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ABSTRAKT 

 Banánovník patří mezi plodiny s největším hospodářským významem na světě. Nejvíce 

je pěstován v tropických oblastech Afriky a Asie, kde tvoří základní potravinu pro miliony 

lidí. Diverzita banánovníku je však v současné době ohrožena patogeny a škůdci přičemž 

dochází ke ztrátám genetických zdrojů. Kvůli této skutečnosti je vyvíjeno úsilí pro 

charakterizaci a uchovávání dostupných položek banánovníku v genových bankách. Kolekce  

položek banánovníků mohou sloužit pro následné studium genů rezistence a šlechtění 

odolnějších odrůd banánovníků. Největší sbírka banánovníku je uložena v mezinárodní 

genové bance banánovníku v Lovani v Belgii, která je spravována mezinárodní organizací 

Bioversity International. Vzhledem ke sterilitě jedlých typů banánovníku a nízké fertilitě 

semen planých druhů, jsou veškeré položky v genové bance uchovávány ve formě in vitro 

rostlin. K podrobné charakterizaci položek banánovníku uchovaných v genové bance byla ve 

spolupráci s Bioversity International vyvinuta SSR genotypovací platforma využívající 19 

mikrosatelitových markerů. Pomocí této platformy je možné odhalit přítomnost 

pravděpodobných duplikátů vzorků uchovávaných v genové bance, identifikovat špatně 

popsané položky a určit nové položky banánovníku.  Tato diplomová práce si klade za cíl 

analyzovat soubor vzorků banánovníku poskytnutých genovou bankou International Transit 

Centre, Leuven v Belgii a především se zaměřit na využití SSR genotypování pro odhalení 

přítomnosti somaklonální variability u jednotlivých klonů různých genotypů banánovníku, ke 

které může docházet při pěstování položek v explantátových kulturách. Práce také přispívá 

k rozšíření znalosti o diverzitě banánovníku a metodikách používaných k charakterizaci 

genetické diverzity.     
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ABSTRACT 

 Bananas and plantains are crops with the largest economic importance in the world. 

They are mostly grown in tropical regions of Africa and Asia, where form a staple food 

for millions of people. However, diversity of the banana is currently endangered by pathogens 

and pests which cause loss of genetic resources. As a consequence of this fact is made an 

effort for characterization and conservation of available banana germplasm in gene banks. 

Collections of the banana germplasm can be used for subsequent studies of resistance traits 

and breeding new cultivars of banana. The largest collection of banana germplasm is stored in 

the international banana gene bank in Leuven, Belgium, which is under the control of the 

international organisation called Bioversity International. Because of the sterility of the edible 

types of banana and low fertility of the wild type´s seeds, all germplasm is stored in gene 

bank like in vitro cultures. To characterize the germplasm of the banana stored in gene bank 

was in cooperation with Bioversity International developed SSR genotyping platform using 

19 microsatellite markers. This platform allows to reveal the presence of probable duplicates 

of samples stored in gene bank and identify wrongly described germplasm or new germplasm 

of banana. This diploma thesis aims to analyze a set of samples provided by the banana gene 

bank International Transit Centre in Leuven, Belgium and mainly focus on the use of SSR 

genotyping to detect the presence of somaclonal variability in individual clones of different 

genotypes of banana, which can occur when grown in explant in vitro cultures. Thesis also 

contributes to the expansion of knowledge about the diversity of banana and methods used to 

characterize genetic diversity.    
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Úvod 

Banánovník (Musa spp., čeleď Musaceae) je velká jednoděložná bylina s původem 

v jižní Asii a západním Pacifiku (Davey et al. 2013). Tato největší vytrvalá, vegetativně se 

šířící bylina světa má velký hospodářský význam zejména v rozvojových zemích, kde tvoří 

hlavní zdroj potravy a je významnou exportní komoditou. Patří mezi nejdůležitější plodinu v  

tropických a subtropických oblastech a zahrnuje širokou škálu jak planých forem 

banánovníků tak jedlých, především triploidních typů, které se vyvinuli mezidruhovou a 

vnitrodruhovou hybridizací dvou diploidních planých druhů banánovníku (Crouch et al. 

2000).  

Proces domestikace banánovníku začal před 7 000 lety v jižní Asii. To zahrnovalo 

hybridizace mezi různými druhy a poddruhy M. acuminata (A genom) a M. balbisiana (B 

genom), podporované migracemi lidí a selekcí diploidních a triploidních bezsemenných, 

partenokarpních hybridů, které se následně široce rozšířily vegetativním množením. Polovina 

současné produkce je závislá na somatoklonech odvozených z jediného triploidního genotypu 

„Cavendish“ (AAA),  (D'Hont et al. 2012), který v současné době tvoří více než 90 % 

komerčního vývozu (Molina et al. 2010). Tato závislost na jednom typu kultivaru a následný 

nedostatek genetické variability měla za následek vznik plodiny, která je potenciálně vysoce 

náchylná k pandemickým chorobám  (Davey et al. 2013). Škůdci a choroby, které se postupně 

přizpůsobily nyní představují bezprostřední nebezpečí pro globální produkci plodů 

banánovníku (D'Hont et al. 2012). Je proto velmi důležité zachovat dostatečnou genetickou 

variabilitu banánovníků pro následné studie genů rezistence a získávání odolnějších kultivarů.  

Tato diplomová práce přispívá k objasnění genetické variability genotypů 

banánovníku. V současné době existuje mnoho genomických nástrojů a metod používaných 

pro studium genetické diverzity banánovníku. Mezi nejčastější patří markery založené na 

PCR jako je AFLP, RAPD a SSR neboli mikrosatelity, které jsou použity v této diplomové 

práci. První část diplomové práce seznamuje s morfologií banánovníku a objasňuje jeho 

hospodářský význam. Dále následuje kapitola týkající se taxonomie s uvedením 

morfotaxonomických deskriptorů. Kapitola uchování genetické diverzity banánovníku uvádí 

hlavní centra diverzity a shrnuje informace o genových bankách. Následuje pojednání o 

struktuře genomu banánovníku, využití molekulárních markerů a SSR genotypovací 

platformy s cílem charakterizovat genetickou diverzitu položek rodu Musa uchovávaných v 

genové bance banánovníku – ITC kolekci (Lovaň, Belgie).  
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Cíle práce 

 

1. Vypracovat literární přehled o diverzitě banánovníku a metodikách používaných 

pro charakterizaci genetické diverzity  

Cílem první části diplomové práce je zpracovat literární přehled zahrnující popis a 

význam banánovníku, taxonomické zařazení s uvedením morfotaxonomických 

deskriptorů dále uvézt způsoby uchování genetické diverzity v genových bankách, 

popsat strukturu genomu banánovníku a využití molekulárních markerů včetně SSR 

genotypovací platformy.  

 

 

2. Připravit vzorky pro SSR genotypování 

Dalším cílem diplomové práce je připravit vzorky pro SSR genotypování což zahrnuje 

izolaci genomové DNA, PCR s fluorescenčně značenými mikrosatelitovými markery, 

purifikaci produktů a fragmentační analýzu na sekvenátoru. 

 

 

3. Analyzovat výsledky fragmentační analýzy 

Třetím cílem předkládané diplomové práce je analýza výsledků fragmentační analýzy 

pomocí bioinformatických programů. Vyhodnotit délku alel programem GeneMarker 

a vytvořit dendrogram pomocí programu PowerMarker s využitím algoritmu UPGMA.  
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1. Obecná charakteristika banánovníku 

1.1. Morfologie banánovníku 

Banánovníky představují jedny z největších vytrvalých bylin s rozsahem výšky 2-9 m 

u kultivovaných rostlin a 10-15 m u planě rostoucích druhů. Rostlina se skládá z podzemního 

stonku, pseudostemu, listů a květenství. Podzemní stonek se na bázi rostliny rozšiřuje 

v kořenovou hlízu, ze které vyrůstají mladé výhony zachovávající životní cyklus rostliny 

(Obr. č. 1). Rostliny banánovníku jsou monokarpické, což znamená, že kvetou pouze jednou 

za svůj životní cyklus a po vytvoření a dozrání plodů odumírají. Životní cyklus je zachován 

nepřetržitou produkcí nových výhonů, které se vytvářejí z přídavných pupenů produkovaných 

kořenovou hlízou. Tento proces obnovy udává banánovníku status vytrvalé rostliny 

(Simmonds 1962). Výhony jsou hlavním způsobem šíření banánovníku a vytvářejí následnou 

vegetativní generaci. Poté co předchozí rostlina odplodí a odumře, objevuje se zprvu tzv. 

„panenský“ výhon (maiden sucker) - velký, ale plody nevytvářející výhon, který pokračuje 

v životním cyklu. Banánovníky se rozmnožují vegetativně pomocí výhonů ačkoliv plané 

druhy se mohou také rozmnožovat semeny (Stover & Simmonds 1987).   

Pseudostem, tzv. nepravý kmen je tvořen velkými překrývajícími se listovými 

pochvami, které jsou navzájem těsně stočeny a vytvářejí tak pevnou strukturu připomínající 

kmen (Purseglove 1972; Stover & Simmonds 1987). Pseudostem je značně variabilní část 

banánovníku a právě odlišnosti v jeho výšce, barvě a uspořádání jsou používány k rozlišování 

jednotlivých kultivarů. Např. pseudostem skupin genotypů AB, AAB (tzv. plantainy) a ABB 

je převážně žluto-zelený s částečnou růžovou pigmentací na spodních pochvách listů popř. 

zcela bez pigmentace. Skupiny genotypů AA a AAA jsou obecně různorodě zbarvené. 

Pseudostem skupiny genotypu AA je převážně hnědý v místě spojení pseudostemu a řapíku, 

zatímco genotyp AAA má matně zelené až zeleno-hnědé či narůžovělé vrchní listové pochvy. 

Výška pseudostemu se rovněž liší mezi kultivary a v rámci různých agro-ekologických 

podmínek např. pro typ „Gros Michel“ (sladký typ banánovníku s genomem AAA) rostoucí 

na pláních od 4 m do 8 m u rostlin rostoucích v chráněných údolích (Purseglove 1972). 

Většina kultivarů má pseudostem rovný a vzpřímený, ale některé kultivary podskupiny 

Lujugira-Mutika jako je „Mukazi-aranda“ má zřetelný plazivý habitus od čehož je odvozen 

jeho název, který v Luganda dialektu znamená „plazící se lady“.  

Z apikálního meristému kořenové hlízy se zakládají listy a květenství. Listy se vyvíjejí 

víceméně vertikálně, postupně se stávají horizontálními až převislými. Nový vyvíjející se list 

má tvar stočeného válce (odtud název „cigar leaf“ neboli „doutníkový list“), a vyrůstá zevnitř 
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pseudostemu. Během svého života vytvoří banánovník cca 30-40 listů. Po vytvoření určitého 

množství listů se započne z meristému zakládat květní stvol, který prorůstá směrem vzhůru 

pseudostemem. Květenství banánovníku je tvořeno třemi typy květů. Samičí květy se objevují 

jako první a jejich velké semeníky se posléze přeměňují v plody. Jakmile jsou samičí květy 

vyvinuty, vytváří se květy samčí uložené v pupenu (Obr. č. 1). Samčí květy produkují pyl, 

který může být buď fertilní či sterilní. Třetí typ květů zvaný „bezpohlavní“ je umístěn na ose 

květenství mezi samičími květy a samčím pupenem. Obvykle je sterilní. Většina pěstovaných 

banánovníků však vytváří plody partenokarpicky čímž nedochází k tvorbě semen, která by 

jinak činila plody nevhodné ke konzumaci (Simmonds 1962). 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. č. 1: Morfologie rostliny banánovníku. http://www.fao.org/docrep/, převzato s úpravami. 
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1.2. Hospodářský význam banánovníku 

Tato největší vytrvalá bylina světa roste v tropických a subtropických oblastech 

subsaharské Afriky, jižní a centrální Ameriky, Asie a Pacifiku a s její produkcí, která v roce 

2012 přesáhla 105 miliónů tun se banánovník řadí mezi deset nejpěstovanějších plodin světa 

(FAO 2012). Přibližně 90 % produkce je spotřebováno lokálně jako důležitý zdroj potravy pro 

stovky miliónů lidí v rozvojových zemích. Banánovníky se pěstují ve více než sto zemích 

světa. Organizace pro výživu a zemědělství (FAO – Food and Agriculture Organisation) roku 

2012 uvedla Indii jako největšího světového producenta banánových plodů s produkcí cca 

24 miliónů tun. Afrika údajně produkuje 35 % banánů, Asie a Pacifik 29 % a Latinská 

Amerika a Karibik 35 %. Afrika a Asie produkuje banány hlavně pro lokální spotřebu zatímco 

státy střední Ameriky pěstují banány (převážně typ „Cavendish“) především pro vývoz. 

Banány jsou připravovány a konzumovány mnoha způsoby přičemž každá země má vlastní 

tradiční pokrmy a metody přípravy (Frison & Sharrock 1998). Mohou se konzumovat vařené, 

pečené nebo smažené v zralém nebo nezralém stavu. Nutričně, čerstvé banány obsahují 35 % 

sacharidů, 6-7 % vlákniny, 1-2 % proteinů a tuků, navíc hlavní prvky jako je draslík, hořčík, 

fosfor, vápník, železo a vitaminy A, B6 a C (Robinson 1996).  

Produkce je rozdělena do dvou hlavních skupin na sladké neboli „dessert bananas“ 

konzumované syrové či tepelně upravené a škrobové banány tzv. „cooking bananas“, které 

jsou určeny výhradně k tepelné úpravě. Zatímco sladké typy banánovníků jsou představovány 

především hybridy s genomovým složením AA, AAA, škrobové banány, mezi které patří 

např. i známé plantainy, jsou mezidruhoví hybridi s genomovým složením AAB, ABB. 

Dezertní typy banánů jsou po dozrání sladké zatímco plantainy zůstávají škrobovité a jsou 

jedlé až po tepelné úpravě. Převážná většina jedlých typů banánovníku vznikly přirozeným 

vnitrodruhovým nebo mezidruhovým křížením mezi dvěma planými diploidními druhy 

nesoucími semena - Musa acuminana spp. a M. balbisiana spp. (Simmonds 1995). Většina 

pěstovaných forem banánovníků jsou triploidní, vysoce sterilní rostliny, které se již po 

několik staletí rozmnožují vegetativně (Risterucci et al. 2009). Další skupina jedlých typů 

banánů vznikla v rámci evoluce banánovníku nezávisle a to díky přirozené hybridizaci druhů 

v rámci sekce Callimusa (viz níže). Tyto jedlé typy banánovníků se nazývají Fe'i banány a 

jsou typické pro oblast jihovýchodní Asie. Zatímco 90 % veškeré produkce banánovníku je 

vyprodukováno malo-pěstiteli a zkonzumováno přímo v místě produkce, jen asi 10 % 

celosvětové produkce banánovníku je určeno pro vývoz. Vyvážejí se především banány 

dezertního typu, které jsou představovány výhradně jedním typem – triploidním klonem s 

genomem AAA „Cavendish“ (Ortiz et al. 1998).  
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Banánovník je tropická plodina velkého socio-ekonomického významu, jako základní 

potravina v rozvojových zemích produkující cukernou biomasu, škrob a celulózu používanou 

při výrobě papíru, textilu a paliva (Droc et al. 2013). Jiné produkty z banánovníku zahrnují 

džemy, džusy a sirupy, banánové chipsy a banánovou mouku. Banánovníky se také používají 

ve výrobě piva, vína a dalších produktů a vytvářejí tak důležitou část kulturního života mnoha 

lidí (Stover & Simmonds 1987). Kromě potravy a příjmů zastávají banánovníky mnoho 

důležitých funkcí. Například banánovníkové listy mohou být použity jako stavební materiál 

pro domy, jako talíře, ubrusy, deštníky nebo krmení pro zvířata. Banánové listy a 

pseudostemy obsahují vysoce kvalitní vlákno používané pro výrobu provazů, košů, koberců a 

ručně vyráběného papíru. Ve smíšených pěstebních systémech, banánovníky poskytují stín 

pro plodiny, které rostou lépe v zastíněných podmínkách jako je kakaovník, pepřovník, 

kávovník a vanilka. Banánovníky také udržují strukturu půdy a chrání ji před větrnou a 

dešťovou erozí (Simmonds 1962). 

 

2. Taxonomie banánovníku 

 Banánovník náleží do rodu Musa L., čeledi Musaceae – banánovníkovité a řádu 

Zingiberales – zázvorníkotvaré (Obr. č. 2). Rod Musa obsahuje široký rozsah planých forem 

banánovníků a diploidních, triploidních a tetraploidních typů, které se vyvinuly 

z mezidruhových a vnitrodruhových hybridů dvou planých diploidních druhů M. acuminata 

Colla. (donor A genomu) a M. balbisiana Colla. (donor B genomu), (Simmonds & Shepherd 

1955). Taxonomie rodu Musa zahrnuje více než 70 druhů (NCBI 2015). Čeleď Musaceae 

zahrnuje ještě další dva rody a to rod Ensete a Musella. 

Vůbec první zmínku o nomenklatuře banánovníků uvedl Carl Linné ve svém díle 

Species Plantarum (1753) popisem druhu Musa paradisiaca. Od té doby bylo popsáno velké 

množství druhů banánovníků, které botanici zpočátku třídili na základě morfologie 

(Häkkinen 2013). Sagot (1887) rozdělil rod Musa do tří bezejmennných skupin nazvaných 

sekce: 1) banánovníky s dužnatými plody, většinou jedlé např. M. paradisiaca, M. sapientum 

a M. troglodytarum; 2) okrasné banánovníky se vzpřímeným květenstvím a pestrobarevnými 

listeny např. M. ornata, M. sanguinea a M. coccinea; 3) velké banánovníky jako M. ensete. 

Cheesman (1947) později vytvořil jasný a ucelený klasifikační systém pro rod Musa. Ten je 

charakterizován souborem morfologických deskriptorů a má základní chromozomové číslo 

(x) 9, 10 nebo 11 (Simmonds & Shepherd 1955). Na základě fenotypu rostliny a počtu 

chromozomů se rod tradičně rozděloval do 4 sekcí: Eumusa (x = 11), Rhodochlamys (x = 11), 
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Callimusa (x = 9, 10) a Australimusa (x = 10), (Bartoš et al. 2005). Argent (1976) přidal pátou 

sekci, Ingentimusa (x = 7), obsahující jen jeden druh M. ingens. Avšak, od té doby co tento 

druh roste v rámci oblasti Australimusa (Nová Guinea), nebyl status této sekce prokázán 

v porovnání s M. beccarii (x = 9), který roste v oblasti Callimusa (Borneo) a zůstává 

klasifikován jako Callimusa. 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. č. 2: Schéma taxonomie řádu Zingiberales.  

 

V současné době byly tradiční přístupy založené na analýze morfologie a počtu 

chromozomů doplněny analýzou sekvencí DNA jako je délka genu ribosomálního mezerníku 

(ribosomal gene spacer length), (Lanaud et al. 1992; Li et al. 2010; Liu et al. 2010; Hřibová et 

al. 2011), genové oblasti a pro analýzu genetické diverzity bylo využito velkého počtu 

molekulárních markerů jak např. RFLP (Gawel et al. 1992; Jarret et al. 1992) a AFLP (Wong 

et al. 2001; Ude et al. 2002a, b), DArT markery (Risterucci et al. 2009; Hippolyte et al. 2010) 

nebo SSR makery (Gaudeul et al. 2004; Christelová et al. 2011). Analýza genetické diverzity 

v rámci rodu Musa a především fylogenetické studie čeledi Musaceae využívající sekvenační 

informaci ITS oblasti a jednokopiových genů vedly k revizi taxonomie  v rámci rodu Musa 

(Hakkinen 2013), kdy byly sloučeny sekce Eumusa a Rhodochlamys do jedné sekce s názvem 

Musa a podobně, sekce Australimusa a Callimusa byly sloučeny do sekce s názvem Callimusa 

(Obr. č. 2).  
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2.1. Morfotaxonomické deskriptory 

Nejpoužívanější systém klasifikace zástupců rodu Musa vytvořil Simmonds 

a Shepherd (1955). Tito autoři použili techniku skórování k určení procentuálního podílu 

každého ze dvou diploidů druhu Musa v jakémkoliv zástupci. Jejich systém obsahoval 

15 diagnostických deskriptorů. Stupnice pro každý kvalitativní deskriptor měla rozsah 

od 1 (fenotypově rovný M. acuminata) do 5 (čistě M. balbisiana), (Ortiz et al. 1998). 

Taxonomicky se jednotlivé typy banánovníků klasifikovaly na základě uvedeného souboru 

deskriptorů a analýzy ploidie do genomových skupin lišících se konstitucí genomu a ploidií 

(Simmonds a Shepherd 1995). Hlavní skupiny genomů jsou AA, AAA, AAB a ABB, ačkoliv 

kombinace AB, AAAB, AABB a ABBB jsou také možné (Stover & Simmonds 1987). Blízce 

příbuzné klony nebo zástupci vzniklé mutací v jednom genotypu jsou přiřazeny do tzv. 

podskupin, charakterizovaných specifickými morfologickými vlastnostmi a znaky kvality 

plodů (Simmonds 1973). S využitím tohoto systému deskriptorů byly přiřazeny typy 

„Cavendish“ a „Gros Michel“ ke skupině genomu AAA. Podobně byly přiřazeny, typy 

odvozené z mezidruhových křížení M. acuminata a M. balbisiana, jako jsou triploidní 

„cooking bananas“ ke skupině ABB a triploidní plantainy stejně tak jako lokálně 

konzumované dezertní banány Indie a Brazílie ke skupině AAB (Ortiz et al. 1998).   

 Plantainy jsou morfologicky variabilní obzvláště ve znacích květenství. 

Na základě tohoto zjištění byly identifikovány čtyři rozsáhlé skupiny plantainů: French, 

French Horn, False Horn a True Horn (Tezenas du Montcel et al. 1983), (Obr. č. 3). „Horn“ 

typy jsou charakterizovány absencí samčích květů a přítomností velkých plodů ve tvaru rohu, 

zatímco „French“ plantainy mají jak samčí tak samičí květy a menší velikost plodů 

(Kervégant 1935). V rámci každé skupiny se dále rozdělují dle jejich celkového počtu listů, 

který je signifikantně spojen s výškou rostliny. Velké plantainy mají více než 38 listů, zatímco 

malé vytvářejí méně než 32 listů (Swennen et al. 1995). Dva primární určovací znaky 

založené na květenství a velikosti (např. Horn/False Horn/French a velký/střední/malý) byly 

použity v kombinaci s limitovaným počtem sekundárních deskriptorů k vylepšení klasifikace. 

Sekundární deskriptory se většinou týkají různých vlastností svazku plodů jako je morfologie 

plodu a barva vegetativních částí a plodů. Tyto deskriptory usnadnily klasifikaci 56 typů 

plantainů kultivovaných v deštném pralese Congo Basin (De Langhe 1964a). V rámci této 

klasifikace byla odhalena negativní korelace mezi velikostí plodů a jejich počtem, a velikostí 

plodů a počtem samčích květů. V každé velikostní kategorii rostlin, kultivary s většími plody 

produkovaly menší počet plodů a měly méně rozvinuté samčí květy. Nejextrémnějšími 

případy jsou „Horn“ plantainy, které mají málo plodů vážících mezi 400-800 g. Bylo 
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navrženo, že u evoluce plantainů šlo o progresivní nárůst velikosti plodů na úkor počtu plodů 

a rozvoje samčích pupenů. Pro tento proces byl vytvořen termín „degenerace květensví“ 

(De Langhe 1964b).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. č. 3: Základní skupiny plantainů. Zdroj: Fruits 38(6) 1983, převzato s úpravami. 

 

V současné době se používají morfotaxonomické deskriptory vytvořené ve spolupráci 

Bioversity International a CIRAD (IPGRI-INIBAP/CIRAD 1996). Tento soubor zahrnuje 

kromě podrobných morfologických deskriptorů také deskriptory týkající se parametrů 

životního prostředí a lokalit banánovníků nebo informace o výnosu, agronomické hodnotě, 

náchylnosti k chorobám, biochemických a cytologických znacích popř. informace o registraci 

v genových bankách.  
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3. Uchování genetické diverzity banánovníku  

 Indie, je společně se zeměmi jihovýchodní Asie považována za jedno z hlavních 

center původu a diverzity banánovníku v globálním měřítku (Simmonds 1962). Velká 

diverzita se však také vyskytuje v subsaharské Africe, která je centrem druhotné diverzity 

banánovníku. Plantainy genotypu AAB se pěstují ve vlhkých nížinách západní a centrální 

Afriky, zatímco typy AAA „cooking“ a „beer bananas“, stejně tak jako ABB „cooking 

bananas“ jsou pěstovány ve středních výškách východní Afriky (Vuylsteke et al. 1993). 

Západní a centrální Afrika je centrem sekundární diverzifikace plantainů, kdežto východní 

Afrika je považována za sekundární centrum diverzity banánovníků skupiny AAA (Swennen 

et al. 1995). Předpokládá se, že tato centra sekundární diverzity banánovníků jsou výsledkem 

akumulace somatických mutací a selekce člověkem během dlouhé historie kultivace plodin 

v dané oblasti (De Langhe 1961, 1964).        

Přítomnost genetické diverzity je nejdůležitějším faktorem v jakémkoliv programu pro 

šlechtění rostlin. Vyhledávání, shromažďování a uchovávání klonů vyžaduje pozornost při 

záchraně genofondu - zabránění jeho erozi, a zajišťuje jeho využití ve šlechtitelských 

programech (Venkatachalam et al. 2008). Úspěšný management rostlinných genetických 

zdrojů by měl být založen na a) posouzení genetických zdrojů podle morfologických 

deskriptorů; b) determinaci agronomické hodnoty genetických zdrojů a c) prokázání 

mezidruhových a vnitrodruhových vztahů (Sevilla & Holle 1995). Charakterizace a 

klasifikace genetických zdrojů poskytuje užitečnou informaci nejen pro správce genových 

bank, ale také především pro pěstitele a případné šlechtitele. Morfologické deskriptory by 

měli být skórovány jednoduše a musí mít stálou fenotypovou expresi ve všech typech 

prostředí, tj. vysokou dědivost a nízký vliv prostředí (Ortiz 1985). Vhodnými deskriptory pro 

charakterizaci genetických zdrojů jsou tedy ty, které nejsou ovlivněny prostředím 

(Ortiz 1997). 

 

3.1. Genové banky 

Hlavním cílem genových bank je jednak uchování genetické diverzity, ale také 

distribuce materiálů širší vědecké komunitě, pěstitelům a šlechtitelům. Za tímto účelem je 

velmi důležité nejen uchovávat genetické zdroje, ale také mít nástroje pro jejich jednoznačnou 

charakterizaci. Genetické zdroje banánovníku jsou uchovávány v národních i mezinárodních 

bankách. Národní banky uchovávají jednotlivé položky banánovníku ve formě polních sbírek, 
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což sebou přináší značné nároky na prostor, tyto sbírky jsou často devastovány nejen 

chorobami a škůdci, ale také přírodními podmínkami – např. tajfuny, které mají za následek 

devastaci těchto sbírek. Navíc je velmi složitá také distribuce  a transfer položek z polních 

sbírek. Proto byla společností Bioversity International založena mezinárodní genová banka 

banánovníku, jejímž cílem je uchovávat a distribuovat položky banánovníku širší vědecké 

komunitě, pěstitelům a šlechtitelům banánovníku. Bioversity International kromě spravování 

genové banky banánovníku, také zastřešuje, koordinuje a finančně podporuje veškerý výzkum 

banánovníku. Vzhledem ke sterilitě jedlých typů banánovníku a nízké fertilitě semen planých 

druhů, jsou veškeré položky banánovníku v mezinárodní genové bance uchovávány jako 

in vitro rostliny. Tato skutečnost klade vysoké finanční nároky na udržitelnost genové banky. 

Společně s nízkým rozlišením morfotaxonomických deskriptorů se Bioversity International 

rozhodla charakterizovat genetickou diverzitu položek uchovaných v genové bance 

a napomoci tak nejen jednoznačné charakterizaci jednotlivých položek, ale především 

identifikovat špatně klasifikované položky nebo položky duplikované. K odstranění problémů 

s duplikáty v rámci národních, regionálních a globálních sbírek, napomáhá přesná 

a standardizovaná charakterizace nově zavedených přírůstků stejně tak jako těch již 

uskladněných v genových bankách (Christelová et al. 2011). Eliminace předpokládaných 

duplikátů v genových bankách musí být založena na dvoukrokovém postupu. Kurátoři 

genetických zdrojů mohou identifikovat údajné duplikáty na základě kvalitativních 

deskriptorů posouzených na neopakovaných pěstebních plochách a poté potvrdit svá 

pozorování porovnáním kvantitativních deskriptorů zaznamenaných při opakovaných polních 

pokusech. Alternativní metodou je porovnání předpokládaných duplikátů použitím DNA 

markerů, dostupných pro banánovníky (Faure et al. 1993; Howell et al. 1994; Jarret et al. 

1994; Kammer et al. 1992).  

National Research Centre for Banana (NRCB), Tamil Nadu uchovává sbírku celkem 

525 položek z celé Indie. Některé klony byly posuzovány pro jejich reakci k houbovým 

patogenům Mycosphaerella fijiensis (způsobující chorobu zvanou „Black Sigatoka“), 

Fusarium oxysporum („Panama Disease“ způsobující vadnutí rostlin) a háďátkům, jiné pro 

lepší výnos a kvalitu ovoce (Venkatachalam et al. 2008; Molina et al. 2010; 

Marin et al. 2003). Většina kultivovaných typů banánovníků je výsledkem přirozené mutace 

a selekce a proto je nezbytné odhalit užitečné klony pomocí důkladné evaluace. Následná 

in vitro propagace takto selektovaných klonů, je dobrým slibem pro budoucí genetické 

programy šlechtění banánovníků (Horry & Arnaud 1997).  
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Cílem založení genové banky v International Institute of Tropical Agriculture (IITA) 

v Nigérii je zachovat a posoudit světovou diverzitu banánovníků v rámci pracovní sbírky. 

IITA Onne Station uchovává cca 400 položek. Všechny přírůstky („wild“ typy, africké 

a exotické plané odrůdy a uměle vytvoření hybridi) jsou uchovávány pro celosvětovou 

společnost a jsou volně dostupné v souladu se zásadami pro rostlinné genetické zdroje - 

Consultative Group for International Agricultural Research (CGIAR). Genová banka v IITA 

byla vytvořena jako regionální referenční sbírka v rámci programu International Network for 

the Improvement of Banana and Plantain společnosti International Plant Genetics Resources 

Institute (Ortiz 1997). 

Jak již bylo řečeno, největší sbírku banánovníků uchovává Bioversity International, 

v Katolické Univerzitě města Lovaň v Belgii. Sbírka obsahuje více než 1500 položek 

uchovávaných jako in vitro rostliny. Každý genotyp byl získán z meristému jedné rostliny 

a následně rozklonován tak, aby každý zástupce banánovníku byl charakterizovám 10–15 

klony (MusaNet 2015). Bioversity International se také podílí i na uchovávání genetické 

diverzity pomocí procesu kryoprezervace při -196 °C. Takto zakonzervovaný materiál může 

být obnoven do plně životaschopných rostlin v případě potřeby. Celá kolekce je navíc 

postupně duplikována s ukládána v Institut de Recherche pour le développement (IRD) města 

Montpellier ve Francii (http://www.bioversityinternational.org/).       

 

4. Struktura genomu banánovníku 

Jednou ze základních charakteristik druhu je velikost jaderného genomu. Jaderný 

genom banánovníku je relativně malý (1C× ~ 550–750 Mbp), genom Musa acuminata má 

velikost 600-650 Mbp a M. balbisiana 550 Mbp (Bartoš et al. 2005; Doležel et al. 1994; 

Čížková et al. 2013). Bartoš et al. (2005) rozšířil znalost jaderného obsahu DNA v rámci 

jednotlivých sekcí. Analýza na průtokovém cytometru ukázala, že 2C jaderný obsah DNA 

zástupců sekce Eumusa (x = 11) se pohybuje v rozmezí 1,130-1,377 pg a Rhodochlamys 

(x = 11) 1,191-1,299 pg. Druhy náležící k sekci Australimusa (x = 10) měli 2C jaderný obsah 

DNA mezi 1,435 a 1,547 pg a M. beccarii, jediný analyzovaný zástupce sekce Callimusa 

(x = 9, 10) měl nejvyšší 2C jaderný obsah DNA 1,561 pg. Jaderný genom banánovníku je 

rozdělen do 1–2 µm dlouhých morfologicky podobných chromozomů, což činí cytogenetické 

studie obtížné a zatím neexistuje žádná spolehlivá metoda k identifikaci všech chromozomů 

v rámci karyotypu a rozpoznání rodičovských chromozomů u hybridů. Jediné sekvence 

cytogeneticky mapované na chromozomech banánovníku jsou rRNA geny (viz níže). Počet 
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45S rDNA lokusů je konzervovaný v rámci jednotlivých sekcí zatímco počet 5S rDNA lokusů 

se liší v rámci sekcí a dokonce také v rámci jednotlivých druhů. Metodou FISH se sondami 

pro 45S rDNA, 5S rDNA, specifické LINE elementy a DNA satelity CL18 a CL33 (viz níže) 

byly identifikovány chromozomy diploidních zástupců banánovníku (Obr. č. 4). V rámci A 

genomu (M. acuminata „Maia Oa“) mohou být identifikovány 3 chromozomy a v případě 

M. acuminata klonů „Long Tavoy“ a „Tuu Gia“ 4 chromozomy. V genomu M. acuminata 

„DH Pahang“ můžeme rozlišit 5 různých chromozomů, v rámci zástupců M. balbisiana 

„Cameroun“ 4 chromozomy, u typů „Tani“ a „Pisang Klutuk Wulug“ 5 chromozomů 

a v případě typu „Honduras“ bylo identifikováno 6 chromozomů. V důsledku nedostatku 

specifických cytogenetických sond pro A, B, S a T genomy není však možné identifikovat 

homologní chromozomy mezidruhových hybridů (Čížková et al. 2013; Doleželová et al. 

1998; Osuji et al. 1998; Čížková et al. in press). Genomic in situ hybridisation (GISH) byla 

použita příležitostně k identifikaci rodičovských chromozomů u některých hybridních 

kultivarů (D'Hont et al. 2000; Osuji et al. 1997). Tato metoda však rozlišuje jen 

(peri)centromerické oblasti chromozomů. Metoda GISH je časově náročná, komplikovaná, 

vyžaduje vysokou úroveň zkušeností a nemusí být vhodná pro „high-throughput“ skríning 

velkých populací (Osuji et al. 1997).  

V heterochromatických oblastech chromozomů se často nacházejí velké bloky satelitní 

DNA, které jsou typickými komponenty centromerických a telomerických oblastí. Satelitní 

DNA sekvence se skládají z tandemově uspořádaných repetitivních jednotek s délkou 

do tisíce nukleotidů. Evoluční procesy kterými satelity vznikly zahrnují nerovnomněrný 

crossing over, genovou konverzi, transpozice a vznik extrachromozomální kruhové DNA. 

Na satelity bohaté lokusy mohou vykazovat specifickou lokalizaci a usnadňovat tak 

identifikaci chromozomů a analýzu strukturálních chromozomových změn. Na rozdíl 

od mnoha jiných genomů jsou jaderné genomy banánovníku na satelitní DNA chudé. Ačkoliv 

je genom banánovníku cca z 45 % tvořen různými repetitivními sekvencemi, repetice satelitní 

DNA představuje jen přibližně 0,3 % genomu (Hřibová et al. 2010; Čížková et al. 2013). 

Uspořádání dvou hlavních DNA satelitů banánovníku maTR_CL18 a maTR_CL33 studovala 

autorka Čížková et al. (2013). Zatímco signály satelitu maTR_CL18 byly viditelné u všech 

použitých zástupců banánovníku, přítomnost satelitu maTR_CL33 nebyla potvrzena 

u žádného ze čtyř zástupců M. balbisiana. Byly pozorovány jen slabé signály satelitu 

maTR_CL33 u hybridních klonů genomu ABB. Výskyt DNA satelitů na specifických 

chromozomových lokusech činí tyto sekvence potenciálními cytogenetickými markery. 
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Podobně jako u ostatních eukaryot se také v rostlinných genomech objevují jaderné 

ribozomální RNA (rRNA) geny. Tyto geny jsou uspořádány do genových rodin, které jsou 

lokalizovány jako tzv. klastry tandemově se opakujících jednotek dvou oddělených lokusů 

ve více než 20 000 kopií na genom. Zatímco 5S DNA lokus kóduje 5S rRNA geny, lokus 45S 

obsahuje geny pro 18S, 5,8 S a 26S rRNA, které se transkribují jako jeden celek a poté jsou 

sestříhány. Ribozomální RNA geny 18S, 5,8S a 26S jsou odděleny dvěma mezerníky (ITS1 

a ITS2) a 45S transkripční jednotky samotné jsou od sebe odděleny pomocí                          

ne-transkribovaných mezigenových mezerníků (IGS), (Rogers & Bendich 1987; 

Nwakanma et al. 2003). Ribozomální geny uspořádané v tandemu jsou charakterizovány 

nízkou vnitro-genomickou diverzitou v důsledku společné evoluce. Jednotlivé kopie rRNA 

genů se vyvíjí víceméně společně což je pravděpodobně způsobeno nerovnoměrným crossing 

overem a vysokou frekvencí genové konverze (Dover et. al 1982; Baldwin et al. 1995; 

Elder & Turner 1995). Vnitrodruhová a vnitro-populační stabilita rRNA lokusu na jedné 

straně a relativně rychlá evoluce ITS1 a ITS2, které jsou pod nízkým selekčním tlakem, činí 

ITS jeden z nejpopulárnějších markerů pro fylogenetické studie (Alvarez & Wendel 2003; 

Francisco-Ortega et al. 2001).  Většina analyzovaných vnitrodruhových hybridů banánovníku 

obsahuje konzervované parentální ITS sekvence indikující neúplnou společnou evoluci rDNA 

lokusu. Nezávislá evoluce rodičovských typů rDNA u hybridů umožňuje determinaci 

genomové konstituce hybridů použitím ITS.  

 

4.1. Složení genomu 

Ačkoliv je jaderný genom banánovníku relativně malý, množství informací o jeho 

složení je stále omezené. Předchozí studie odhadují, že přibližně 55 % genomu banánovníku 

je tvořeno různými typy DNA repetic (Hřibová et al. 2007), ovšem jen určité množství 

repetitivních DNA sekvencí bylo již charakterizováno. Současné zavedení sekvenačních 

metod nové generace (Margulies et al. 2005), poskytuje silné nástroje pro objevování a 

charakterizaci DNA repetic i komplexních rostlinných genomů.  Valárik et al. (2002) popsal 

12 Radka repetic představující část sekvencí různých mobilních elementů a rRNA genů. 

Hřibová et al. (2010) použila technologii 454 sekvenování k charakterizaci repetitivní DNA 

v jaderném genomu banánovníku (Musa acuminata 'Calcutta 4'). Navzdory relativně malé 

části sekvenované DNA z celého genomu byla již identifikována a charakterizována většina 

typů retrotransposonů a objeveny 2 nové tandemové repetitivní sekvence, které byly použity 

nejen jako specifické cytogenetické markery, ale také jako referenční dataset pro analýzu 
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repetitivních DNA sekvencí v rámci projektu celogenomového sekvenování banánovníku 

(D'Hont et al. 2012). 

 

Obr. č. 4: Rozdělení hlavních sekvencí na chromozomech genomu M. acuminata. 

D'Hont et al. (2012), převzato s úpravami.   

 

Nejpočetnější DNA sekvence (až 50 %) nalezené v genomu banánovníku jsou LTR-

retrotransposony. Dlouhé opakující se repetice retrotranspozonů představují největší část 

Ty1/Copia elementy, které jsou mnohem početnější (více než 16 % genomu) než Ty3/Gypsy 

elementy např. retrotransposon monkey (cca 7 % genomu), (Obr. č. 5). Další charakterizované 

sekvence zahrnují např. druhově specifický element Brep-1 (Baurens et al. 1996; Baurens et 

al. 1997). Retrotransposon monkey je přednostně lokalizován v místech sekundární konstrikce 

(Balint-Kurti et al. 2000), zatímco ostatní uvedené elementy se nacházejí většinou 

v pericentromerických oblastech a některé doplňkové lokusy na vzdálených částech všech 

chromozomů. Ve srovnání s LTR-retrotransposony se non-LTR retrotransposony a DNA 

transposony vyskytují relativně vzácně. Dlouhé rozptýlené elementy (LINEs) představují 1 % 

genomu (Obr. č. 5). LINE elementy jsou obzvláště početné v centromerických a 

pericentromerických oblastech chromozomu. Jejich akumulace v těchto oblastech, obzvláště 

těch nejstarších, dokládá, že jsou preferenčně eliminovány z genově bohatých oblastí 

(Paterson et al. 2009). Pozoruhodně, typicky krátké tandemové centromerické repetice nebyli 

u banánovníku nalezeny. Pomocí FISH byly do oblasti centromery mapovány jednak LINE 

elementy a pak také jeden typ Ty3/Gypsy elementu ze skupiny Chromovirideae (Hřibová et 

al. 2010; Neumann et al. 2011; D'Hont et al. 2012; Čížková et al. 2013). Nízká četnost LINE 

elementů a DNA transposonů se zdá být typická pro rostlinné genomy jelikož podobné 
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četnosti byly pozorována u genomu rýže, vinné révy a kukuřice (International Rice Genome 

Sequencing Project 2005; Velasco et al. 2007; Messing et al. 2004).  

 

 

 

 

 

 

 

Obr. č. 5: Zastoupení hlavních skupin repetitivních sekvencí identifikovaných v genomu 

banánovníku 454 sekvenováním. Hřibová et al. 2010, převzato s úpravami.   

 

Studií D'Hont et al. (2012) bylo identifikováno 36 542 protein kódujících genů 

v genomu banánovníku. S počtem 3 155 genů, byl počet transkripčních faktorů banánovníku 

identifikován mezi nejvyšší v rámci všech sekvenovaných rostlinných genomů. Pro evoluci 

genomu angiospermních rostlin mají velký význam celogenomové duplikace (WGDs) 

(Van de Peer et al. 2009). První důkaz celogenomové duplikace u banánovníku byl 

publikován ve studii Lescot et al. (2008). Studie D'Hont et al. (2012) odhalila komplexní vzor 

paralogních vztahů mezi 11 chromozomy banánovníku. Nejvíce paralogní klastry genů sdílely 

vztahy s třemi dalšími klastry, což navrhovalo výskyt dvou WGDs (označených jako α a β). 

Klastry duplikovaných genů byly předběžně sestaveny do 12 ancestrálních bloků na základě 

syntenie. Duplikované úseky zahrnuté v ancestrálních blocích banánovníku pokrývají 222 Mb 

a obsahují 26 829 genů.     
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5. Využití molekulárních markerů pro studium genetické 

diverzity banánovníku 

Pro posouzení genetické diverzity a fylogenetických vztahů banánovníku byla použita 

již řada genomických metod, nástrojů a molekulárních markerů. Obzvláště používané jsou 

pak markery založené na PCR zahrnující AFLP, RAPD a mikrosatelity (Grapin et al. 1998; 

Loh et al. 2000; Wong et al. 2001). Mezi fingerpringingovými technikami jsou markery 

AFLP a mikrosatelity nejvíce informativní. Technika AFLP je založena na selektivní 

amplifikaci restrikčních fragmentů získaných štěpením genomové DNA. Vzhledem k jejich 

dominantnímu a bialelickému původu jsou AFLP markery stále častěji používány u různých 

rostlin, hlavně z důvodu schopnosti detekce velmi vysokého počtu polymorfismů v jednom 

testu, dobré reprodukovatelnosti a přiměřeného pokrytí genomu (Vos et al. 1995; Cervera et 

al. 1998). AFLP bylo použito k detekci genetické diverzity jak u kultivovaných banánovníků 

tak u „wild“ typů,  přičemž byly zjištěny vysoké úrovně polymorfismu tohoto markeru u obou 

uvedených skupin (Wong et al. 2001).  

Howell et al. (1994) použil RAPD markery ke klasifikaci 9 genotypů banánovníku do 

4 skupin reprezentující AA, AAA, AAB a BB genomy. AAB klony však vytvářely klastry se 

skupinou AAA, což naznačuje, že tyto markery němeli dostatečné rozlišení. Pillay et al. 

(2000) identifikoval RAPD markery ve spojitosti s „A“ a „B“ genomovými sekvencemi u 

banánovníku. Tyto markery jsou užitečné pro determinaci složení genomu hlavně při 

počátečních výběrech populací banánovníků pro účely šlechtění, jelikož RAPD fragmenty 

reprezentují anonymní sekvence, které mohou segregovat zkresleně při experimentech s 

mapováním (Faure et al. 1993). 

Mikrosatelity neboli krátké tandemové repetice (také jednoduché opakující se 

sekvence - SSR – Simple Sequence Repeats), (Tautz 1989) jsou úseky jednoduchých 1-6 bp 

dlouhých opakujících se motivů, uspořádaných tandemově v genomech prokaryotických a 

eukaryotických organismů. Mikrosatelitové oblasti jsou obvykle vysoce konzervované a proto 

vhodné pro navrhování lokusově specifických primerů. Z důvodu jejich početnosti, 

rovnoměrného rozšíření v genomech, hypervariability, kodominantního původu a dostupnosti 

pro výzkumné laboratoře (Compbell et al. 2003; Gaudeul et al. 2004) jsou často používány 

k detekci genetické diverzity rostlin. SSR byly již úspěšně aplikovány v molekulárním 

genotypování mnoha důležitých plodin jako je rýže (Pessoa-Filho et al. 2007), obiloviny 

(Hayden et al. 2007), vinná réva (This et al. 2004), nebo kakaovník (Zhang et al. 2006). 
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Použití SSR markerů navíc umožňuje automatizaci a multiplexing což zvyšuje efektivitu 

metody (Christelová et al. 2011). 

DArT markery (Diversity Arrays Technology) byly vyvinuty za účelem 

celogenomového profilování plodin bez nutnosti předchozí znalosti sekvence. Tato metoda je 

založena na DNA/DNA hybridizaci a použití microarray platformy pomocí níž se zjišťuje 

přítomnost nebo absence jednotlivých fragmentů v genomických reprezentacích 

(Jaccoud et al. 2001). Síla této fingerprintingové metody spočívá ve schopnosti porovnávat 

velký počet lokusů různých genomů v jednom testu. DArT markery umožňují identifikovat 

oblasti genomů sdílené mezi příbuznými genotypy a efektivně doplňují jiné molekulární 

markery pro studium genetické diverzity, studie genomů a šlechtění. Tyto markery byly již 

dříve použity pro celogenomové profilování blahovičníku (Lezar et al. 2004), pšenice (Akbari 

et al. 2006; White et al. 2008), kajanu indického (Yang et al. 2006) nebo čiroku (Mace et al. 

2008). 

Studie Risterucci et al. (2009) se zaměřila na vývoj DArT markerů u banánovníku a 

prokázala, že tyto markery mohou být použity pro analýzy celého genomu a stanovení vztahů 

mezi genotypy banánovníku. Dále bylo prokázáno, že DArT umožňuje rozlišovat mezi 

vegetativně se množícími triploidy jako je typ „Cavendish“ nebo „Gros Michel“. Studií 

Creste et al. (2003) byla zjištěna celková genetická uniformita banánovníků typu „Cavendish“ 

s použitím SSR markerů, Risterucci et al. (2009) však odhalila signifikantní přítomnost 

diverzity v rámci těchto triploidních typů banánovníku. DArT markery případně v kombinaci 

s dalšími typy markerů nacházejí využití při zahušťování vazebných map banánovníku jak 

uvádí studie Hippolyte et al. (2010), která využila kombinaci DArT markerů s SSR markery. 

V případě pšenice byly DArT markery použity pro vazebné mapování společně s markery 

SSR a AFLP (Semagn et al. 2006).      

Analýza ITS (Internal Transcribed Spacer) je dobrým nástrojem pro určování 

fylogenetických vztahů na nižších taxonomických úrovních. Mezidruhová variabilita sekvencí 

v ITS oblasti je vysoká a objevuje se dokonce i mezi blízce příbuznými druhy nebo klony 

(Nwakanma et al. 2003).  Tato metoda byla aplikována na velký počet rostlin zahrnujících 

trávy (Hsiao et al. 1994), bavlník (Pillay & Meyers 1999), ořešák (Stanford et al. 2000) nebo 

slunečnici (Clevinger & Panero 2000). Fylogenetická rekonstrukce založená na ITS sekvenci 

prokázala, že rod Musa je rozdělen do dvou odlišných větví – Callimusa a Australimusa a 

Eumusa a Rhodochlamys (Li et al. 2010; Liu et al. 2010; Hřibová et al. 2011).   
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Dalšími používanými  molekulárními markery jsou mezigenové mezerníky (IGS), 

(Lanaud et al. 1992), RFLPs (Jarret et al. 1992), ISSRs (Inter-Simple Sequence Repeats), 

(Godwin et al. 1997), IRAP (Inter-Retroelement Amplified Polymorphism), (Nair et al. 2005) 

a MSAP (Methylation Sensitive Amplification Polymorphism), (Noyer et al. 2004).  Mezi 

nové přístupy analýzy genetické diverzity patří také metody založené na tzv. Next-Gen 

sekvenování. Jednak se jedná o alternativu DArT genotypování, tzv. DArT-seq, kdy oproti 

klasickému DArT genotypování nejsou vytvářeny knihovny markerů, které jsou poté 

screenovány pomocí hybridizace, ale genomové reprezentace jsou rovnou sekvenovány 

přístupem illumina. Mezi další metody, patří různé typy tzv. skim sekvenování (Golicz et al. 

2015), jako např. Genotyping By Sequencing (GBS), nebo RAD sekvenování. Oba přístupy 

jsou podobně jako DArT-seq založely na redukci komplexity genomu a následném 

sekvenování. Ikdyž se uvádí, že výsledná cena těchto sekvenačních přístupů na získaný data-

point je řádově nižší než u tradičních přístupů a analýza je velmi rychlá, je nutné zmínit, že 

metody založené na masivně paralelním sekvenování se vyplatí pouze pro analýzu velkého 

počtu vzorků – násobky 94 vzorků a také nejsou zcela výhodné pro analýzu diverzity 

fylogeneticky vzdálenějších zástupců. V takovém případě totiž díky redukci komplexity 

genomu, která je jednak nevyhnutelná pro analýzu velkého množství zástupců v jedné analýze 

a také samozřejmě absolutně nutná pro maximální snížení ceny analýzy, bohužel dochází 

k velkému procentu chybějících dat, které v konečném důsledku velmi snižují rozlišovací 

schopnost takový studií. Na druhou stranu je však také nutné podotknout, že GBS nebo RAD 

sekvenování může přinést nové informace o diverzitě v rámci blízce příbuzných zástupců 

(Elshire et al. 2011; Wong et al. 2015; Li et al. 2015; Rowe et al. 2011; Talukder et al. 2014). 

V případě banánovníku např. v rámci jednotlivých typů jedlých banánů, kdy se naopak 

předpokládá, že chybějících dat vzhledem k vysoké similaritě položek je jen velmi málo 

a velké množství získaných dat tak může mít mnohem větší rozlišovací schopnost než 

klasické přístupy studia genetické diverzity založeny např. na mikrosatelitových markerech. 

Ovšem, stále platí, že analýza využívající masivně paralelního sekvenování se vyplatí pouze 

pro analýzu velkého množství položek najednou, a je takřka nepoužitelná pro identifikaci 

několika málo nebo jednotlivých položek. Navíc pro analýzu dat z masivně paralelního 

sekvenování s cílem analýzy diverzity je potřebná existence tzv. referenční DNA sekvence, 

čímž je většinou celogenomová sekvence studovaného druhu. Tyto genomické zdroje však 

nejsou dostupné pro všechny studované druhy, nebo jsou dostupné jen pro jeden genotyp . 
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6. SSR genotypovací platforma a její využití pro charakterizaci 

položek v genové bance 

S cílem vyvinout a standardizovat protokol ke klasifikaci genetických zdrojů 

banánovníku testovala a optimalizovala autorka Christelová et al. (2011) použití 22 

publikovaných SSR markerů pro charakterizaci genetické diverzity na souboru vybraných 

genotypů banánovníku. Soubor 22 SSR markerů byl vybrán institucí CIRAD jako sada 

umožňující rozpoznat jednotlivé položky banánovníku v referenčním souboru DNA (Crouch 

et al. 1998; Lagoda et al. 1998; Hippolyte et al. 2010). SSR lokusy 22 mikrosatelitových 

markerů byly amplifikovány s použitím specifických primerů s upravenými 5´M13 konci 

umožňující použití univerzálního fluorescenčně značeného primeru (Schuelke 2000). Primery 

byly značeny čtyřmi typy fluoroforů (6-FAM, VIC, NED, PET), což následně umožnilo tzv. 

multiplexování - analýzu až 4 různých markerů  najednou. Detekce signálu a elektroforetická 

separace produktů byla provedena za pomoci 96-kapilárového DNA analyzéru. Analýza dat a 

vyhodnocení velikosti jednotlivých alel bylo provedeno pomocí programu GeneMarker®. 

Data jednotlivých genotypů byla poté převedena do binárního systému (kódována jako: 1-

presence/ 0-absence) a analyzována jako dominantní marker. Výsledná analýza genetické 

diverzity byla provedena s použitím programu PowerMarker a algoritmu UPGMA.                     

Po počátečním dvakrát opakovaném testování primerů bylo z 22 výchozích markerů 

vybráno 19 pro jejich dobrou reprodukovatelnost amplifikace. Tři markery, které byly 

z analýzy vyřazeny vytvářely značné „stutter píky“ což znemožňovalo reprodukovatelnost 

SSR profilů. Všechny následující analýzy byly dále prováděny s vybranými 19-ti 

mikrosatelitovými markery (Tab. č. 1).  
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Tabulka č. 1: Seznam 22 testovaných SSR markerů, Christelová et al. 2011, převzato 

s úpravami.  

 

Marker 

 

Fluorofor 

 

Motif 

 

Reference 

Položka 

v genové 

bance 

Teplota 

annealingu 

[°C] 

Min.  

velikost 

alely 

[bp] 

Max. 

velikost 

alely 

[bp] 

mMaCIR01 6-FAM (GA)20 Lagoda et 

al., 1998 
X87262 55 241 440 

mMaCIR03 6-FAM (GA)10 Lagoda et 

al., 1998 
X87263 55 11 147 

mMaCIR07 NED (GA)13 

 

Lagoda et 

al., 1998 
X87258 53 136 195 

mMaCIR08 VIC 

 

(TC)6N24(TC)7 

 

Lagoda et 

al., 1998 
X87264 55 229 283 

mMaCIR13 PET (GA)16N76(GA)8 Lagoda et 

al., 1998 
X90745 53 268 427 

mMaCIR24 PET (TC)7 Lagoda et 

al., 1998 
Z85972 48 240 291 

mMaCIR27* PET (GA)9 Lagoda et 

al., 1998 
Z85962 58 232 277 

mMaCIR39 VIC (CA)5GATA(GA)5 Lagoda et 

al., 1998 

Z85970 52 329 390 

mMaCIR40 6-FAM (GA)13 Lagoda et 

al., 1998 

Z85977 54 169 247 

mMaCIR45 6-FAM (TA)4CA(CTCGA)4 Lagoda et 

al., 1998 

Z85968 57 274 318 

mMaCIR150 VIC (CA)10 Hippolyte       

et al., 2010 

AM950440 54 253 376 

mMaCIR152 6-FAM (CTT)18 Hippolyte       

et al., 2010 

AM950442 54 147 195 

mMaCIR164 VIC (AC)14 Hippolyte 

et al., 2010 

AM950454 55 256 458 

mMaCIR195* VIC (GA)17 Hippolyte       

et al., 2010 

AM950461 54 262 306 

mMaCIR196 NED (TA)4, (TC)17, (TC)3 Hippolyte       

et al., 2010 

AM950462 55 163 201 

mMaCIR214 NED (AC)7 Hippolyte       

et al., 2010 

AM950480 53 115 238 

mMaCIR231 NED (TC)10 Hippolyte       

et al., 2010 

AM950497 55 236 286 

mMaCIR260 PET (TG)8 Hippolyte       

et al., 2010 

AM950515 55 204 264 

mMaCIR264  6-FAM  (CT)17  Hippolyte       

et al., 2010 

AM950519 53 234 383 

mMaCIR307  NED  (CA)6  Hippolyte       

et al., 2010 

AM950533 54 143 173 

Ma-1-32* NED (GA)17AA(GA)8AA(GA)2 Crouch et 

al., 1998 

n/a 58 208 251 

Ma-3-90 PET (CT)11 Crouch et 

al., 1998 

n/a 53 147 191 

* Vyřazeno z analýzy z důvodu nereprodukovatelné amplifikace. 

 

 



30 
 

 Genotypovací platforma založena na 19-mikrosatelitových markerech byla testována 

a optimalizována na souboru 70-diploidních a 38-triploidních položek banánovníku. Ověření 

spolehlivosti optimalizované genotypovací platformy a jejího potenciálu jako standardizované 

metody pro molekulární charakterizaci nových položek bylo provedeno pomocí tzv. slepého 

testu. V tomto testu byl analyzován soubor neznámých vzorků banánovníku poskytnutý ITC 

přičemž byl následován stejný postup jako se souborem referenčních vzorků DNA. Správná 

velikost alel a kontrola elektroforetických podmínek  byla zajištěna zahrnutím negativních 

a pozitivních kontrol charakterizovaných pěti předešle analyzovanými referenčními genotypy.  

Výsledná genotypovací platforma 19-ti mikrosatelitových markerů poskytuje dostatek 

polymorfismu k determinaci jednotlivých položek druhů a poddruhů banánovníku. Tento 

univerzální nástroj umožňuje charakterizovat nově zavedené položky banánovníků 

celosvětové genové banky (International Transit Centre, ITC, Leuven, Belgium) a dále 

nachází využití v širším výzkumu banánovníku a šlechtitelských programech. Použití uvedené 

genotypovací platformy také řeší jeden z běžných problémů genových bank, kterým je 

nesprávné označení položek a přítomnost duplikátů. Výsledky slepého testu také prokázaly, 

že publikovaný genotypovací systém je vhodný pro charakterizaci zcela neznámých položek 

banánovníků (Christelová et al. 2011).  

 

Materiál a metody 

1. Biologický materiál 

Veškeré položky banánovníku analyzované v této studii (Tab. č. 2) byly získány jako 

in vitro rostliny z genové banky –  Bioversity International Transit Center (ITC) Leuven 

v Belgii. Každý genotyp byl představován 5 jednotlivými rostlinami. Živý rostlinný materiál 

byl použit pro stanovení ploidie a následně lyofilizován (každá rostlina, reprezentující 

genotyp, byla lyofilizována ve zvláštní zkumavce). 

 

 

 

 

 



31 
 

Tabulka č. 2: Charakteristika analyzovaných genotypů, převzato z: databáze MGIS   

(Musa Germplasm Information systém) a doplněno o nově získané informace.  

 

ITC 

kód 

Sekce Rod Druh/typ* Název položky Ploidie** Původ 

1698 Musa Musa acuminata Sario 2x Neznámý 

1694 Musa Musa acuminata Ayam 2x Neznámý 

1701 Musa Musa acuminata M. acuminata 

sp. sumatrana 

2x Neznámý 

1689 Callimusa Musa viridis Chuoi rung hoa 

sen 

2x Vietnam 

1647 Callimusa Musa coccinea M. coccinea 2x Neznámý 

1690 Neznámá Neznámý Neznámý Chuoi rung hoa 

soan 

2x Vietnam 

1692 Musa Musa AA Keja 3x Neznámý 

1685 Musa Musa AA Chuoi bom 3x Neznámý 

1680 Musa Musa AA Chuoi cau tay 3x Vietnam 

1699 Musa Musa AA Sipulut 3x Neznámý 

1697 Musa Musa AA Usim 3x Neznámý 

1624 Musa Musa AAA 

Lujugira/Mutika 

Kibiddebidde 3x Uganda 

1627 Musa Musa AAA/ 

Lujugira/Mutika 

Lusumba 3x Uganda 

1603 Musa Musa AAA/ 

Lujugira/Mutika 

Nakyetengu 

tall 

3x Uganda 

1630 Musa Musa AAA/ 

Lujugira/Mutika 

Enjagata 3x Uganda 

1625 Musa Musa AAA/ 

Lujugira/Mutika 

Bukumu 3x Uganda 

1708 Musa Musa AAB/Plantain Biya 2 3x Kamerun 

1712 Musa Musa AAB/Plantain Byie 3x Kamerun 
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1713 Musa Musa AAB/Plantain Elat Noir 3x Kamerun 

1714 Musa Musa AAB/Plantain Fouem 3x Kamerun 

1663 Musa Musa AAB/Plantain Ebang Mboe 3x Neznámý 

1615 Musa Musa AAB/Plantain Banane Tigrée 3x Neznámý 

1665 Musa Musa AAB/Plantain Ebibi 3x Neznámý 

1661 Musa Musa AAB/Plantain Corne 3 3x Neznámý 

1617 Musa Musa AAB/Plantain Mimbomena 3x Neznámý 

1618 Musa Musa AAB/Plantain Toutoun 

kelong 

3x Neznámý 

1676 Musa Musa AAB/Plantain Nzorba 3x Neznámý 

1659 Musa Musa AAB/Plantain Ban 612 3x Neznámý 

1620 Musa Musa AAB/Plantain Mboutoukou 

No2 

3x Neznámý 

1674 Musa Musa AAB/Plantain Mbotoko Vert 3x Neznámý 

1662 Musa Musa AAB/Plantain Douala 3x Neznámý 

1667 Musa Musa AAB/Plantain French Claire 

Rose 

3x Neznámý 

1710 Musa Musa AAB/Plantain 76-17 3x Kamerun 

1614 Musa Musa AAB/Plantain 2 Hands Planty 3x Neznámý 

1637 Musa Musa AAB/Pome Kallar Ladan 3x Indie 

1606 Musa Musa AAB/Pome Chinali 3x Indie 

1610 Musa Musa AAB/Pome Padathi 3x Indie 

1631 Musa Musa AAB/Silk Malbhog 3x/6x Indie 

1632 Musa Musa AAB/Silk Dubhsagar 3x Indie 

1612 Musa Musa AAB/Silk Amrithapani 3x Indie 

1633 Musa Musa AAB/Silk Digjowa 3x Indie 

1634 Musa Musa AAB/Silk Honda 3x Indie 

1651 Musa Musa AAB/Mysore Alpan 3x Indie 
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1703 Musa Musa AAB/Pisang 

Raja 

Raja 3x Neznámý 

1600 Musa Musa ABB/Saba INIVIT PB-

2003 

3x Kuba 

1715 Musa Musa ABB Raja Kinalun 3x Neznámý 

1602 Musa Musa AAAB Seleccion P-

INIVIT 

3x Kuba 

1706 Musa Musa Neznámý Pagat 3x Neznámý 

* Popis převzat z databáze MGIS 

** Ploidie byla stanovena pomocí průtokové cytometrie na ÚEB AV ČR, v. v. i. 

  

2. Metody             

2.1. Příprava vzorků na izolaci DNA         

Z každého lyofilizovaného vzorku listů banánovníku zaslaných genovou bankou 

(Bioversity International Transit Center) byla odebrána část listu, která byla vložena zvlášť 

do mikrozkumavky společně se dvěmi skleněnými kuličkami o průměru 5 mm. Lyofilizované 

listy banánovníku byly homogenizovány při 27 Hz po dobu 4 minut pomocí homogenizátoru 

MM301 (Retsch, Německo). V případě nedostatečné homogenizace byl krok opakován. 

 

2.2. Izolace genomové DNA 

Pro izolaci genomové DNA byly použity vzorky 48 genotypů banánovníku přičemž 

každý genotyp byl zastoupen 4 klony. Celkem bylo tedy izolováno 192 vzorků. Izolace DNA 

byla provedena extrakčním kitem NucleoSpin® Plant II (Macherey-Nagel, June 2012/Rev. 

06, Germany). Postup izolace DNA (Obr. č. 6) zahrnoval oproti standardnímu protokolu 

několik změn:  

Část: Buněčná lýze s použitím pufru PL1 

Vzorky byly vortexovány pouze jednou a to až po přidání 10 µl RNAsy A. Doba 

inkubace suspenze byla navýšena na 20 minut při 65 °C ve vodní lázni a vzorky byly 2x za 20 

min promíchány.  



34 
 

Část: Eluce DNA 

Po přidání 50 µl pufru PE (65 °C) nebyly již vzorky inkubovány ve vodní lázni a v druhém 

kole eluce bylo použito jen 25 µl pufru PE (65 °C).  

 

 

Obr. č. 6: Izolace DNA banánovníku pomocí komerčního kitu (Macherey-Nagel). 

 

2.3. Ověření kvality a kvantity genomové DNA 

Ověření přítomnosti genomové DNA v elučním pufru a její koncentrace bylo 

provedeno pomocí agarózové gelové elektroforézy v 1% gelu s použitím 0,5× TBE 

(Obr. č. 7). Elektroforetická separace izolované genomové DNA probíhala po dobu 45 minut 

při 4 V/cm. Jako nanášecí pufr bylo použito barvivo 6× StopC a jako marker molekulové 

hmotnosti byly použity dvě koncentrace markeru Lambda DNA - 50 ng/µl a 100 ng/µl. Pro 

nanášení vzorků včetně markerů byly použity 3 µl nanášecího pufru 6× StopC. Do první 

jamky elektroforetického gelu bylo naneseno 5 µl markeru Lambda o koncentraci 10 ng/µl 

(výsledná koncentrace 50 ng/µl). Do druhé jamky byl nanesen 1 µl markeru Lambda 

o koncentraci 100 ng/µl. Po elektroforetické separaci byl agarózový gel barven v roztoku 

ethidiumbromidu (0,5 mg/ml) nejméně 15 minut a rozdělené DNA fragmenty byly 

vizualizovány pomocí programu GeneSnap dokumentačního zařízení Syngene (Trigon plus). 
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2.4. SSR analýza 

SSR analýza je založena na principu PCR s jejíž pomocí bylo amplifikováno 

19 mikrosatelitových lokusů. Pro PCR byly použity 3 typy primerů: fluorescenčně značené 

primery s upravenými 5´ M13 konci umožňující použití univerzálního fluorescenčního 

značení. Pro značení primerů byly použity 4 typy fluoroforů – 6-FAM, VIC, NED a PET. 

Druhým použitým primerem byl lokusově specifický forward primer s 20-nukleotidovou 

extenzí M13 primeru a třetím použitým primerem byl lokusově specifický reverse primer.  

PCR reakce probíhala ve 20µl na vzorek a obsahovala 1× PCR pufr s Mg
2+

; 10 mM 

dNTP's; 0,06 µM fluorescenčně značeného primeru; 0,08 µM extendovaného forward 

primeru; 0,1 µM reverse primeru; 1,5 U/100 µl Taq polymerasy. Reakce obsahovala 15 µg 

DNA.       

 Program PCR reakce se stával z 35 cyklů a následujících podmínek: počáteční denaturace 

94 °C 5 min, denaturace 94 °C 45 s, nasedání primerů – teplota dle typu lokusově 

specifického primeru (Tab. č. 1) 1 min, extenze 72 °C 1 min a závěrečná extenze 72 °C 5 min.  

 

2.5. Purifikace PCR produktů 

Purifikace PCR produktů byla provedena pomocí následujícího postupu: 

1) Do sterilní vaničky byla připravena směs 96% čistého etanolu a 3M octanu sodného 

dle rozpisu:  

Na 4 desky (cca 400 vzorků)  31,5 ml……………..…….....96% EtOH 

   1350 µl……………. .3M NaAc (pH 5,2) 

2) Směs byla propipetována multikanálovou pipetou a 73 µl směsi bylo pipetováno na 

jamku. Pozn. špičky by se neměly dotknout jamek, pokud se tak stane, špičky je nutno 

vyměnit. 

3) Deska byla poté řádně zakryta filmem a opatrně vortexována cca 7 vteřin (směs se 

nesmí dostat na film!). 

4) Desky byly dále inkubovány při pokojové teplotě 15 min za tmy aby nedocházelo 

k vyzařování fluorescenčního barviva. 

5) Desky byly vloženy do ochranných nosičů (chrání před prasknutím desky při 

centrifugaci) a následně centrifugovány 30 min při 4300 RPM a 4°C (radius 128 mm). 
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Pozn. centrifugace musí probíhat vždy přesně, vzorky nesmí stát jinak by docházelo 

k rozpouštění DNA a ztrátě PCR produktů! 

6) Po centrifugaci byl opatrně vylit supernatant a desky byly osušeny pomocí buničité 

vaty. 

7) Následovala purifikace 70% etanolem. Nejdříve bylo napipetováno 100 µl 70% 

etanolu na jamku a poté byly desky centrifugovány 15 min při 4300 RPM a 4°C.  

8) Supernatant byl opět vylit (nutno pracovat rychle, vzorky nesmí stát!) a desky byly 

osušeny. 

9) Poté byly kroky 7-8 zopakovány (celkem byly provedeny 2 purifikace 70% etanolem).    

10) Desky byly zakryty vrstvou buničité vaty, otočeny dnem vzhůru a takto 

centrifugovány 30 sekund při 500 RPM.  

11) Dále byly desky vysoušeny ve flowboxu po dobu 30 min (bez světla!). Pozn. 

po vysušení nesmí být cítít etanol, pokud se tak stane dosoušíme desky opatrně fénem.  

12) Nakonec bylo přidáno 50 µl redestilované vody a desky byly centrifugovány 

30 sekund při 500 RPM pro lepší rozpuštění.  

13) Desky byly inkubovány 15 min v lednici a poté  uchovávány v mrazicím boxu při         

-20 °C. 

 

2.6. Fragmentační analýza 

Data velikostí jednotlivých alel byla získána fragmentační analýzou, která je 

založena na principu kapilární elektroforézy a umožňuje analýzu velkého množství markerů. 

Produkty amplifikace byly nejdříve smíchány s vysoce deionizovaným formamidem 

a vnitřním standardem, poté denaturovány 5 min při 95°C a nanášeny do automatického 96-

kapilárového ABI 3730xl DNA analyzéru. PCR produkty značené fluorofory po průchodu 

kapilárou a ozáření laserem emitují světlo různé barvy a intezity a přístroj detekuje tzv. píky. 

Použití 4 různých fluoroforů umožňuje multiplexing reakce a tedy analýzu více PCR produktů 

naráz.     

 

2.7. Analýza získaných dat 

Výstupy fragmentační analýzy byly dále analyzovány programem GeneMarker® 

pomocí kterého byly odečteny velikosti jednotlivých alel daných markerů. Data velikostí alel 

byla převedena do binárního kódu a analyzována jako dominantní typ markeru, kde číslo 1 

znamenalo přítomnost dané alely určitého typu markeru v uvedeném genotypu, číslo 0 značilo 
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nepřítomnost a ? byl použit pro chybějící data - tzv. „missing data“. Následně byla binární 

matice převedena do programu PowerMarker v3.25, kde byla analyzována za použití 

UPGMA algoritmu a koeficientu genetické vzdálenosti Nei (1973). Výsledný kladogram byl 

zoprazen pomocí programu TreeView v1.6.6 a graficky upraven programem FigTree v1.4.0  

(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).  

 

Použité chemikálie a pufry 

70% etanol 

96% etanol 

3M octan sodný (NaAc), pH 5,2 

Redestilovaná voda 

0,5× TBE pufr 

Roztok ethidiumbromidu 0,5 mg/ml 

 

Použité přístroje a zařízení 

Vortex Heidolph reax control (Německo) 

Genetický DNA analyzátor ABI 3730xl 

Lednice Calex Samsung 175 

Vortex IKA® Vortex genius 3 

Stolní centrifuga VWR – PCR plate spinner 

Thermal Cycler C 1000 Touch 

Elektroforéza Owl  

Zdroj elektrického napětí MS 300V Power S Major Science 

Mikrovlnná trouba Daewoo kor-6C2B 

UV transluminátor Syngene Bio imagin ingenius (Trigon plus), software GeneSnap 

Výrobník šupinkového ledu Brema® Ice Makers  

Flowbox Holten LaminAir (Trigon plus) 

Centrifuga na mikrozkumavky PrismR (Labnet International, Inc.) 

Centrifuga na desky Jouan J18 (Trigon plus) 

Homogenizátor Retsch® MM 301  
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Výsledky: 

Kvantitativní a kvalitativní ověření izolované genomové DNA 

Kontrola přítomnosti genomové DNA ve vzorku a ověření její dostatečné 

koncentrace bylo provedeno s použitím agarózové gelové elektroforézy. Pro stanovení byly 

použity dvě různé koncentrace  markeru molekulové hmotnosti Lambda DNA.    

 

Obr. č. 7: Elektroforetická analýza vzorků genomové DNA banánovníku. 

1% agaróza/0,5× TBE; barveno v roztoku EtBr; napětí 4 V/cm; pořízeno dokumentačním zařízením 

Syngene 

 

M50: marker molekulové hmotnosti Lambda DNA 50 ng/µl 

M100: marker molekulové hmotnosti Lambda DNA 100 ng/µl 

Dráha č. 1-9: vzorky genomové DNA banánovníku 

 

Na základě intenzity produktů a jejich porovnání s markerem byly jednotlivé vzorky naředěny 

na koncentraci ~ 5 ng/µl a  použity jako templátová DNA pro PCR amplifikaci SSR markerů. 

 

SSR analýza 

Pomocí SSR genotypovací platformy obsahující 19 mikrosatelitových markerů 

byly analyzovány vždy 4 jednotlivé klony každého z 48 genotypů banánovníku (Tab. č. 2). 

Celkem bylo skrínováno 192 vzorků banánovníku na přítomnost 19-ti mikrosatelitových 

lokusů a pro ověření správnosti zaznamenaných velikostí alel byl tento screening opakován 

2x. Soubor vzorků zahrnoval položky diploidní, triploidní a navíc jeden vzorek mixoploidního 

banánovníku (Tab. č. 2). Tento vzorek byl původně charakterizován jako triploidní, ovšem při 

pěstování na explantátových kulturách pravděpodobně došlo k polyploidizaci a v následné 

analýze průtokovým cytometrem byl vzorek stanoven jako hexaploidní (3x/6x). Analyzováno 
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bylo také 5 položek banánovníku, které byly původně charakterizované jako diploidní, 

stanovení ploidie pomocí průtokové cytometrie však prokázalo jejich triploidní charakter 

(Tab. č. 2).  

Vzhledem ke skutečnosti, že je genotypovací platforma založena na analýze 

genomové DNA izolované ze směsného vzorku všech rostlin charakterizujících daný genotyp, 

bylo cílem práce zjistit, zda u některých genotypů nedošlo k somaklonální variaci, která by se 

mohla projevit v získání různých SSR profilů u jednotlivých rostlin. SSR data získaná 

analýzou 4 rostlin byla mimo jiné srovnána s původními genotypovacími daty (v kladogramu 

označena jako „mixed“). 

 

 

Analýza diploidních položek 

Diploidní položky banánovníku byly oproti položkám triploidním v analýze 

zastoupeny v menšině. Ze souboru 48 genotypů bylo 6 položek diploidních. Kladogram 

zahrnuje kromě 6-ti nově analyzovaných položek již předem analyzované vzorky původní 

genotypovací platformy publikované v článku Christelová et al. (2011). Tato původní 

referenční kolekce je vyznačena červeně (Obr. č. 8). Nově analyzované položky doplňující 

kladogram jsou vyznačeny černě. Na obrázku č. 9 jsou větve klastrujících položek rozlišeny 

barevně, dle příslušnosti genotypů k jednotlivým typům genomů popř. sekcím.  
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  Obr. č. 8: Kladogram diploidních položek banánovníku.  

 

Kladogram byl získán pomocí analýzy referenčního datasetu společně s nově 

analyzovanými položkami, metodou UPGMA. Větve nově analyzovaných položek společně 

s odpovídajícím  směsným vzorkem (viz. metodika) jsou zvýrazněny černě, referenční dataset 

červeně. 
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Obr. č. 9: Kladogram diploidních položek banánovníku.  

 

Kladogram byl získán pomocí analýzy referenčního datasetu společně s nově 

analyzovanými položkami, metodou UPGMA. Původní sekce rodu Musa a genomy AA a BB 

jsou odlišeny barevně: modrá - klony s genomem BB; zelená – sekce Callimusa + 

Australimusa; oranžová – sekce Rhodochlamys; růžová - klony odvozené od Musa 

schizocarpa s genomem SS; červená – klony s genomem AA; černá – položky analyzované 

v diplomové práci. 
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U všech analyzovaných diploidních položek nebyly zjištěny žádné změny 

ve velikosti alel vůči původně analyzovaným genotypům banánovníku, což je patrné také 

v kladogramu, kde se tyto položky nachází na nerozlišených větvích. Avšak vzhledem 

k přítomnosti většího počtu tzv. „missing dat“, kdy se nepodařilo identifikovat velikosti alel 

u všech SSR markerů oproti již dříve analyzovanému směsnému vzorku, se nově analyzované 

položky nenachází společně na nerozlišené větvi s původně charakterizovaným genotypem.  

 V rámci diploidů, byly analyzovány tři položky popsané jako M. acuminata 

(AA genom), dvě položky patřící do sekce Callimusa - M. coccinea a M. viridis, a jedna 

položka  (ITC 1690), u které nebyla dostupná žádná charakterizace. Položky popsané jako 

M. acuminata klastrovaly s příslušnými genotypy se stejným genomovým složením, 

M. coccinea a Musa viridis se nachází na stejné větvi společně s ostatními druhy sekce 

Callimusa. Položku 'Chuoi rung hoa soan' ITC 1690, se pomocí genotypovací platformy 

podařilo nově charakterizovat, a to nejen na úroveň sekce – Musa, ale také na úroveň 

druhovou – M. acuminata. 
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Analýza triploidních položek 

Celkem bylo analyzováno 41 triploidních položek banánovníků. Do kladogramu 

byl zařazen také vzorek mixoploidního (3x/6x) banánovníku. Červeně označené jsou opět 

položky původní genotypovací platformy a černě nově analyzované vzorky.   

 

Obr. č. 10: Kladogram triploidních položek banánovníku.  

Kladogram byl získán pomocí analýzy referenčního datasetu společně s nově 

analyzovanými položkami, metodou UPGMA. Větve nově analyzovaných položek společně 

s odpovídajícím  směsným vzorkem (viz. metodika) jsou zvýrazněny černě, referenční dataset 

červeně. 
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U triploidů bylo analyzováno několik položek původně charakterizovaných 

genovou bankou jako diploidní s genomem AA, ovšem po analýze na průtokovém cytometru 

bylo zjištěno, že se jedná o triploidy, tudíž byly tyto položky analyzovány společně 

s ostatními triploidy. Největší zastoupení měla v analýze skupina jedlých typů banánovníků - 

plantainů (genom AAB), které v důsledku vysoké příbuznosti klastrovaly často společně 

na nerozlišených větvích a celkově tvoří dominantní klastr kladogramu. Další analyzované 

položky s genomem AAB, banánovníky s označením Silk klastrovaly rovněž společně 

a z většiny na nerozlišených větvích. Výjimkou může být např. unikátní případ mixoploidního 

banánovníku (genom 3x/6x), který se v rámci klastru banánovníků typu Silk nachází 

na rozlišené větvi. Všechny zbylé položky s genomem AAB označené jako Pome, Mysore 

a Raja klastrují na rozlišených větvích. Všechny analyzované položky s genomem AAA se 

nacházejí v jednom klastru, tentokrát však na rozlišených větvích což značí nižší vzájemnou 

příbuznost než např. u plantainů klastrujících společně na nerozlišené větvi.  

V rámci studie byla analyzována také jedna položka, která byla původně popsána 

jako tetraploidní - 'Seleccion P-INIVIT' ITC 1602, po stanovení ploidie pomocí průtokové 

cytometrie byl odhalen její triploidní charakter a proto byla analyzována společně s jinými 

triploidními genotypy. Na základě SSR genotypování můžeme říci, že tato položka má 

pravděpodobně genomové složení AAB, vhledem k tomu, že klastruje na společné větvi 

s jinou triploidní položkou se stejným genomovým složením a navíc můžeme určit také typ 

tohoto klonu – Saba. Stejně jako u diploidních zástupců, byl i v rámci triploidů analyzován 

jeden zástupce s neznámých původem – 'Pagat' ITC 1706. I u této položky jsme pomocí 

genotypovací platformy byly schopni určit její pravděpodobné genomové složení – AAA. Typ 

hybridního klonu se u této položky zatím zjistit nepodařilo, a to vzhledem ke skutečnosti, že 

nejbližším příbuzným zástupcem jsou dvě špatně popsané položky (původně jako diploidi 

AA) - 'Usim' ITC 1697 a 'Sipulut' ITC 1699. Dá se předpokládat, že po analýze většího počtu 

triploidních klonů, se i u těchto položek podaří zjistit ke které skupině triploidních klonů 

s genomem AAA náleží.  

 

Díky relativně velkému počtu analyzovaných položek, se čitelnost položek v 

přiložených kladogramech stává dosti náročnou, proto je součástí elektronické verze také 

kladogram ve formátu pdf a ve formátu tre. 
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Diskuze 

Jak bylo zmíněno výše, největší kolekci banánovníků spravuje mezinárodní 

genová banka v Lovani, v Belgii. Všechny genotypy, kterých je více než 1500, jsou v genové 

bance uchovávány ve formě in vitro rostlin, a popsány jen na základě charakterizace pomocí 

morfo-taxonomických deskriptorů. Správná identifikace položek je zásadní pro uchovávání 

genetických zdrojů, které mohou sloužit k dalšímu výzkumu diverzity banánovníku, hledání 

genů rezistence a případnému šlechtění odolnějších typů. Dříve používaný systém 

morfotaxonomických deskriptorů publikovaný v práci Simmonds & Shepherd 1955 byl 

v současné době inovován společností Bioversity International a CIRAD (IPGRI-

INIBAP/CIRAD 1996) o řadu dalších deskriptorů umožňující přesnější identifikaci položek. 

Tyto deskriptory však mají relativně nízkou rozlišovací schopnost a některé položky, 

především nové plané diploidní druhy nelze jednoznačně určit jen na základě morfologie 

rostliny. Navíc, spousta jedlých typů banánovníku je v různých místech jejich rozšíření  

popisováno rozdílnými názvy a v genové bance se tak mohou tyto genotypy vyskytovat 

opakovaně. I díky tomu dochází v genových bankách k problémům s duplikáty vzorků nebo 

vzhledem k uchovávání položek ve formě in vitro, může docházet ke vzniku somaklonální 

variability, kterou je žádoucí odhalit. SSR genotypovací platforma publikovaná ve studii 

Christelová et al. (2011) se zdá být vhodným nástrojem pro řešení těchto problémů. SSR 

markery jsou v rostlinné biologii hojně využívané pro jejich rovnoměrné rozptýlení 

po genomech, početnost, hypervariabilitu, kodominantní původ, dostupnost a možnost 

automatizace analýz. Na druhou stranu však neumožňují vždy dostatečné rozlišení položek. 

Kladogram triploidních položek (Obr. č. 10) obsahuje několik genotypů banánovníku 

(převážně se jedná o plantainy AAB např. Silk) klastrujících společně na jedné větvi. 

Takovéto klastrování lze konkrétně u skupiny plantainů očekávat jelikož se předpokládá, že 

všechny plantainy pocházejí z jednoho klonu s původem v Asii nebo jsou typickým příkladem 

jednoho pěstovaného klonu, který má v různých oblastech Afriky svůj specifický název. 

Položky plantainů se v tomto případě od sebe neliší mikrosatelitovými sekvencemi, mohou se 

však lišit jinými typy sekvencí, morfologicky anebo geograficky. Bližší rozlišení těchto 

položek by umožnilo použití metod založených na sekvenačních technologiích nové generace, 

např. GBS (Genotyping By Sequencing) nebo RAD sekvenování. Tyto metody, založené 

na redukci komplexity mohou poskytnout informace o blízce příbuzných zástupcích, 

ale vyplatí se pouze pro analýzy velkého množství vzorků najednou. Navíc je pro analýzu 

diverzity těmito přístupy potřebná referenční DNA sekvence, která není dostupná pro všechny 

studované druhy.     
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Amplifikace některých SSR markerů se zdá být obtížnější a v kombinaci 

s určitými vzorky nebylo možné ani po třetím opakování získat dostatečně spolehlivý profil, 

případně byly píky neskórovatelné. Z tohoto důvodu byly některé klony označeny jako 

chybějící data („missing data“). V případě většího výskytu „missing dat“ se jednotlivé klony 

jednoho genotypu nezobrazují v kladogramu společně na jedné nerozlišené větvi s původním 

genotypovaným vzorkem. Přesto se však jedná ve všech případech o identické klony a klony, 

které u všech skórovatelných markerů měly stejný SSR profil jako dříve analyzovaný směsný 

vzorek.  
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Závěr 

Jedním z cílů této diplomové práce bylo rozšířit znalost o diverzitě banánovníku, 

zpracovat přehled metodik používaných k charakterizaci genetické diverzity a hlavně se 

zaměřit na využití mikrosatelitových markerů pro charakterizaci banánovníkových položek 

v genových bankách.  

Hlavním cílem této diplomové práce bylo analyzovat sadu vzorků poskytnutých 

genovou bankou International Transit Centre v belgické Lovani a pomocí dostupné SSR 

genotypovací platformy zjistit zda u daných vzorků došlo ke vzniku somaklonální variability. 

Celkově bylo analyzováno 192 vzorků – každý z 48 genotypů byl zastoupen 4 klony, které 

byly analyzovány zvlášť a následně porovnány se směsným - referenčním vzorkem. Klony 

některých genotypů však neposkytovaly dostatečně spolehlivé profily velikostí alel, popř. 

píky nebyly skórovatelné, takovéto klony musely být označeny jako „missing data“. SSR 

analýza poskytla ve všech případech analyzovaných klonů stejné profily velikostí alel jako 

u směsných referenčních vzorků, což naznačuje, že v žádném z analyzovaných klonů nedošlo 

během pěstování na explantátových in vitro kulturách ke vzniku somaklonální variability 

a jedná se tedy o identické klony daných genotypů.     

V rámci analýzy jak diploidních tak triploidních položek byla analyzována vždy 

jedna neznámá položka. U diploidů se jednalo o položku ITC 1690 'Chuoi rung hoa soan'. 

Tuto položku se pomocí SSR genotypovací platformy podařilo chrarakterizovat na úroveň 

sekce – Musa, ale také na úroveň druhu – Musa acuminata. U triploidů byl analyzován 

zástupce s neznámých původem – 'Pagat' ITC 1706. I u této položky bylo možné pomocí 

genotypovací platformy určit její pravděpodobné genomové složení – AAA. Prozatím se však 

nepodařilo zjistit typ hybridního klonu jelikož nejbližším příbuzným zástupcem jsou dvě 

špatně popsané položky (původně AA). Pro zjištění, ke které skupině triploidních klonů 

s genomem AAA položky náleží je třeba provézt analýzu většího počtu triploidních klonů.  
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Seznam použitých zkratek 

AFLP  Amplified Fragment Length Polymorphism – polymorfismus délky 

amplifikovaných fragmentů 

CIRAD  Centre de coopération internationale en recherche agronomique pour 

le développement  

DArT  Diversity Arrays Technology  

DNA  DeoxyriboNucleic Acid - deoxyribonukleová kyselina  

dNTP  deoxyriboNucleotide TriPhosphate – deoxyribonukleotid trifosfát 

FAO  Food and Agriculture Organisation – organizace pro výživu a 

zemědělství 

FISH  Fluorescent In Situ Hybridisation – fluorescenční in situ hybridizace 

GBS  Genotyping By Sequencing – genotypování sekvenováním 

GISH  Genomic In Situ Hybridisation – genomická in situ hybridizace 

IGS  InterGenetic Spacer – mezigenový mezerník 

IRAP  Inter-Retroelement Amplified Polymorphism – amplifikovaný 

polymorfismus mezi retroelementy 

ISSR  Inter-Simple Sequence Repeat – jednoduché opakující se              

mezi-sekvence 

ITS  Internal Transcribed Spacer – vnitřní transkribovaný mezerník 

LINE  Long interspersed elements – dlouhé rozptýlené elementy 

MSAP  Methylation Sensitive Amplification Polymorphism – amplifikovaný 

polymorfismus citlivý k metylaci 

PCR  Polymerase Chain Reaction – polymerázová řetězová reakce 

RAD  Restriction site Associated DNA – markery asociované s restrikčním 

místem na DNA 

RAPD  Random Amplified Polymorphic DNA – náhodně amplifikovaná 

polymorfní DNA 

RFLP  Restriction Fragment Length Polymorphism – polymorfismus délky 

restrikčních fragmentů 

SSR  Simple Sequence Repeats – jednoduché opakující se sekvence 

UPGMA  Unweighted Pair-Group Method with Arithmetic mean 


