
Vysledna suspenze je poté prefiltrovana pfes 50 pym nylonovy filtr do Cisté
zkumavky. Vzorek se v roztoku OTTO | uchovava na ledu. K roztoku ve zkumavce
obsahujicimu izolovana bunécna jadra v pufru OTTO | se pfida dvojnasobné
mnozstvi izolacniho roztoku OTTO II (1000 pl), a 30 pl zasobniho roztoku DAPI
(4',6-diamidin-2-fenylindol). Vzorek ve zkumavce se dostate¢né, ale jemné
promicha a je pfipraven pro pouziti na pratokovém cytometru. Ke kazdému vzorku
suspenze jader bananovniku bylo pfidano 7 pl pfedem pfipraveného pracovniho

roztoku kufecich erytrocytu.

2.5 Stanoveni ploidie pritokovym cytometrem

Pfi stanovovani a vyhodnocovani ploidie pomoci pritokového cytometru je
tfeba analyzovat alespon 2000 jednotlivych Castic, tedy bunécnych jader.

Pfed analyzou vzorkd bananovniku byl pritokovy cytometr kalibrovan pomoci
kufecich erytrocytll. Pracovni roztok erytrocytl byl pfipraven smichanim 500 pl
roztoku OTTO | a 30 pl zasobniho roztoku CRBC fixovanych v ethanolu. CRBC tvofi
shluky, které by mohly ucpat pritokovou komurku, proto byl kalibraéni roztok CRBC
homogenizovan inzulinovou injekéni stfikaCkou. Homogenizace injekCni stfikackou
se provadi hlavné z divodu rozdéleni erytrocytl na jednotlivé buriky, popfipadé
dvojice nebo trojice bunék, které pratokovy cytometr detekuje a pomoci kterych
kalibrujeme. Z pracovniho roztoku se pfipravi kalibraCni roztok, ktery obsahuje 500
Ml roztoku OTTO |, 1000 pl roztoku OTTO I, 7 ul pracovniho roztoku kufecich
erytrocytl a 30 pl zasobniho roztoku DAPI. Kalibrace je hotova, kdyz jsou piky
erytrocytdl na ose linearni a maji co nejniz§i CV. Peak erytrocytd se poté
nejvyhodnéji nastavi na kanal 100 na horizontalni ose. Podle takito nastaveného
peaku Ize poté odvodit ploidii neznamého vzorku.

Ploidie jednotlivych vzorkl bananovniku je stanovena na zakladé pozic peaku
mérfeného vzorku a kufecich erytrocytu, které slouzi jako interni standard. Pri
analyze prutokovym cytometrem méFi pfistroj hodnoty vyzafené fluorescence
jednotlivych &astic, které projdou prutokovou komurkou cytometru. Na zakladé

téchto hodnot poté pfislusny software vytvari peaky, které oznacuji mnozstvi jader,
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ktera se vyznacuji specifickou hladinou vyzafovani fluorescence. V softwaru se
vytvari peak interniho standardu CRBC, ktery ma pfedem urCenou pozici na kanale
100 a peak predstavujici bunécna jadra analyzovanych rostlinnych vzorkd. Pomér
relativni intenzity fluorescence G1 jader bananovniku a CRBC se pocita jako pomér
hodnoty ,mean“ (stfedni pozice peaku) analyzovaného vzorku a hodnoty

,mean* interniho standardu.
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3 Vysledky

V praktické Casti bylo analyzovano celkem 102 genotypl rodu Musa (Tab. 1)
zaslanych jako in vitro rostliny z genové banky v Lovani. Kazdy genotyp byl
reprezentovan péti rostlinami a méfeni ploidie na prutokovém cytometru bylo
provedeno u kazdé rostliny zvlast. V tabulce 2 jsou uvedeny vzdy vypocitané
prumeérné hodnoty méfeni peakl vSech péti rostlin v ramci kazdého analyzovaného
genotypu.

V prvni ¢asti vyhodnoceni byla provedena kontrola zaslanych genotypu podle
internetové databaze MGIS (Tab. 1). Podle seznamu zaslanych rostlin by se ve
v8ech pfipadech mélo jednat o triploidni AAB genotypy — Plantain bananovniky s
genomem AAB a jednoho diploidniho zastupce bananovniku.

Stanoveni ploidie pomoci pritokové cytometrie potvrdilo, Zze 98 zaslanych
genotypl bylo triploidnich, coZz se shodovalo také s udaji v databazi MGIS —
databaze, kterou spravuje genova banka (Tab. 2)

U dvou polozek popsanych jako triploidni, ITC0517 — Orishele a ITC0735 —
Diby 1, bylo zjiSténo, Ze jsou diploidni a jedna polozka ITC0537 - Not Named Musa
paradisiaca x, byla identifikovana jako tetraploidni. (Tab. 3) Polozka ITC0774 byla
pomoci prutokové cytometrie vyhodnocena jako triploidni, ackoliv byla v databazi
MGIS uvedena jako diploidni. (Tab. 2)

Tab. 2 — Vysledky stanoveni ploidie bananovniku.

Jméno polozky podie Uvec.J e.né Sku- ITC Kod P;i':;é;:ém:;' N:e'::-

MGIS ploidie pina peakil oloidie
Essang 3x AAB ITCO015 0,738 3x
Gabon 1 3x AAB ITCO016 0,743 3x
Gabon 2 3x AAB ITCO017 0,761 3x
Gabon 3 3x AAB ITCO0018 0,732 3X
Moufoubila 3x AAB ITC0023 0,736 3X
Congo 2 3x AAB ITCO0027 0,758 3x
Bungaoisan 3x AAB ITCO033 0,764 3x
Niangafelo 3x AAB ITC0044 0,749 3x
Diby 2 3x AAB ITCO0054 0,786 3X



Bindi-Mossendjo
Gabon 4
Elar Icon
Moutoka 1
Moungeli
Asamienu

Tshambunu
Msisa
Mushuba
Isansi
Nyombe no.2
Okele
Kar Ngou
Moto French
Kelong Mekintu
Elat
Mbeta no.1
Niabang
Rose d’Ekona
French Rouge
Apantu
Ntanga 4
Ntanga 6
Ukom
Apem Onniaba
Egjoga
Mbirinyong
Ngok Egome
Monganga
76.22
Banane serpent
Dwarf French Plantain

Purple pseudostem plan-

tain

3X
3X
3X
3X
3X
3X
3X
3X
3X
3X
3X
3X
3X
3X
3X
3X
3X
3X
3X
3X
3X
3X
3X
3X
3X
3X
3X
3X
3X
3X
3x
3X

3x

34

ITCO057
ITCOO075
ITCO097
ITC0102
ITCO0103
ITCO122
ITCO0128
ITCO0142
ITCO146
ITCO0148
ITCO0193
ITCO0194
ITCO0196
ITCO0197
ITC0200
ITCO0201
ITC0202
ITC0203
ITC0204
ITCO0205
ITC0223
ITC0226
ITC0227
ITCO0230
ITCO0231
ITC0232
ITC0233
ITCO0236
ITCO0237
ITC0238
ITC0282
ITCO0321

ITCO0323

0,765
0,726
0,731
0,745
0,751
0,775
0,723
0,724
0,783
0,751
0,736
0,738
0,740
0,736
0,736
0,767
0,753
0,743
0,775
0,722
0,728
0,783
0,734
0,806
0,773
0,724
0,738
0,787
0,733
0,700
0,744
0,752
0,774

3X
3x
3x
3X
3X
3x
3x
3X
3X
3x
3x
3X
3X
3x
3x
3X
3X
3x
3x
3x
3x
3x
3x
3X
3x
3x
3x
3x
3x
3x
3x
3x

3x



Red Plantain Hembra
Horse Plantain
Pisang Lang
Red Plantain Macho
Plantain no. 3 (PX3)
Plantain no. 17
Corne 4
Bamileke
Plantain Baja 2
Ntanga 3
Nyiretia Apem
Nyiretia Apantu
Borodehene
Borodewuio
Osakro
Cantebalon
Ngomba
Plantain no.3
Obubit Ntanga 2
Orishele
Kiogo
Mbi Egome 3

Madre del Platanar
Not Named

Musa paradisiaca x
Curare
Dwarf French Plantain
Horn Plantain
Hartén Marqueo
Dominico Hartén Rojo
Hartén Tigre
Platano Hartén
Diby 1

Essong

3X
3X
3X
3X
3X
3X
3X
3X
3X
3X
3X
3X
3X
3X
3X
3X
3X
3X
3X
3X
3X
3X
3X

3x

3X
3X
3x
3X
3X
3x
3x
3x
3X
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ITCO0324
ITCO0326
ITCO0327
ITC0328
ITCO350
ITC0352
ITCO390
ITCO0391
ITCO0483
ITC0487
ITCO0491
ITC0492
ITCO0493
ITC0494
ITCO0495
ITCO0496
ITCO0497
ITC0498
ITC0499
ITCO517
ITCO0518
ITC0520
ITC0521

ITCO537

ITCO558
ITCO561
ITCO586
ITC0628
ITCO630
ITCO0642
ITCO645
ITCO735
ITCO741

0,731
0,725
0,733
0,776
0,740
0,752
0,713
0,735
0,733
0,776
0,740
0,728
0,739
0,717
0,745
0,709
0,768
0,783
0,738
0,506
0,741
0,731
0,738

0,785
0,781
0,721
0,718
0,768
0,743
0,765
0,536
0,752

3X
3x
3x
3X
3X
3x
3x
3X
3X
3x
3x
3X
3X
3x
3x
3X
3X
3x
3x
2X
3x
3x
3x

4x

3x
3x
3x
3x
3x
3x
3x
2X
3x



Corne 1
Owang Rouge
Yenai
Kumunamba
3/4 Nain
Px1/Amou
Amou
Ovang
Libanga Liboelabokoi
Libanga Lifombo
Wangala
Lokoka
Litete
Owang Vert
Njombe No.2
French Clair
18 Corne Rouge
Moto Ebanga
French Rouge
Messiatso
Curare
Mzuzu ya Kati
Mbouroukou no.1
Kelong Mekintu
Kelong Mekintu

"French Reversion, red-

dish pseudostem"

Zanzebar

3X
3X
2X
3X
3X
3X
3X
3X
3X
3X
3X
3X
3X
3X
3X
3X
3X
3X
3X
3X
3X
3X
3X
3X
3X

3x

3X

ITCO754
ITCO757
ITCO774
ITCO0824
ITC0959
ITC0961
ITC0963
ITCO964
ITC1041
ITC1042
ITC1044
ITC1045
ITC1050
ITC1073
ITC1124
ITC1125
ITC1128
ITC1131
ITC1134
ITC1153
ITC1165
ITC1221
ITC1285
ITC1286
ITC1326

ITC1397

ITC1471

0,745
0,743
0,728
0,756
0,782
0,720
0,773
0,778
0,763
0,744
0,768
0,777
0,741
0,792
0,760
0,789
0,743
0,764
0,731
0,730
0,720
0,775
0,767
0,777
0,728

0,755

0,771

3X
3x
3x
3X
3X
3x
3x
3X
3X
3x
3x
3X
3X
3x
3x
3X
3X
3x
3x
3x
3x
3x
3x
3x
3x

3X

3X
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Obr. 8 — Histogram znazorfujici relativni intenzitu fluorescence kurecich erytrocytt (kanal 100) a
jader bananovnikl ITC0015 — Essang v G1 fazi bunééného cyklu. Pomér mezi relativni intenzitou
fluorescence jader bananovniku a kufecich erytrocyt byl v péti méfenich 0,723; 0,735; 0,755;

0738; 0,750, jedna se tedy ve vSech péti pfipadech o triploidni genotyp.
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Obr. 9 — Histogram znazorfiujici relativni intenzitu fluorescence kufecich erytrocytt (kanal 100) a
jader bananovniku ITC0233 - Mbirinyong v G1 fazi bunécného cyklu. Pomér mezi relativni intenzitou
bananovniku ITC0233 a kufecich erytrocytll byl v péti méfenich 0,737; 0,743; 0,745; 0723; 0,744,

jedna se tedy ve vSech péti pfipadech o triploidni genotyp.
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Obr. 10 — Histogram znazornujici relativni intenzitu fluorescence kufecich erytrocyt (kanal 100) a
jader bananovniku ITC0774 — Yenai, v G1 fazi bunééného cyklu. Pomér mezi relativni intenzitou
fluorescence jader bananovniku a kufecich erytrocytl byl v péti méfenich 0,722; 0,733; 0,710; 0735;

0,741, jedna se tedy ve vSech péti pfipadech o triploidni genotyp.
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Obr. 11 — Histogramy znazornuijici relativni intenzitu fluorescence kufecich erytrocytt (kanal 100) a
jader bananovnik( u genotypl: A. ITC0517 — Orishele, B. ITC0537 - Not Named Musa paradisiaca
x, C. ITCO735 - Diby 1 v G1 fazi buné&€ného cyklu.
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Tab. 3 — Pfesné vysledky cytometrické analyzy poloZek, u kterych se stanovena ploidie neshoduje
s databazi MGIS.

Pomér
Genotyp Musa (channel) CRBC (channel) (Musa/CRBC) Stupen ploidie
ITC517_1 50,93 99,39 0,512 2X
ITC517_2 50,86 99,72 0,510 2X
ITC517_3 48,86 97,81 0,500 2X
ITC517_4 50,62 99,95 0,506 2X
ITC517_5 50,28 99,72 0,504 2X
ITC0537_1 100,06 100,06 1 4x
ITCO537_2 101,97 101,97 1 4x
ITC0537_3 103,03 103,03 1 4x
ITCO537_4 101,08 101,08 1 4x
ITCO537_5 105,65 105,65 1 4x
ITC735 1 52,01 99,62 0,522 2X
ITC735 2 54,5 100,83 0,541 2X
ITC735 3 53,16 97,94 0,543 2X
ITC735 4 51,56 97,01 0,531 2X
ITC735 5 52,45 96,47 0,544 2X
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4 Diskuze

Plantainy, triploidni zastupci Skrobovych bananovnikl, pfedstavuji jednu ze
zakladnich potravin lidi v oblastech Afriky. Stejné jako i dalSi jedlé typy bananovnikd,
jsou i Plantainy nachylné vici rGznym chorobam a Skidcum, ktefi velmi vyznamné
morfologie, coz se ukazalo jako nepfesné a je tfeba taxonomii upravit na zakladé
genetickych informaci a diky molekularnim metodam. U mnoha genotypu se také
stalo, ze byly v riznych oblastech oznaeny pod riznymi nazvy, tedy pro jeden
genotyp bananovniku existuje vice jmen, a proto je tfeba taxonomii sjednotit.
Objasnovani pfibuznosti u Plantaind maze vést k nachazeni genetickych podstat
riznych rezistenci a k pochopeni jejich evoluce. Tyto poznatky mohou byt uziteéné
napf. ve Slechtitelskych programech.

Identifikace a uchovavani planych i jedlych typt bananovniku je dllezité pro
zachranu genofondu této dulezité plodiny. Uchovani genetické diverzity rostlin je
jednou ze zakladnich c¢innosti Bioversity International. Cilem genové banky
bananovniku je uchovavani cennych jedlych typt bananovnikl ale také rozmanitych
planych druhu, které se daji vyuzit pro Slechténi odolnéjSich odrid. V soucasné
dobé uchovava genova banka bananovniku (International Transit Centre, Lovan,
Belgie) pfes 1500 polozek. Zarover jsou do banky zasilany stale nové, pfedevsim
plané typy bananovniku (www.bioversityinternational.org).

Vzhledem k tomu, Ze genova banka bananovniku neslouZzi jen pro uchovani
cennych druhd, ale také pro distribuci material( jednotlivym Slechtitelim, je velmi
dulezité charakterizovat jednotlivé polozky. Navic, jak jiz bylo uvedeno, jedlé klony
bananovniku jsou v riznych mistech jejich rozsifeni znamy pod rozdilnymi nazvy a
diky tomu, se tyto genotypy mohou v genové bance vyskytovat opakované. Kromé
problému s duplikaty vzork(, mize v genové bance bananovniku dochazet i k
zaméné jednotlivych poloZzek pfi jejich pFfepasazovani a nebo ke vzniku
somaklonalni variability v disledku jejich uchovani in vitro.

Zaména polozek vyznacujicich se riznym stupném plodiie nebo riznou
velikosti genomu, stejné tak jako odhaleni somaklonalni variability je mozné pomoci
pratokové cytometrie. Tato metoda dokaze ve velmi kratkém Case analyzovat velky
pocet jednotlivych rostlin a identifikovat tak problematické polozky velmi rychle.

Analyza 102 zaslanych polozek pomoci pratokové cytometrie prokazala, ze

u pfevazné vétsiny zaslanych polozek (98 polozZek) se jednalo skute¢né o triploidni
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rostliny. Cytometricka analyza s vyuzitim kufecich erytrocytd jako interniho
standartu poskytla typicky pomér peaku G1 jader bananovniku a kufecich
erytrocytl. U téchto zanalyzovanych polozek byl pomér mezi témito peaky
primérné 0,75, coz nam s jistotou urCuje triploidni charakter dané rosltiny. U
nékterych genotypl, ale mizeme sledovat variabilitu téchto poméru. Napfiklad u
genotypu ITC0230 byl naméfeny pomér mezi peaky vyssi (0,804). Poméry peaku
nékterych polozek (ITC0238) byl naopak niz§i nez pramér (0,700). Tyto odchylky
bananovnikl. Polozky, jejichz naméfené poméry mezi peaky jsou vyssi, by mohli
mit vétSi genom, nez polozky z nizSimi poméry mezi peaky. DalSi vysvétleni by
mohlo byt ve funkci pouzitého barviva DAPI. Toto barvivo se pfednostné vaze na
sekvence bohaté na adenin a thymin. Je tedy mozné, Ze variabilita pomérl mezi
jednotlivych polozek.

Cytometricka analyza odhalila také diploidni charakter dvou analyzovanych
polozek - Orishele - ITC0517 a Diby 1 - ITCQ0735, které jsou popsany jako zastupci
triploidnich jedlych Plantain bananovnikd. Diploidni charakter téchto polozek
jednoznacné vyluCuje, Ze se jedna o Plantainy, respektive jiné triploidni klony. Na
zakladé cytometrické analyzy budou tyto polozky budto vyfazeny z distribuce
genové banky nebo po nasledné analyze pomoci SSR genotypovaci platformy
(Christelova, et al., 2011) bude upfesnéna jejich taxonomicka klasifikace a tyto
informace budou zaclenény také do databaze MGIS. DalSi polozka, ktera v ramci
predkladané prace poskytla rozdilné vysledky, byla Not Named Musa paradisiaca x
ITC 0537. Tento klon bananovniku by dle databaze MGIS mél také nalezet k
triploidnim Plantainim, avSak ve skuteCnosti je tetraploidni. Stanoveni rozdilné
ploidiie u zastupcu popsanych jako triploidni Plantain bananovnik naznacuje budto
jejich Spatnou charakterizaci (nedostatec¢né rozliSeni pomoci morfo-taxonomickych
znaku) nebo také pfipadnou zaménu polozek v genové bance.

Posledni polozkou, ktera byla pomoci prutokové cytometrie identifikovana jako
problematicka je Yenai - ITC0074, ktera je popsana jako diploidni zastupce M.
acuminata, urcila jeji triploidni charakter.

VSechny bananové polozky, které po cytometrické analyze poskytly
nejednoznacné nebo rozdilné vysledky (vzhledem k informacim uvedenym v
databazi MGIS), budou znovu zaslany z genové banky zaslany opakované
analyzovany, aby se jednoznacné vyloucCila zaména polozek pfi neopatrné
manipulaci s in vitro rostlinami.
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5 Zaver

Cilem této bakalarské prace bylo rozsifit znalosti o rostlinach rodu Musa a
konkrétnéji o jedlych triploidnich Plantain bananovnicich. DalSim cilem bylo osvojit
si metodiku pratokové cytometrie a zaméfit se na problematiku méfeni ploidie u
rostlin rodu Musa.

Hlavnim cilem praktické Casti bakalarské prace bylo urcit stuper ploidie u
vybranych rostlin bananovniki a dokazat jejich pfislusnost do skupiny Plantain
bananovnikl. Za timto u¢elem bylo zaslano 102 riznych genotypu rodu Musa, které
podle genové banky v Lovani patfily vSechny do skupiny Plantain bananovniky.
Kazdy z téchto genotypu byl reprezentovan péti in vitro rostlinami. Mym ukolem bylo
potvrdit jejich triploidni charakter jak podle databaze MGIS, tak podle viastni analyzy
na prutokovém cytometru.

Ve vilastnim mérfeni bylo zanalyzovano vSech 102 genotypu rodu Musa (101
triploidnich klon a 1 diploidni druh) zaslanych z genové banky v Lovani podle
databaze MGIS. Cytometricka analyza prokazala triploidni charakter u 98 zastupcu
a potvrdila tak udaje uvedené v databazi MGIS, ktera mimo jiné slouzi k objednavani
poloZek bananovniku. U tfi poloZek byla identifikovana jina ploidie, nez kterou by
tito zastupci, dle jejich taxonomické klasifikace, méli mit. VeSkeré odchylky, které
v genové bance v kolekci ITC. Vysledky ziskané v predkladané bakalarské praci tak
potvrdily nutnost podrobné analyzy polozek bananovniku uchovavanych v genové

bance, aby se predeslo distribuci Spatné popsanych nebo zaménénych polozek.
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6 Seznam zkratek

ITC - The International Transit Centre

CRBC - Chicken Red Blood Cells - Fixované kureci erytrocyty

CV - Coefficient of variation — variacni koeficient

EAHB - East African Highland Bananas

MGIS - Musa Germplasm Information System, Dostupné z: http://www.crop-
diversity.org/mgis

FCM - Flow Cytomerty — Pratokova cytometrie.
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