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ABSTRAKT

Bananovnik patii mezi plodiny s nejveétsSim hospodaiskym vyznamem na svéte. Nejvice
je pestovan V tropickych oblastech Afriky a Asie, kde tvoii zakladni potravinu pro miliony
lidi. Diverzita bananovniku je vSak v soucasné dob& ohroZena patogeny a Sklidci pfi¢emz
dochazi ke ztratdm genetickych zdroji. Kvuli této skutecnosti je vyvijeno usili pro
charakterizaci a uchovavani dostupnych polozek bananovniku v genovych bankach. Kolekce
polozek bandnovnikli mohou slouzit pro nasledné studium gend rezistence a Slechténi
odolnéjSich odrid bananovnikli. Nejvétsi sbirka bananovniku je uloZena v mezinarodni
genové bance bananovniku v Lovani v Belgii, kterd je spravovdna mezindrodni organizaci
Bioversity International. Vzhledem ke sterilit¢ jedlych typti bananovniku a nizké fertilité
semen planych druhtl, jsou veSkeré polozky v genové bance uchovavany ve forme in vitro
rostlin. K podrobné charakterizaci polozek bananovniku uchovanych v genové bance byla ve
spolupraci s Bioversity International vyvinuta SSR genotypovaci platforma vyuZivajici 19
mikrosatelitovych markerd. Pomoci této platformy je mozné odhalit pfitomnost
pravdépodobnych duplikati vzorki uchovavanych v genové bance, identifikovat Spatné
popsané polozky a urcit nové polozky bananovniku. Tato diplomova prace si klade za cil
analyzovat soubor vzorkll bananovniku poskytnutych genovou bankou International Transit
Centre, Leuven v Belgii a pfedevSim se zaméfit na vyuziti SSR genotypovani pro odhaleni
pritomnosti somaklonalni variability u jednotlivych klona riiznych genotypt bandnovniku, ke
které miZe dochazet pii péstovani polozek v explantatovych kulturdch. Prace také pfispiva
k rozsiteni znalosti o diverzit¢ bananovniku a metodikach pouzivanych k charakterizaci

geneticke diverzity.
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Uvod

Bananovnik (Musa spp., ¢eled Musaceae) je velka jednod€loznd bylina s ptivodem
Vjizni Asii a zapadnim Pacifiku (Davey et al. 2013). Tato nejvétsi vytrvald, vegetativné se
Sifici bylina svéta mé velky hospodaisky vyznam zejména v rozvojovych zemich, kde tvori
tropickych a subtropickych oblastech a zahrnuje Sirokou Skalu jak planych forem
bananovnikt tak jedlych, ptfedevsim triploidnich typt, které se vyvinuli mezidruhovou a
vnitrodruhovou hybridizaci dvou diploidnich planych druhii bandnovniku (Crouch et al.

2000).

Proces domestikace bananovniku zacal pred 7 000 lety vjizni Asii. To zahrnovalo
hybridizace mezi riznymi druhy a poddruhy M. acuminata (A genom) a M. balbisiana (B
genom), podporované migracemi lidi a selekei diploidnich a triploidnich bezsemennych,
partenokarpnich hybrida, které se nasledné Siroce rozsifily vegetativnim mnozenim. Polovina
soucasné produkce je zavisla na somatoklonech odvozenych z jediného triploidniho genotypu
,»Cavendish“ (AAA), (D'Hont etal. 2012), ktery v soucasné dobé tvoii vice nez 90 %
komeréniho vyvozu (Molina et al. 2010). Tato zavislost na jednom typu kultivaru a nasledny
nedostatek genetické variability méla za nasledek vznik plodiny, kterd je potencialné vysoce
nachylna k pandemickym chorobam (Davey et al. 2013). Sktdci a choroby, které se postupné
pfizptisobily nyni pfedstavuji bezprostfedni nebezpeci pro globalni produkei plodi
bandnovniku (D'Hont et al. 2012). Je proto velmi dillezité zachovat dostatecnou genetickou

variabilitu bananovnikil pro nasledné studie genti rezistence a ziskavani odolngjsich kultivart.

Tato diplomova prace pfispiva k objasnéni genetické variability genotypi
bananovniku. V soucasné dobé¢ existuje mnoho genomickych nastrojii a metod pouzivanych
pro studium genetické diverzity bananovniku. Mezi nej€astéjSi patfi markery zalozené na
PCR jako je AFLP, RAPD a SSR neboli mikrosatelity, které jsou pouzity v této diplomové
praci. Prvni ¢ast diplomové prace seznamuje s morfologii bananovniku a objasiiuje jeho
hospodaisky vyznam. Déle nésleduje kapitola tykajici se taxonomie s uvedenim
morfotaxonomickych deskriptorii. Kapitola uchovani genetické diverzity bananovniku uvadi
hlavni centra diverzity a shrnuje informace o genovych bankéch. Nasleduje pojednéni o
struktufe genomu bananovniku, vyuZziti molekularnich markert a SSR genotypovaci
platformy s cilem charakterizovat genetickou diverzitu polozek rodu Musa uchovavanych v

genoveé bance bananovniku — ITC kolekci (Lovan, Belgie).



Cile prace

1. Vypracovat literarni piehled o diverzité banianovniku a metodikach pouZivanych
pro charakterizaci genetické diverzity
Cilem prvni ¢asti diplomové prace je zpracovat literarni prehled zahrnujici popis a
vyznam bandnovniku, taxonomické zafazeni suvedenim morfotaxonomickych
deskriptorti dale uvézt zpusoby uchovani genetické diverzity v genovych bankach,
popsat strukturu genomu bandnovniku a vyuziti molekularnich marker véetné¢ SSR

genotypovaci platformy.

2. Pripravit vzorky pro SSR genotypovani
Dal$im cilem diplomové préce je pfipravit vzorky pro SSR genotypovani coz zahrnuje
izolaci genomové DNA, PCR s fluorescencné zna¢enymi mikrosatelitovymi markery,

purifikaci produktii a fragmentacni analyzu na sekvenatoru.

3. Analyzovat vysledky fragmentacni analyzy
Ttetim cilem ptfedkladané diplomové prace je analyza vysledkli fragmenta¢ni analyzy
pomoci bioinformatickych programili. Vyhodnotit délku alel programem GeneMarker

a vytvorit dendrogram pomoci programu PowerMarker s vyuZitim algoritmu UPGMA.
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1. Obecna charakteristika bananovniku

1.1. Morfologie bananovniku

Bananovniky pfedstavuji jedny z nejvétsich vytrvalych bylin s rozsahem vysky 2-9 m
u kultivovanych rostlin a 10-15 m u plané rostoucich druhti. Rostlina se skldda z podzemniho
stonku, pseudostemu, listd a kvétenstvi. Podzemni stonek se na bazi rostliny rozsiiuje
V kofenovou hlizu, ze které vyrustaji mladé vyhony zachovévajici Zivotni cyklus rostliny
(Obr. ¢. 1). Rostliny bananovniku jsou monokarpické, coz znamena, ze kvetou pouze jednou
za sviij Zivotni cyklus a po vytvoreni a dozrani plodii odumiraji. Zivotni cyklus je zachovan
nepietrzitou produkei novych vyhont, které se vytvareji z pridavnych pupend produkovanych
kotenovou hlizou. Tento proces obnovy udavd bandnovniku status vytrvalé rostliny
(Simmonds 1962). Vyhony jsou hlavnim zptsobem Sifeni bananovniku a vytvateji naslednou
vegetativni generaci. Poté co predchozi rostlina odplodi a odumie, objevuje se zprvu tzv.
»panensky* vyhon (maiden sucker) - velky, ale plody nevytvaiejici vyhon, ktery pokracuje
v zivotnim cyklu. Bananovniky se rozmnozuji vegetativn¢ pomoci vyhonii ackoliv plané

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

Pseudostem, tzv. nepravy kmen je tvofen velkymi ptekryvajicimi se listovymi
pochvami, které jsou navzajem tésné stoCeny a vytvareji tak pevnou strukturu pfipominajici
kmen (Purseglove 1972; Stover & Simmonds 1987). Pseudostem je znacné variabilni Cast
bananovniku a pravé odlisnosti v jeho vySce, barvé a uspofadani jsou pouzivany k rozliSovani
jednotlivych kultivarti. Napf. pseudostem skupin genotypli AB, AAB (tzv. plantainy) a ABB
je ptevazné zluto-zeleny s ¢aste€nou riizovou pigmentaci na spodnich pochvach listli popf.
zcela bez pigmentace. Skupiny genotypi AA a AAA jsou obecné rGznorod¢ zbarvené.
Pseudostem skupiny genotypu AA je prevazné hnédy v misté spojeni pseudostemu a fapiku,
zatimco genotyp AAA ma matné zelené aZ zeleno-hnédé ¢i nartizovélé vrchni listové pochvy.
Vyska pseudostemu se rovnéz 1i§i mezi kultivary a v ramci riznych agro-ekologickych
podminek napft. pro typ ,,Gros Michel* (sladky typ bananovniku s genomem AAA) rostouci
na planich od 4 m do 8 m u rostlin rostoucich v chranénych udolich (Purseglove 1972).
VétSina kultivari méd pseudostem rovny a vzptfimeny, ale nékteré kultivary podskupiny
Lujugira-Mutika jako je ,,Mukazi-aranda“ ma zfetelny plazivy habitus od ¢ehoz je odvozen

jeho néazev, ktery v Luganda dialektu znamena ,,plazici se lady*.

Z apikalniho meristému kotenové hlizy se zakladaji listy a kvétenstvi. Listy se vyvijeji
viceméné vertikalné, postupné se stdvaji horizontalnimi az previslymi. Novy vyvijejici se list

ma tvar sto¢eného vélce (odtud nazev ,,cigar leaf™ neboli ,,doutnikovy list*), a vyrusta zevniti
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pseudostemu. Béhem svého zivota vytvori bananovnik cca 30-40 listd. Po vytvofeni urcitého
mnozstvi listd se zapocne z meristému zakladat kvétni stvol, ktery proristd smérem vzhiiru
pseudostemem. Kvétenstvi bananovniku je tvofeno tfemi typy kvétid. Samici kvéty se objevuji
jako prvni a jejich velké semeniky se posléze preméenuji v plody. Jakmile jsou samici kvéty
vyvinuty, vytvari se kvéty sam¢i ulozené v pupenu (Obr. €. 1). Samci kvéty produkuji pyl,
ktery mtze byt bud’ fertilni ¢i sterilni. Treti typ kvétl zvany ,.bezpohlavni je umistén na ose
kvétenstvi mezi sami¢imi kvéty a sam¢im pupenem. Obvykle je sterilni. VétSina péstovanych
bananovnikt vSak vytvaii plody partenokarpicky ¢imz nedochézi k tvorbé semen, ktera by

jinak Cinila plody nevhodné ke konzumaci (Simmonds 1962).

kvétni stvol

samici kvétenstvi/plody

<

saméi kvétenstvi

vyhony ?

s
4
= RTSS

(!
koFenova hliza ZZA ’//wl// pseudostem
N

L\

(nepravy kmen)

Obr. &. 1: Morfologie rostliny bananovniku. http://www.fao.org/docrep/, ptevzato s upravami.
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1.2. Hospodarsky vyznam bananovniku

Tato nejvetsi vytrvald bylina svéta roste v tropickych a subtropickych oblastech
subsaharské Afriky, jizni a centralni Ameriky, Asie a Pacifiku a s jeji produkci, ktera v roce
2012 piesédhla 105 miliént tun se bananovnik fadi mezi deset nejpéstovanéjsich plodin svéta
(FAO 2012). Ptiblizné€ 90 % produkce je spotfebovano lokalné jako dilezity zdroj potravy pro
stovky miliént lidi v rozvojovych zemich. Bandnovniky se péstuji ve vice nez sto zemich
svéta. Organizace pro vyzivu a zemé&délstvi (FAO — Food and Agriculture Organisation) roku
2012 uvedla Indii jako nejvétSiho svétového producenta bananovych plodi s produkei cca
24 miliént tun. Afrika udajné produkuje 35 % bananii, Asie a Pacifik 29 % a Latinska
Amerika a Karibik 35 %. Afrika a Asie produkuje banany hlavné pro lokalni spotiebu zatimco
staty stfedni Ameriky péstuji bandny (pievazné typ ,,Cavendish®) piedevSim pro vyvoz.
Banany jsou pfipravovany a konzumovany mnoha zplsoby pficemz kazd4d zem¢é mé vlastni
tradi¢ni pokrmy a metody pfipravy (Frison & Sharrock 1998). Mohou se konzumovat vaiené,
pecené nebo smazené v zralém nebo nezralém stavu. Nutri¢né, ¢erstvé banany obsahuji 35 %
sacharidt, 6-7 % vlakniny, 1-2 % proteint a tukti, navic hlavni prvky jako je draslik, hoi¢ik,

fosfor, vapnik, zZelezo a vitaminy A, B6 a C (Robinson 1996).

Produkce je rozdélena do dvou hlavnich skupin na sladké neboli ,,dessert bananas*
konzumované syrové ¢i tepelné upravené a Skrobové banany tzv. ,,cooking bananas®, které
jsou uréeny vyhradné k tepelné tipraveé. Zatimco sladké typy bananovnikl jsou predstavovany
piredevsim hybridy s genomovym sloZzenim AA, AAA, Skrobové banany, mezi které patii
napf. 1 zndmé plantainy, jsou mezidruhovi hybridi s genomovym slozenim AAB, ABB.
Dezertni typy bandnil jsou po dozrani sladké zatimco plantainy ziistdvaji Skrobovité a jsou
jedlé az po tepelné upraveé. Prevazna vétSina jedlych typt bananovniku vznikly pfirozenym
vnitrodruhovym nebo mezidruhovym kfiZzenim mezi dvéma planymi diploidnimi druhy
nesoucimi semena - Musa acuminana spp. a M. balbisiana spp. (Simmonds 1995). VétSina
péstovanych forem bananovnikd jsou triploidni, vysoce sterilni rostliny, které se jiz po
nckolik staleti rozmnozuji vegetativné (Risterucci et al. 2009). Dalsi skupina jedlych typi
bananii vznikla v rdmci evoluce bananovniku nezavisle a to diky piirozené hybridizaci druha
v ramci sekce Callimusa (viz nize). Tyto jedlé typy bandnovnikl se nazyvaji Fe'i banany a
jsou typické pro oblast jihovychodni Asie. Zatimco 90 % veskeré produkce bananovniku je
vyprodukovano malo-péstiteli a zkonzumovano piimo v misté produkce, jen asi 10 %
celosvétové produkce bandnovniku je uréeno pro vyvoz. Vyvazeji se piedevSim banany
dezertniho typu, které jsou piedstavovany vyhradné jednim typem — triploidnim klonem s

genomem AAA ,,Cavendish* (Ortiz et al. 1998).
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Bananovnik je tropicka plodina velkého socio-ekonomického vyznamu, jako zékladni
potravina v rozvojovych zemich produkujici cukernou biomasu, $krob a celuldozu pouzivanou
pii vyrob¢ papiru, textilu a paliva (Droc et al. 2013). Jiné produkty z bananovniku zahrnuji
dzemy, dZusy a sirupy, bananové chipsy a bananovou mouku. Bandnovniky se také pouzivaji
ve vyrobé piva, vina a dalSich produktl a vytvareji tak dalezitou ¢ast kulturniho Zivota mnoha
lidi (Stover & Simmonds 1987). Krom¢ potravy a piijmil zastavaji bananovniky mnoho
dilezitych funkci. Naptiklad bananovnikové listy mohou byt pouzity jako stavebni material
pro domy, jako talife, ubrusy, deStniky nebo krmeni pro zvifata. Bandnové listy a
pseudostemy obsahuji vysoce kvalitni vlakno pouzivané pro vyrobu provazii, kosu, kobercti a
ruéné vyrabéného papiru. Ve smisSenych péstebnich systémech, bandnovniky poskytuji stin
pro plodiny, které rostou lépe v zastinénych podminkach jako je kakaovnik, peprovnik,
kavovnik a vanilka. Bananovniky také udrzuji strukturu pidy a chréni ji ptfed vétrnou a

destovou erozi (Simmonds 1962).

2. Taxonomie bananovniku

Bananovnik nalezi do rodu Musa L., ¢eledi Musaceae — bananovnikovité a fadu
Zingiberales — zazvornikotvaré (Obr. ¢. 2). Rod Musa obsahuje $iroky rozsah planych forem
bandnovniki a diploidnich, triploidnich a tetraploidnich typt, které se vyvinuly
z mezidruhovych a vnitrodruhovych hybridi dvou planych diploidnich druhtt M. acuminata
Colla. (donor A genomu) a M. balbisiana Colla. (donor B genomu), (Simmonds & Shepherd
1955). Taxonomie rodu Musa zahruje vice nez 70 druhti (NCBI 2015). Celed” Musaceae

zahrnuje jesté dalsi dva rody a to rod Ensete a Musella.

Vibec prvni zminku o nomenklatufe bananovnikii uvedl Carl Linné ve svém dile
Species Plantarum (1753) popisem druhu Musa paradisiaca. Od té doby bylo popsano velké
mnozstvi druhit bananovnikt, které botanici zpocatku tiidili na zakladé¢ morfologie
(Hakkinen 2013). Sagot (1887) rozdélil rod Musa do tii bezejmennnych skupin nazvanych
sekce: 1) bananovniky s duznatymi plody, vétSinou jedlé napt. M. paradisiaca, M. sapientum
a M. troglodytarum; 2) okrasné bananovniky se vzpfimenym kvétenstvim a pestrobarevnymi
listeny napt. M. ornata, M. sanguinea a M. coccinea; 3) velké bananovniky jako M. ensete.
Cheesman (1947) pozdgji vytvofil jasny a uceleny klasifikacni systém pro rod Musa. Ten je
charakterizovan souborem morfologickych deskriptorti a ma zékladni chromozomové ¢islo
(x) 9, 10 nebo 11 (Simmonds & Shepherd 1955). Na zakladé fenotypu rostliny a poctu

chromozom1 se rod tradi¢né rozdéloval do 4 sekci: Eumusa (x = 11), Rhodochlamys (x = 11),
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Callimusa (x =9, 10) a Australimusa (x = 10), (Bartos et al. 2005). Argent (1976) ptidal patou
sekci, Ingentimusa (x = 7), obsahujici jen jeden druh M. ingens. Avsak, od té doby co tento
druh roste v ramci oblasti Australimusa (Nova Guinea), nebyl status této sekce prokazan
v porovnani s M. beccarii (x = 9), ktery roste v oblasti Callimusa (Borneo) a zdstava

klasifikovan jako Callimusa.

Réd: Zingiberales

— Celed: Costaceae
— Celed: Zingiberaceae
— Celed: Marantaceae
— Celed: Cannaceae
— Celed: Lowigceae
- Celed: Strelitziaceae
___ Eeled: Heliconiaceae
__ Celed: Musaceae

Rod: Musa
sekce: Eumusa (n = 11)
Esekce: Rhodochlamys (n = 11} sekce Musa (2013)
sekce: Australimusa (n = 10) .
sekce: Callimusa (n = 9, 10) } sekca Callimusa (2013)

Rod: Ensete (n = 9)
Rod: Musella (n = 9)

Obr. €. 2: Schéma taxonomie fadu Zingiberales.

V soucasné dob¢ byly tradi¢ni piistupy zalozené na analyze morfologie a poctu
chromozom doplnény analyzou sekvenci DNA jako je délka genu ribosomalniho mezerniku
(ribosomal gene spacer length), (Lanaud et al. 1992; Li et al. 2010; Liu et al. 2010; Hfibova et
al. 2011), genové oblasti a pro analyzu genetické diverzity bylo vyuzito velkého poctu
molekularnich markert jak napt. 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; Christelova et al. 2011). Analyza genetické diverzity
v ramci rodu Musa a predevSim fylogenetické studie Celedi Musaceae vyuzivajici sekvenacni
informaci ITS oblasti a jednokopiovych genil vedly k revizi taxonomie v ramci rodu Musa
(Hakkinen 2013), kdy byly slou€eny sekce Eumusa a Rhodochlamys do jedné sekce s ndzvem
Musa a podobné, sekce Australimusa a Callimusa byly slou¢eny do sekce s nazvem Callimusa

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

Nejpouzivangj$i systém klasifikace zéastupci rodu Musa vytvofil Simmonds
a Shepherd (1955). Tito autofi pouzili techniku skérovani k urceni procentualniho podilu
kazdého ze dvou diploidi druhu Musa v jakémkoliv zastupci. Jejich systém obsahoval
15 diagnostickych deskriptort. Stupnice pro kazdy kvalitativni deskriptor méla rozsah
od 1 (fenotypové rovny M. acuminata) do 5 (Cist¢ M. balbisiana), (Ortiz et al. 1998).
Taxonomicky se jednotlivé typy bananovnikt klasifikovaly na zdkladé uvedeného souboru
deskriptort a analyzy ploidie do genomovych skupin liSicich se konstituci genomu a ploidii
(Simmonds a Shepherd 1995). Hlavni skupiny genomu jsou AA, AAA, AAB a ABB, ackoliv
kombinace AB, AAAB, AABB a ABBB jsou také mozné (Stover & Simmonds 1987). Blizce
pribuzné klony nebo zéastupci vzniklé mutaci v jednom genotypu jsou piitazeny do tzv.
podskupin, charakterizovanych specifickymi morfologickymi vlastnostmi a znaky kvality
plodii (Simmonds 1973). S vyuZitim tohoto systému deskriptori byly pfifazeny typy
,Cavendish® a ,,Gros Michel“ ke skupiné¢ genomu AAA. Podobné byly pfifazeny, typy
odvozené z mezidruhovych kiizeni M. acuminata a M. balbisiana, jako jsou triploidni
»cooking bananas“ ke skupiné ABB a triploidni plantainy stejné¢ tak jako lokalné

konzumované dezertni banany Indie a Brazilie ke skupiné AAB (Ortiz et al. 1998).

Plantainy jsou morfologicky wvariabilni obzvlast¢ ve znacich kvétenstvi.
Na zaklad€ tohoto zjiSténi byly identifikovany Ctyfi rozsdhlé skupiny plantainfi: French,
French Horn, False Horn a True Horn (Tezenas du Montcel et al. 1983), (Obr. €. 3). ,,Horn*
typy jsou charakterizovany absenci sam¢ich kvétii a ptitomnosti velkych plodd ve tvaru rohu,
zatimco ,,French® plantainy maji jak samc¢i tak sami¢i kvéty a menSi velikost ploda
(Kervégant 1935). V ramci kazdé skupiny se dale rozdéluji dle jejich celkového poctu listd,
ktery je signifikantn€ spojen s vyskou rostliny. Velké plantainy maji vice nez 38 listl, zatimco
malé vytvaieji méné nez 32 listd (Swennen et al. 1995). Dva primarni urcovaci znaky
zalozené na kvétenstvi a velikosti (napi. Horn/False Horn/French a velky/sttedni/maly) byly
pouzity v kombinaci s limitovanym poétem sekundarnich deskriptort k vylepseni klasifikace.
Sekundarni deskriptory se vétSinou tykaji riznych vlastnosti svazku plodu jako je morfologie
plodu abarva vegetativnich ¢asti a plodi. Tyto deskriptory usnadnily klasifikaci 56 typi
plantaint kultivovanych v destném pralese Congo Basin (De Langhe 1964a). V ramci této
klasifikace byla odhalena negativni korelace mezi velikosti plodl a jejich poctem, a velikosti
plodi a po¢tem samcich kvéti. V kazdé velikostni kategorii rostlin, kultivary s vétSimi plody
produkovaly mens$i pocet plodii a mély méné rozvinuté samc¢i kvéty. NejextrémnéjSimi

ptipady jsou ,Horn“ plantainy, které maji malo plodi vazicich mezi 400-800 g. Bylo
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navrzeno, Ze u evoluce plantaint $lo o progresivni narust velikosti plodii na ukor poctu ploda
arozvoje samcich pupend. Pro tento proces byl vytvofen termin ,,degenerace kvétensvi®

(De Langhe 1964b).

"True horn" plantain

"French" plantain

Obr. ¢. 3: Zékladni skupiny plantaind. Zdroj: Fruits 38(6) 1983, pievzato s ipravami.

V soucasné dobé se pouZivaji morfotaxonomické deskriptory vytvofené ve spolupraci
Bioversity International a CIRAD (IPGRI-INIBAP/CIRAD 1996). Tento soubor zahrnuje
kromé& podrobnych morfologickych deskriptorti také deskriptory tykajici se parametra
zivotniho prostiedi a lokalit bananovnikii nebo informace o vynosu, agronomické hodnoté,
nachylnosti k chorobam, biochemickych a cytologickych znacich popf. informace o registraci

v genovych bankéch.
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3. Uchovani genetické diverzity bananovniku

Indie, je spole¢né se zemémi jihovychodni Asie povazovana za jedno z hlavnich
center ptuvodu a diverzity bananovniku v globalnim meéfitku (Simmonds 1962). Velka
diverzita se vSak také vyskytuje v subsaharské Africe, kterd je centrem druhotné diverzity
bananovniku. Plantainy genotypu AAB se péstuji ve vlhkych nizindch zapadni a centralni
Afriky, zatimco typy AAA ,cooking® a ,beer bananas“, stejn¢ tak jako ABB ,,cooking
bananas“ jsou péstovany ve stiednich vySkach vychodni Afriky (Vuylsteke etal. 1993).
Zapadni a centralni Afrika je centrem sekundarni diverzifikace plantaind, kdezto vychodni
Afrika je povazovana za sekundarni centrum diverzity bananovnikti skupiny AAA (Swennen
et al. 1995). Predpoklada se, ze tato centra sekundarni diverzity bandnovnikl jsou vysledkem
akumulace somatickych mutaci a selekce ¢lovékem béhem dlouhé historie kultivace plodin

v dané oblasti (De Langhe 1961, 1964).

vvvvvv

Slechténi rostlin. Vyhledavani, shromazd’ovani a uchovéavani klonti vyzaduje pozornost pfi
zachran¢ genofondu - zabranéni jeho erozi, a zajistuje jeho vyuziti ve Slechtitelskych
programech (Venkatachalam et al. 2008). Usp&ny management rostlinnych genetickych
zdroji by mél byt zalozen na a) posouzeni genetickych zdroji podle morfologickych
deskriptori; b) determinaci agronomické hodnoty genetickych zdroji a c) prokédzani
mezidruhovych a vnitrodruhovych vztahti (Sevilla & Holle 1995). Charakterizace a
klasifikace genetickych zdroji poskytuje uZzitenou informaci nejen pro spravce genovych
bank, ale také predevSim pro péstitele a pfipadné Slechtitele. Morfologické deskriptory by
méli byt skorovany jednoduse a musi mit stdlou fenotypovou expresi ve vSech typech
prostiedi, tj. vysokou dédivost a nizky vliv prostiedi (Ortiz 1985). Vhodnymi deskriptory pro
charakterizaci genetickych zdroji jsou tedy ty, které nejsou ovlivnény prostfedim

(Ortiz 1997).

3.1. Genové banky

Hlavnim cilem genovych bank je jednak uchovani genetické diverzity, ale také
distribuce materidlt Sirsi védecké komunité, pestitelim a Slechtitelim. Za timto ucelem je
velmi dulezité nejen uchovavat genetické zdroje, ale také mit nastroje pro jejich jednoznacnou
charakterizaci. Genetické zdroje bananovniku jsou uchovavany v narodnich i mezinarodnich

bankach. Narodni banky uchovavaji jednotlivé polozky bananovniku ve formé polnich sbirek,
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coz sebou pfindsi znacné naroky na prostor, tyto sbirky jsou Casto devastovany nejen
chorobami a sktdci, ale také pfirodnimi podminkami — napft. tajfuny, které maji za nasledek
devastaci téchto sbirek. Navic je velmi slozitd také distribuce a transfer polozek z polnich
sbirek. Proto byla spolecnosti Bioversity International zalozena mezinarodni genova banka
bananovniku, jejimz cilem je uchovavat a distribuovat polozky bananovniku §irSi védecké
komunité, péstitelim a Slechtitelim bananovniku. Bioversity International kromé spravovani
genové banky bandnovniku, také zastteSuje, koordinuje a finan¢né podporuje veskery vyzkum
bananovniku. Vzhledem ke sterilit¢ jedlych typ bandnovniku a nizké fertilité semen planych
druht, jsou veskeré polozky bandnovniku v mezinarodni genové bance uchovavany jako
in vitro rostliny. Tato skute¢nost klade vysoké finan¢ni naroky na udrzitelnost genové banky.
Spole¢né s nizkym rozliSenim morfotaxonomickych deskriptorti se Bioversity International
rozhodla charakterizovat genetickou diverzitu polozek uchovanych v genové bance
anapomoci tak nejen jednoznacné charakterizaci jednotlivych polozek, ale piedevSim
identifikovat $patné klasifikované polozky nebo polozky duplikované. K odstranéni problémii
s duplikaty vramci narodnich, regionalnich a globalnich sbirek, napoméaha piesna
a standardizovana charakterizace nové zavedenych piiristkli stejné¢ tak jako téch jiz
uskladnénych v genovych bankéach (Christelova et al. 2011). Eliminace pfedpokladanych
duplikati v genovych bankdch musi byt zalozena na dvoukrokovém postupu. Kuratoii
genetickych zdroji mohou identifikovat Udajné duplikdty na zékladé kvalitativnich
deskriptori posouzenych na neopakovanych péstebnich plochach a poté potvrdit sva
pozorovani porovnanim kvantitativnich deskriptori zaznamenanych pti opakovanych polnich
pokusech. Alternativni metodou je porovnani ptedpokladanych duplikati pouzitim DNA
markerd, dostupnych pro bananovniky (Faure et al. 1993; Howell et al. 1994; Jarret et al.
1994; Kammer et al. 1992).

National Research Centre for Banana (NRCB), Tamil Nadu uchovava sbirku celkem
525 polozek z celé Indie. Nékteré klony byly posuzovany pro jejich reakci k houbovym
patogenum Mycosphaerella fijiensis (zpsobujici chorobu zvanou ,Black Sigatoka®),
Fusarium oxysporum (,,Panama Disease® zpusobujici vadnuti rostlin) a had’atkim, jiné pro
lepsi vynos a kvalitu ovoce (Venkatachalam et al. 2008; Molina et al. 2010;
Marin et al. 2003). Vétsina kultivovanych typt bananovniki je vysledkem pfirozené mutace
a selekce a proto je nezbytné odhalit uzite¢né klony pomoci dikladné evaluace. Nésledna
in vitro propagace takto selektovanych klont, je dobrym slibem pro budouci genetické

programy Slechténi bananovniki (Horry & Arnaud 1997).
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Cilem zaloZeni genové banky v International Institute of Tropical Agriculture (I1ITA)
v Nigérii je zachovat a posoudit svétovou diverzitu bananovnikli v ramci pracovni sbirky.
IITA Onne Station uchovava cca 400 polozek. VSechny prirastky (,,wild“ typy, africké
a exotické plané odriady a uméle vytvoieni hybridi) jsou uchovavany pro celosvétovou
spolecnost a jsou voln¢ dostupné v souladu se zasadami pro rostlinné genetické zdroje -
Consultative Group for International Agricultural Research (CGIAR). Genova banka v IITA
byla vytvoiena jako regionalni referen¢ni sbirka v ramci programu International Network for
the Improvement of Banana and Plantain spolecnosti International Plant Genetics Resources

Institute (Ortiz 1997).

Jak jiz bylo feCeno, nejvétsi sbirku bandnovnik uchovava Bioversity International,
v Katolick¢ Univerzit¢ mésta Lovan v Belgii. Sbirka obsahuje vice nez 1500 polozek
uchovavanych jako in vitro rostliny. Kazdy genotyp byl ziskan z meristému jedné rostliny
a nasledné rozklonovan tak, aby kazdy zastupce bananovniku byl charakterizovam 10-15
klony (MusaNet 2015). Bioversity International se také podili i na uchovavani genetické
diverzity pomoci procesu kryoprezervace pii -196 °C. Takto zakonzervovany materidl mtze
byt obnoven do plné¢ Zzivotaschopnych rostlin v ptipadé potieby. Celd kolekce je navic
postupné duplikovana s ukladana v Institut de Recherche pour le développement (IRD) mésta

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

4. Struktura genomu bananovniku

Jednou ze zakladnich charakteristik druhu je velikost jaderného genomu. Jaderny
genom bananovniku je relativné maly (1Cx ~ 550-750 Mbp), genom Musa acuminata ma
velikost 600-650 Mbp a M. balbisiana 550 Mbp (Bartos§ et al. 2005; Dolezel et al. 1994;
Cizkova et al. 2013). Barto§ et al. (2005) rozsifil znalost jaderného obsahu DNA v ramci
jednotlivych sekci. Analyza na pritokovém cytometru ukazala, Ze 2C jaderny obsah DNA
zastupct sekce Eumusa (x = 11) se pohybuje v rozmezi 1,130-1,377 pg a Rhodochlamys
(x=11) 1,191-1,299 pg. Druhy nalezici k sekci Australimusa (x = 10) m¢li 2C jaderny obsah
DNA mezi 1,435 a 1,547 pg a M. beccarii, jediny analyzovany zastupce sekce Callimusa
(x=9, 10) mé&l nejvyssi 2C jaderny obsah DNA 1,561 pg. Jaderny genom bananovniku je
rozdelen do 1-2 um dlouhych morfologicky podobnych chromozomi, coz ¢ini cytogenetické
studie obtizné a zatim neexistuje zadna spolehlivd metoda k identifikaci vSech chromozomi
v ramci karyotypu a rozpoznani rodi€ovskych chromozomi u hybridl. Jediné sekvence

cytogeneticky mapované na chromozomech bananovniku jsou rRNA geny (viz nize). Pocet

20



45S rDNA lokusii je konzervovany v ramci jednotlivych sekci zatimco pocet 5SS rDNA lokust
se 1isi v ramci sekci a dokonce také v ramci jednotlivych druhti. Metodou FISH se sondami
pro 45S rDNA, 5S rDNA, specifické LINE elementy a DNA satelity CL18 a CL33 (viz nize)
byly identifikovany chromozomy diploidnich zastupcti bandnovniku (Obr. €. 4). V rdmci A
genomu (M. acuminata ,,Maia Oa‘“) mohou byt identifikovany 3 chromozomy a v piipadé
M. acuminata klont ,,Long Tavoy* a ,,Tuu Gia“ 4 chromozomy. V genomu M. acuminata
,DH Pahang® muzeme rozli§it 5 riznych chromozomi, v ramci zastupci M. balbisiana
,»Cameroun“ 4 chromozomy, u typu ,,Tani“ a ,Pisang Klutuk Wulug® 5 chromozomu
a Vv pripadé typu ,,Honduras* bylo identifikovdno 6 chromozomt. V disledku nedostatku
specifickych cytogenetickych sond pro A, B, Sa T genomy neni vSak mozné identifikovat
homologni chromozomy mezidruhovych hybridi (Cizkova et al. 2013; Dolezelové et al.
1998; Osuji et al. 1998; Cizkova et al. in press). Genomic in situ hybridisation (GISH) byla
pouzita prilezitostné k identifikaci rodiCovskych chromozomli u nékterych hybridnich
kultivart (D'Hont et al. 2000; Osuji et al. 1997). Tato metoda vSak rozliSuje jen
(peri)centromerické oblasti chromozomii. Metoda GISH je ¢asové ndro¢nd, komplikovana,
vyzaduje vysokou troven zkuSenosti a nemusi byt vhodna pro ,high-throughput* skrining

velkych populaci (Osuji et al. 1997).

V heterochromatickych oblastech chromozom se ¢asto nachazeji velké bloky satelitni
DNA, které jsou typickymi komponenty centromerickych a telomerickych oblasti. Satelitni
DNA sekvence se skladaji ztandemové uspofadanych repetitivnich jednotek s délkou
do tisice nukleotidii. Evoluéni procesy kterymi satelity vznikly zahrnuji nerovnomnérny
crossing over, genovou konverzi, transpozice a vznik extrachromozomalni kruhové DNA.
Na satelity bohaté lokusy mohou vykazovat specifickou lokalizaci a usnadnovat tak
identifikaci chromozomi a analyzu strukturdlnich chromozomovych zmén. Na rozdil
od mnoha jinych genomu jsou jaderné genomy bananovniku na satelitni DNA chudé. Ackoliv
je genom bananovniku cca z 45 % tvofen riiznymi repetitivnimi sekvencemi, repetice satelitni
DNA piedstavuje jen piiblizné 0,3 % genomu (Hfibova et al. 2010; Cizkova et al. 2013).
Usporadani dvou hlavnich DNA satelitd bananovniku maTR_CL18 a maTR_CL33 studovala
autorka Cizkova et al. (2013). Zatimco signaly satelitu maTR_CL18 byly viditelné u viech
pouzitych zéstupcli bandnovniku, pfitomnost satelitu maTR CL33 nebyla potvrzena
uzadného ze Ctyf zastupci M. balbisiana. Byly pozorovany jen slabé signaly satelitu
maTR CL33 u hybridnich klon genomu ABB. Vyskyt DNA sateliti na specifickych

chromozomovych lokusech ¢ini tyto sekvence potencialnimi cytogenetickymi markery.
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Podobn¢ jako u ostatnich eukaryot se také v rostlinnych genomech objevuji jaderné
ribozomalni RNA (rRNA) geny. Tyto geny jsou uspofadany do genovych rodin, které jsou
lokalizovéany jako tzv. klastry tandemové se opakujicich jednotek dvou oddélenych lokust
ve vice nez 20 000 kopii na genom. Zatimco 5S DNA lokus koduje 5S rRNA geny, lokus 45S
obsahuje geny pro 18S, 5,8 S a 26S rRNA, které se transkribuji jako jeden celek a poté jsou
sestfihany. Ribozomalni RNA geny 18S, 5,8S a 26S jsou oddé¢leny dvéma mezerniky (ITS1
alTS2) a 45S transkripcni jednotky samotné jsou od sebe oddéleny pomoci
ne-transkribovanych mezigenovych mezernik (IGS), (Rogers & Bendich 1987,
Nwakanma et al. 2003). Ribozomalni geny uspofadané v tandemu jsou charakterizovany
nizkou vnitro-genomickou diverzitou v disledku spole¢né evoluce. Jednotlivé kopie rRNA
gent se vyviji viceméné spole¢né coz je pravdépodobné zplisobeno nerovnomérnym crossing
overem a vysokou frekvenci genové konverze (Dover et. al 1982; Baldwin et al. 1995;
Elder & Turner 1995). Vnitrodruhova a vnitro-populacni stabilita rRNA lokusu na jedné
stran¢ a relativné rychla evoluce ITS1 a ITS2, které jsou pod nizkym selekénim tlakem, €ini
ITS jeden z nejpopularnéjSich marker pro fylogenetické studie (Alvarez & Wendel 2003;
Francisco-Ortega et al. 2001). VétSina analyzovanych vnitrodruhovych hybridi bananovniku
obsahuje konzervované parentdlni ITS sekvence indikujici neuplnou spolecnou evoluci rDNA
lokusu. Nezavisla evoluce rodiCovskych typi rDNA u hybridi umoznuje determinaci

genomov¢ konstituce hybridii pouzitim ITS.

4.1. SloZeni genomu

Ackoliv je jaderny genom baninovniku relativné maly, mnoZstvi informaci o jeho
sloZeni je stale omezené. Pfedchozi studie odhaduji, Ze ptiblizné 55 % genomu bandnovniku
je tvofeno riznymi typy DNA repetic (Hfibova et al. 2007), ovSem jen urc¢ité mnoZstvi
repetitivnich DNA sekvenci bylo jiz charakterizovano. Soucasné zavedeni sekvenacnich
metod nové generace (Margulies et al. 2005), poskytuje silné néstroje pro objevovani a
charakterizaci DNA repetic i komplexnich rostlinnych genomu. Valarik et al. (2002) popsal
12 Radka repetic predstavujici ¢ast sekvenci riznych mobilnich elementi a rRNA gent.
Hiibova et al. (2010) pouzila technologii 454 sekvenovani k charakterizaci repetitivni DNA
V jaderném genomu bananovniku (Musa acuminata 'Calcutta 4'). Navzdory relativné malé
casti sekvenované DNA z celého genomu byla jiz identifikovana a charakterizovana vétSina
typl retrotransposontl a objeveny 2 nové tandemové repetitivni sekvence, které byly pouzity

nejen jako specifické cytogenetické markery, ale také jako referen¢ni dataset pro analyzu
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repetitivnich DNA sekvenci v ramci projektu celogenomového sekvenovani bandnovniku

(D'Hont et al. 2012).
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Obr. ¢. 4: Rozdéleni hlavnich sekvenci na chromozomech genomu M. acuminata.

D'Hont et al. (2012), pfevzato s apravami.

Nejpocetnéjsi DNA sekvence (az 50 %) nalezené v genomu bananovniku jsou LTR-
retrotransposony. Dlouhé opakujici se repetice retrotranspozoni piedstavuji nejveétsi Cast
Tyl/Copia elementy, které jsou mnohem pocetnéjsi (vice nez 16 % genomu) nez Ty3/Gypsy
elementy napft. retrotransposon monkey (cca 7 % genomu), (Obr. ¢. 5). Dalsi charakterizované
sekvence zahrnuji napt. druhové specificky element Brep-1 (Baurens et al. 1996; Baurens et
al. 1997). Retrotransposon monkey je ptednostné lokalizovan v mistech sekundarni konstrikce
(Balint-Kurti et al. 2000), zatimco ostatni uvedené elementy se nachazeji vétSinou
Vv pericentromerickych oblastech a nékteré doplnkové lokusy na vzdalenych ¢astech vSech
chromozomill. Ve srovnani s LTR-retrotransposony se non-LTR retrotransposony a DNA
transposony vyskytuji relativné vzacné. Dlouhé rozptylené elementy (LINEs) predstavuji 1 %
genomu (Obr. ¢. 5). LINE elementy jsou obzvlasté pocetné v centromerickych a
pericentromerickych oblastech chromozomu. Jejich akumulace v téchto oblastech, obzvlasté
téch nejstarSich, doklada, Ze jsou preferenéné eliminovany z genov€ bohatych oblasti
(Paterson et al. 2009). Pozoruhodné, typicky kratké tandemové centromerické repetice nebyli
u bananovniku nalezeny. Pomoci FISH byly do oblasti centromery mapovany jednak LINE
elementy a pak také jeden typ Ty3/Gypsy elementu ze skupiny Chromovirideae (Hfibova et
al. 2010; Neumann et al. 2011; D'Hont et al. 2012; Cizkova et al. 2013). Nizka &etnost LINE

elementlli a DNA transposonil se zda byt typickd pro rostlinné genomy jelikoz podobné
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cetnosti byly pozorovana u genomu ryze, vinné révy a kukufice (International Rice Genome

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

W Unclassified Ty 1jcopia
18 O SIRE/Maximus lineage
W Angela lineage
O Tntl lineage

O Hopscotch lineage
14

W Unclassified Ty3/gypsy
W Reina clade

W Tekay clade Lineage of
W CRM clade Chromoviruses
O Galadriel clade

[ Tat lineage
W LINE elements
[ Unclassified retroelements
B DMA transposons
Ij ﬁ W 455 rRMNA genes
- O 55 rRMA genes

Tylicopia Ty3/gypsy LINE UncIaSS|ﬁed DMNA Tandem O Other satellite DNA
transposons  repeats

Genome proportion [%]

Obr. ¢. 5: Zastoupeni hlavnich skupin repetitivnich sekvenci identifikovanych v genomu

bananovniku 454 sekvenovanim. Hiibova et al. 2010, pfevzato s Upravami.

Studii D'Hont etal. (2012) bylo identifikovano 36 542 protein kodujicich gent
Vv genomu bananovniku. S poctem 3 155 geni, byl pocet transkripcnich faktorti bananovniku
identifikovan mezi nejvyssi v ramci vSech sekvenovanych rostlinnych genomu. Pro evoluci
genomu angiospermnich rostlin maji velky vyznam celogenomové duplikace (WGDs)
(Vande Peer et al. 2009). Prvni dukaz celogenomové duplikace u bananovniku byl
publikovan ve studii Lescot et al. (2008). Studie D'Hont et al. (2012) odhalila komplexni vzor
paralognich vztahti mezi 11 chromozomy bandnovniku. Nejvice paralogni klastry genti sdilely
vztahy s tfemi dalSimi klastry, coz navrhovalo vyskyt dvou WGDs (ozna¢enych jako a a B).
Klastry duplikovanych gent byly pfedbézné sestaveny do 12 ancestralnich blokli na zakladé
syntenie. Duplikované Useky zahrnuté v ancestralnich blocich bananovniku pokryvaji 222 Mb

a obsahuji 26 829 gend.
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5. Vyuziti molekularnich markeri pro studium genetické

diverzity bananovniku

Pro posouzeni genetické diverzity a fylogenetickych vztahii bananovniku byla pouzita
jiz fada genomickych metod, nastroji a molekularnich markerti. Obzvlasté pouzivané jsou
pak markery zalozené na PCR zahrnujici AFLP, RAPD a mikrosatelity (Grapin et al. 1998;
Loh et al. 2000; Wong et al. 2001). Mezi fingerpringingovymi technikami jsou markery
AFLP a mikrosatelity nejvice informativni. Technika AFLP je zaloZzena na selektivni
amplifikaci restrikénich fragmentt ziskanych $t€penim genomové DNA. Vzhledem k jejich
dominantnimu a bialelickému pivodu jsou AFLP markery stale Castéji pouzivany u riznych
rostlin, hlavné z divodu schopnosti detekce velmi vysokého poctu polymorfisma v jednom
testu, dobré reprodukovatelnosti a pfiméten¢ho pokryti genomu (Vos et al. 1995; Cervera et
al. 1998). AFLP bylo pouzito k detekci genetické diverzity jak u kultivovanych bandnovnikl
tak u ,,wild“ typti, pficemz byly zjistény vysoké urovné polymorfismu tohoto markeru u obou

uvedenych skupin (Wong et al. 2001).

Howell et al. (1994) pouzil RAPD markery ke klasifikaci 9 genotypt bananovniku do
4 skupin reprezentujici AA, AAA, AAB a BB genomy. AAB klony vSak vytvéiely klastry se
skupinou AAA, coz naznacuje, Ze tyto markery némeli dostatecné rozliSeni. Pillay et al.
(2000) identifikoval RAPD markery ve spojitosti s,,A“ a ,,B*“ genomovymi sekvencemi u
bananovniku. Tyto markery jsou uzZite¢né¢ pro determinaci sloZzeni genomu hlavné pfii
pocateCnich vybérech populaci bananovnikd pro ucely Slechténi, jelikoz RAPD fragmenty
reprezentuji anonymni sekvence, které mohou segregovat zkreslené pii experimentech s

mapovanim (Faure et al. 1993).

Mikrosatelity neboli kratké tandemové repetice (také jednoduché opakujici se
sekvence - SSR — Simple Sequence Repeats), (Tautz 1989) jsou tseky jednoduchych 1-6 bp
dlouhych opakujicich se motivil, uspofadanych tandemové v genomech prokaryotickych a
eukaryotickych organismil. Mikrosatelitové oblasti jsou obvykle vysoce konzervované a proto
vhodné pro navrhovani lokusové specifickych primerG. Z divodu jejich pocetnosti,
rovnomeérného rozsifeni v genomech, hypervariability, kodominantniho piivodu a dostupnosti
pro vyzkumné laboratofe (Compbell et al. 2003; Gaudeul et al. 2004) jsou Casto pouzivany
k detekci genetické diverzity rostlin. SSR byly jiz Gspésné aplikovany v molekularnim
genotypovani mnoha dulezitych plodin jako je ryze (Pessoa-Filho et al. 2007), obiloviny
(Hayden et al. 2007), vinna réva (This et al. 2004), nebo kakaovnik (Zhang et al. 2006).

25



Pouziti SSR markerti navic umoziuje automatizaci a multiplexing coz zvySuje efektivitu

metody (Christelova et al. 2011).

DArT markery (Diversity Arrays Technology) byly vyvinuty za ucelem
celogenomového profilovani plodin bez nutnosti predchozi znalosti sekvence. Tato metoda je
zalozena na DNA/DNA hybridizaci a pouziti microarray platformy pomoci niz se zjistuje
pritomnost nebo absence jednotlivych fragmenti v genomickych reprezentacich
(Jaccoud et al. 2001). Sila této fingerprintingové metody spoc¢iva ve schopnosti porovnavat
velky pocet lokusti riznych genomtl v jednom testu. DArT markery umoznuji identifikovat
oblasti genomil sdilené¢ mezi piibuznymi genotypy a efektivné doplnuji jiné molekularni
markery pro studium genetické diverzity, studie genomu a Slechténi. Tyto markery byly jiz
diive pouzity pro celogenomové profilovani blahovi¢niku (Lezar et al. 2004), pSenice (Akbari
et al. 2006; White et al. 2008), kajanu indického (Yang et al. 2006) nebo ¢iroku (Mace et al.
2008).

Studie Risterucci et al. (2009) se zaméfila na vyvoj DArT markert u bananovniku a
prokazala, Ze tyto markery mohou byt pouzity pro analyzy celého genomu a stanoveni vztahi
mezi genotypy bandnovniku. Dale bylo prokdzano, ze DArT umoziiuje rozliSovat mezi
vegetativné se mnozicimi triploidy jako je typ ,,Cavendish® nebo ,,Gros Michel®. Studii
Creste et al. (2003) byla zjisténa celkova genetickd uniformita bananovnika typu ,,Cavendish*
s pouzitim SSR markert, Risterucci et al. (2009) vSak odhalila signifikantni pfitomnost
diverzity v ramci téchto triploidnich typt bananovniku. DArT markery ptipadné v kombinaci
s dalsimi typy markerti nachdzeji vyuziti pfi zahustovani vazebnych map bandnovniku jak
uvadi studie Hippolyte et al. (2010), ktera vyuzila kombinaci DArT markert s SSR markery.
V ptipadé pSenice byly DArT markery pouzity pro vazebné mapovani spolecné s markery
SSR a AFLP (Semagn et al. 2006).

Analyza ITS (Internal Transcribed Spacer) je dobrym nastrojem pro urcovani
fylogenetickych vztahil na nizSich taxonomickych trovnich. Mezidruhova variabilita sekvenci
vV ITS oblasti je vysoka a objevuje se dokonce i mezi blizce ptibuznymi druhy nebo klony
(Nwakanma et al. 2003). Tato metoda byla aplikovana na velky pocet rostlin zahrnujicich
travy (Hsiao et al. 1994), bavinik (Pillay & Meyers 1999), ofesak (Stanford et al. 2000) nebo
slunecnici (Clevinger & Panero 2000). Fylogeneticka rekonstrukce zalozend na ITS sekvenci
prokazala, Zze rod Musa je rozdélen do dvou odlisnych vétvi — Callimusa a Australimusa a
Eumusa a Rhodochlamys (Li et al. 2010; Liu et al. 2010; Hiibova et al. 2011).
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Dal§imi pouzivanymi molekuldrnimi markery jsou mezigenové mezerniky (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
nov¢ pristupy analyzy genetické diverzity patii také metody zaloZzené na tzv. Next-Gen
sekvenovani. Jednak se jedna o alternativu DArT genotypovani, tzv. DArT-seq, kdy oproti
klasickému DArT genotypovani nejsou vytvareny knihovny markerti, které jsou poté
screenovany pomoci hybridizace, ale genomové reprezentace jsou rovnou sekvenovany
piistupem illumina. Mezi dal$i metody, patii rizné typy tzv. skim sekvenovani (Golicz et al.
2015), jako napt. Genotyping By Sequencing (GBS), nebo RAD sekvenovani. Oba piistupy
jsou podobné jako DArT-seq zalozely na redukci komplexity genomu a nasledném
sekvenovani. Ikdyz se uvadi, ze vysledna cena téchto sekvenacnich piistupii na ziskany data-
point je fadové niz$i nez u tradi¢nich pfistupl a analyza je velmi rychla, je nutné zminit, ze
metody zalozené na masivné paralelnim sekvenovani se vyplati pouze pro analyzu velkého
po¢tu vzorkli — nasobky 94 vzorkd a také nejsou zcela vyhodné pro analyzu diverzity
fylogeneticky vzdalenéjSich zastupcti. V takovém piipadé totiz diky redukci komplexity
genomu, kterd je jednak nevyhnutelnd pro analyzu velkého mnozstvi zastupcl v jedné analyze
a také samoziejmé absolutné nutnd pro maximalni sniZzeni ceny analyzy, bohuzel dochazi
k velkému procentu chybéjicich dat, které v koneéném disledku velmi snizuji rozliSovaci
schopnost takovy studii. Na druhou stranu je vSak také nutné podotknout, ze GBS nebo RAD
sekvenovani mize pfinést nové informace o diverzit€¢ v ramci blizce ptibuznych zastupcl
(Elshire et al. 2011; Wong et al. 2015; Li et al. 2015; Rowe et al. 2011; Talukder et al. 2014).
V ptipadé bananovniku napf. v ramci jednotlivych typl jedlych banant, kdy se naopak
predpoklada, Ze chybéjicich dat vzhledem k vysoké similarité¢ polozek je jen velmi malo
a velké mnozstvi ziskanych dat tak miize mit mnohem vétSi rozliSovaci schopnost nez
klasické ptistupy studia genetické diverzity zalozeny napt. na mikrosatelitovych markerech.
Ovsem, stale plati, Ze analyza vyuZivajici masivné paralelniho sekvenovani se vyplati pouze
pro analyzu velkého mnoZstvi polozek najednou, a je takika nepouZitelnd pro identifikaci
nékolika malo nebo jednotlivych polozek. Navic pro analyzu dat z masivné paralelniho
sekvenovani s cilem analyzy diverzity je potfebnd existence tzv. referenéni DNA sekvence,
¢imz je vétSinou celogenomova sekvence studovaného druhu. Tyto genomické zdroje vSak

nejsou dostupné pro vSechny studované druhy, nebo jsou dostupné jen pro jeden genotyp .
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6. SSR genotypovaci platforma a jeji vyuziti pro charakterizaci

poloZek v genové bance

Scilem vyvinout a standardizovat protokol ke klasifikaci genetickych zdroji
bananovniku testovala a optimalizovala autorka Christelova et al. (2011) pouziti 22
publikovanych SSR markerii pro charakterizaci genetické diverzity na souboru vybranych
genotypt bandnovniku. Soubor 22 SSR markerti byl vybran instituci CIRAD jako sada
umoznujici rozpoznat jednotlivé polozky bananovniku v referen¢nim souboru DNA (Crouch
et al. 1998; Lagoda et al. 1998; Hippolyte et al. 2010). SSR lokusy 22 mikrosatelitovych
markertt byly amplifikovany s pouzitim specifickych primerti s upravenymi 5'M13 konci
umoznujici pouziti univerzalniho fluorescencné znac¢eného primeru (Schuelke 2000). Primery
byly znaceny ¢tyimi typy fluorofort (6-FAM, VIC, NED, PET), coz nasledn¢ umoznilo tzv.
multiplexovani - analyzu az 4 riznych markeri najednou. Detekce signéalu a elektroforeticka
separace produkti byla provedena za pomoci 96-kapilarového DNA analyzéru. Analyza dat a
vyhodnoceni velikosti jednotlivych alel bylo provedeno pomoci programu GeneMarker®.
Data jednotlivych genotypt byla poté ptevedena do binarniho systému (kdédovana jako: 1-
presence/ 0-absence) a analyzovana jako dominantni marker. Vysledna analyza genetické

diverzity byla provedena s pouzitim programu PowerMarker a algoritmu UPGMA.

Po pocatecnim dvakrat opakovaném testovani primerit bylo z 22 vychozich markeri
vybrano 19 pro jejich dobrou reprodukovatelnost amplifikace. Tfi markery, které byly
z analyzy vyrazeny vytvarely znacné ,stutter piky* coz znemoznovalo reprodukovatelnost
SSR profild. VSechny nasledujici analyzy byly dale provadény s vybranymi 19-ti
mikrosatelitovymi markery (Tab. €. 1).
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Tabulka ¢. 1: Seznam 22 testovanych SSR markert, Christelova et al. 2011, pfevzato

S upravami.

Polozka Teplota Min. Max.

v genové  annealingu velikost velikost

Marker Fluorofor Motif Reference bance [°C] alely alely

[bp] [bp]

mMaCIR01 6-FAM (GA)20 Lagodaet  X87262 55 241 440
al., 1998

mMaCIR03 6-FAM (GA)10 Lagodaet  xg7263 55 1 147
al., 1998

mMaCIR07 NED (GA)13 Lagodaet  xg7258 53 136 195
al., 1998

mMaCIRog ~ VIC (TC)BN24(TC)7 Lagodaet  xg7264 55 229 283
al., 1998

mMaCIR13 PET (GA)16N76(GA)8 Lagodaet  x90745 53 268 427
al., 1998

mMaCIR24 PET (TC)7 Lagodaet 785972 48 240 291
al., 1998

mMaCIR27*  PET (GA)9 Lagodaet 785962 58 232 277
al., 1998

mMaCIR39 VIC (CA)5GATA(GA)5 Lagoda et 785970 52 329 390
al., 1998

mMaCIR40 6-FAM (GA)13 Lagoda et 285977 54 169 247
al., 1998

mMaCIR45 6-FAM (TA)ACA(CTCGA)4 Lagoda et 785968 57 274 318
al., 1998

mMaCIR150  VIC (CA)10 Hippolyte ~ AM950440 54 253 376
etal., 2010

mMaCIR152 6-FAM (CTT)18 Hippolyte ~ AM950442 54 147 195
etal., 2010

mMaCIR164  VIC (AC)14 Hippolyte ~ AM950454 55 256 458
etal., 2010

mMaCIR195* VIC (GA)17 Hippolyte =~ AM950461 54 262 306
etal., 2010

mMaCIR196  NED (TA)4, (TC)17, (TC)3 Hippolyte ~ AM950462 55 163 201
etal., 2010

mMaCIR214  NED (AC)7 Hippolyte ~ AM950480 53 115 238
etal., 2010

mMaCIR231  NED (TC)10 Hippolyte =~ AM950497 55 236 286
etal., 2010

mMaCIR260  PET (TG)8 Hippolyte ~ AM950515 55 204 264
etal., 2010

mMaCIR264  6-FAM (CM17 Hippolyte =~ AM950519 53 234 383
etal., 2010

mMaCIR307  NED (CA)6 Hippolyte ~ AM950533 54 143 173
etal., 2010

Ma-1-32* NED (GA)17TAA(GA)BAA(GA)2  Crouch et nfa 58 208 251
al., 1998

Ma-3-90 PET (CN11 Crouch et n/a 53 147 191
al., 1998

* Vytazeno z analyzy z diivodu nereprodukovatelné amplifikace.
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Genotypovaci platforma zaloZzena na 19-mikrosatelitovych markerech byla testovana
a optimalizovana na souboru 70-diploidnich a 38-triploidnich polozek bandnovniku. Ovéteni
spolehlivosti optimalizované genotypovaci platformy a jejiho potencialu jako standardizované
metody pro molekularni charakterizaci novych polozek bylo provedeno pomoci tzv. slepého
testu. V tomto testu byl analyzovan soubor nezndmych vzork bananovniku poskytnuty ITC
pfi¢emz byl nésledovan stejny postup jako se souborem referencnich vzorki DNA. Spravna
velikost alel a kontrola elektroforetickych podminek byla zajisténa zahrnutim negativnich

a pozitivnich kontrol charakterizovanych péti piedesle analyzovanymi referencnimi genotypy.

Vysledna genotypovaci platforma 19-ti mikrosatelitovych markerii poskytuje dostatek
polymorfismu k determinaci jednotlivych polozek druhi a poddruhit bananovniku. Tento
univerzalni ndastroj umoziiuje charakterizovat nové zavedené polozky bananovnikl
celosvétové genové banky (International Transit Centre, ITC, Leuven, Belgium) a dale
nachdazi vyuziti v $ir§im vyzkumu bandnovniku a Slechtitelskych programech. Pouziti uvedené
genotypovaci platformy také fesi jeden z béznych probléml genovych bank, kterym je
nespravné oznaceni polozek a pritomnost duplikati. Vysledky slepého testu také prokazaly,
ze publikovany genotypovaci systém je vhodny pro charakterizaci zcela neznamych polozek

bananovnikt (Christelova et al. 2011).

Material a metody
1. Biologicky material

Veskeré polozky bandnovniku analyzované v této studii (Tab. €. 2) byly ziskany jako
in vitro rostliny z genové banky — Bioversity International Transit Center (ITC) Leuven
v Belgii. Kazdy genotyp byl pfedstavovan 5 jednotlivymi rostlinami. Zivy rostlinny material
byl pouzit pro stanoveni ploidie a nésledné lyofilizovan (kazda rostlina, reprezentujici

genotyp, byla lyofilizovana ve zvlastni zkumavce).
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Tabulka ¢. 2: Charakteristika analyzovanych genotypu, pifevzato z: databaze MGIS

(Musa Germplasm Information systém) a doplnéno o nov¢ ziskané informace.

ITC  Sekce Rod Druh/typ* Nazev polozky Ploidie** Puavod
kéd
1698 Musa Musa acuminata Sario 2X Neznamy
1694 Musa Musa acuminata Ayam 2X Neznamy
1701  Musa Musa acuminata M. acuminata  2X Neznamy
sp. sumatrana
1689 Callimusa Musa viridis Chuoi rung hoa 2x Vietnam
sen
1647  Callimusa Musa coccinea M. coccinea 2X Neznamy
1690 Nezndma Neznamy Neznamy Chuoi rung hoa 2x Vietnam
soan
1692 Musa Musa AA Keja 3X Neznamy
1685 Musa Musa AA Chuoi bom 3x Neznamy
1680 Musa Musa AA Chuoi cautay  3x Vietnam
1699 Musa Musa AA Sipulut 3X Neznamy
1697 Musa Musa AA Usim 3X Neznamy
1624  Musa Musa AAA Kibiddebidde  3x Uganda
Lujugira/Mutika
1627 Musa Musa AAA/ Lusumba 3x Uganda
Lujugira/Mutika
1603  Musa Musa AAA/ Nakyetengu 3X Uganda
Lujugira/Mutika tall
1630 Musa Musa AAA/ Enjagata 3x Uganda
Lujugira/Mutika
1625 Musa Musa AAA/ Bukumu 3x Uganda
Lujugira/Mutika
1708 Musa Musa AAB/Plantain Biya 2 3x Kamerun
1712 Musa Musa AAB/Plantain Byie 3x Kamerun
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1713
1714
1663
1615
1665
1661
1617

1618

1676
1659
1620

1674
1662

1667

1710
1614
1637
1606
1610
1631
1632
1612
1633
1634

1651

Musa

Musa

Musa

Musa

Musa

Musa

Musa

Musa

Musa

Musa

Musa

Musa

Musa

Musa

Musa

Musa

Musa

Musa

Musa

Musa

Musa

Musa

Musa

Musa

Musa

Musa

Musa

Musa

Musa

Musa

Musa

Musa

Musa

Musa

Musa

Musa

Musa

Musa

Musa

Musa

Musa

Musa

Musa

Musa

Musa

Musa

Musa

Musa

Musa

Musa

AAB/Plantain
AAB/Plantain
AAB/Plantain
AAB/Plantain
AAB/Plantain
AAB/Plantain
AAB/Plantain

AAB/Plantain

AAB/Plantain
AAB/Plantain

AAB/Plantain

AAB/Plantain
AAB/Plantain

AAB/Plantain

AAB/Plantain
AAB/Plantain
AAB/Pome
AAB/Pome
AAB/Pome
AAB]/Silk
AAB]/Silk
AAB/Silk
AAB/Silk
AAB]/Silk

AAB/Mysore
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Elat Noir
Fouem

Ebang Mboe
Banane Tigrée
Ebibi

Corne 3
Mimbomena

Toutoun
kelong

Nzorba
Ban 612

Mboutoukou
No2

Mbotoko Vert
Douala

French Claire
Rose

76-17

2 Hands Planty
Kallar Ladan
Chinali

Padathi
Malbhog
Dubhsagar
Amrithapani
Digjowa
Honda

Alpan

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

3x

3x
3x

3x

3X
3x

3x

3X
3X
3X
3X
3X
3x/6x
3X
3X
3X
3X

3x

Kamerun
Kamerun
Neznamy
Neznamy
Neznamy
Neznamy
Neznamy

Neznamy

Neznamy
Neznamy

Neznamy

Neznamy
Neznamy

Neznamy

Kamerun
Neznamy
Indie
Indie
Indie
Indie
Indie
Indie
Indie
Indie

Indie



1703  Musa Musa AAB/Pisang Raja 3X Neznamy
Raja

1600  Musa Musa ABB/Saba INIVIT PB- 3x Kuba
2003

1715 Musa Musa ABB Raja Kinalun 3X Neznamy

1602  Musa Musa AAAB Seleccion P- 3x Kuba
INIVIT

1706  Musa Musa Neznamy Pagat 3X Neznamy

* Popis prevzat z databaze MGIS

** Ploidie byla stanovena pomoci pritokové cytometrie na UEB AV CR, V. V. i.

2. Metody

2.1. Priprava vzorki na izolaci DNA

Z kazdého lyofilizovaného vzorku listi bandnovniku zaslanych genovou bankou
(Bioversity International Transit Center) byla odebrana ¢ast listu, kterd byla vlozena zv1ast
do mikrozkumavky spole¢né se dvémi sklenénymi kulickami o priméru 5 mm. Lyofilizované
listy bananovniku byly homogenizovany pii 27 Hz po dobu 4 minut pomoci homogenizatoru

MM301 (Retsch, Némecko). V pfipadé nedostatecné homogenizace byl krok opakovan.

2.2. 1zolace genomové DNA

Pro izolaci genomové DNA byly pouzity vzorky 48 genotypli bananovniku piicemz
kazdy genotyp byl zastoupen 4 klony. Celkem bylo tedy izolovano 192 vzorki. Izolace DNA
byla provedena extrakénim kitem NucleoSpin® Plant II (Macherey-Nagel, June 2012/Rev.
06, Germany). Postup izolace DNA (Obr. €. 6) zahrnoval oproti standardnimu protokolu

nekolik zmén:
Cast: Bunééna lyze s pouzitim pufru PL1

Vzorky byly vortexovany pouze jednou a to az po ptidani 10 ul RNAsy A. Doba
inkubace suspenze byla navySena na 20 minut pii 65 °C ve vodni lazni a vzorky byly 2x za 20

min promichany.
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Cast: Eluce DNA

Po ptidani 50 ul pufru PE (65 °C) nebyly jiz vzorky inkubovany ve vodni l4zni a v druhém
kole eluce bylo pouzito jen 25 ul pufru PE (65 °C).

rostlinného @ Odstranéni
materialu rostlinnych pletiv

sze E m);/ﬁ
—

|

Navazani DNA
Odpad J na kolonku
¥
1*&
Eluce genomove ‘j Promyti DNA
DNA
W "}

Obr. ¢. 6: Izolace DNA bananovniku pomoci komeréniho kitu (Macherey-Nagel).

2.3. Ovéreni kvality a kvantity genomové DNA

Ovéfeni piitomnosti genomové DNA v eluénim pufru a jeji koncentrace bylo
provedeno pomoci agarézové gelové elektroforézy v 1% gelu spouzitim 0,5< TBE
(Obr. ¢. 7). Elektroforeticka separace izolované genomové DNA probihala po dobu 45 minut
pfi 4 V/em. Jako nanaSeci pufr bylo pouZito barvivo 6x StopC a jako marker molekulové
hmotnosti byly pouZity dvé koncentrace markeru Lambda DNA - 50 ng/ul a 100 ng/ul. Pro
nandSeni vzorkll véetné markeri byly pouzity 3 pl nanaseciho pufru 6x StopC. Do prvni
jamky elektroforetického gelu bylo naneseno 5 pl markeru Lambda o koncentraci 10 ng/ul
(vyslednad koncentrace 50 ng/ul). Do druhé jamky byl nanesen 1 pl markeru Lambda
0 koncentraci 100 ng/ul. Po elektroforetické separaci byl agarézovy gel barven v roztoku
ethidiumbromidu (0,5 mg/ml) nejméné¢ 15 minut a rozdélené DNA fragmenty byly

vizualizovany pomoci programu GeneSnap dokumentacniho zatfizeni Syngene (Trigon plus).
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2.4. SSR analyza

SSR analyza je zaloZzena na principu PCR sjejiz pomoci bylo amplifikovano
19 mikrosatelitovych lokusti. Pro PCR byly pouzity 3 typy primert: fluorescencné znacené
primery Supravenymi 5° M13 konci umoziujici pouziti univerzalniho fluorescenéniho
znaceni. Pro znaCeni primerti byly pouzity 4 typy fluorofori — 6-FAM, VIC, NED a PET.
Druhym pouzitym primerem byl lokusové specificky forward primer s 20-nukleotidovou

extenzi M 13 primeru a tfetim pouzitym primerem byl lokusové specificky reverse primer.

PCR reakce probihala ve 20ul na vzorek a obsahovala 1x PCR pufr s Mg2+; 10 mM
dNTP's; 0,06 uM fluorescencné znacené¢ho primeru; 0,08 uM extendovaného forward

primeru; 0,1 uM reverse primeru; 1,5 U/100 ul Taq polymerasy. Reakce obsahovala 15 pg
DNA.

Program PCR reakce se staval z 35 cykli a nasledujicich podminek: po¢atecni denaturace
94 °C 5 min, denaturace 94 °C 45 s, nasedani primerd — teplota dle typu lokusové

specifického primeru (Tab. ¢. 1) 1 min, extenze 72 °C 1 min a zavére¢na extenze 72 °C 5 min.

2.5. Purifikace PCR produkti
Purifikace PCR produktt byla provedena pomoci nasledujiciho postupu:

1) Do sterilni vanicky byla pfipravena smés 96% Cistého etanolu a 3M octanu sodného

dle rozpisu:

Na 4 desky (cca 400 vzorktl) 31,5ml...............ooin 96% EtOH
1350wl .3M NaAc (pH 5.2)

2) Sm¢és byla propipetovana multikanalovou pipetou a 73 ul smési bylo pipetovano na
jamku. Pozn. §picky by se nemély dotknout jamek, pokud se tak stane, $picky je nutno
vymeénit.

3) Deska byla poté fadné zakryta filmem a opatrné vortexovana cca 7 vtefin (smés se
nesmi dostat na film!).

4) Desky byly dale inkubovany pii pokojové teploté 15 min za tmy aby nedochazelo
k vyzatovani fluorescenéniho barviva.

5) Desky byly vlozeny do ochrannych nosi¢l (chrani pied prasknutim desky pii
centrifugaci) a nasledn¢ centrifugovany 30 min pti 4300 RPM a 4°C (radius 128 mm).
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Pozn. centrifugace musi probihat vzdy pfesné, vzorky nesmi stat jinak by dochazelo
k rozpousténi DNA a ztrat¢ PCR produkti!

6) Po centrifugaci byl opatrné vylit supernatant a desky byly osuSeny pomoci bunicité
vaty.

7) Nasledovala purifikace 70% etanolem. Nejdiive bylo napipetovano 100 pl 70%
etanolu na jamku a poté byly desky centrifugovany 15 min pii 4300 RPM a 4°C.

8) Supernatant byl opét vylit (nutno pracovat rychle, vzorky nesmi stat!) a desky byly
osuseny.

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

10) Desky byly zakryty vrstvou buni¢ité vaty, otoCeny dnem vzhuru a takto
centrifugovany 30 sekund pti 500 RPM.

11) Déale byly desky vysouseny ve flowboxu po dobu 30 min (bez svétla!). Pozn.
po vysuseni nesmi byt citit etanol, pokud se tak stane dosousime desky opatrné fénem.

12) Nakonec bylo pifidano 50 pl redestilované vody a desky byly centrifugovany
30 sekund pti 500 RPM pro lepsi rozpusténi.

13) Desky byly inkubovany 15 min v lednici a poté uchovavany v mrazicim boxu pfi

-20 °C.

2.6. Fragmenta¢ni analyza

Data velikosti jednotlivych alel byla ziskana fragmentacni analyzou, kterd je
zaloZena na principu kapilarni elektroforézy a umoziiuje analyzu velkého mnoZstvi markert.
Produkty amplifikace byly nejdiive smichany s vysoce deionizovanym formamidem
a vnitinim standardem, poté denaturovany 5 min pfi 95°C a nanaSeny do automatického 96-
kapilarového ABI 3730xI DNA analyzéru. PCR produkty znacené fluorofory po priichodu
kapilarou a ozéfeni laserem emituji svétlo riizné barvy a intezity a piistroj detekuje tzv. piky.
Pouziti 4 riznych fluoroforti umoziuje multiplexing reakce a tedy analyzu vice PCR produktt

naraz.

2.7. Analyza ziskanych dat

Vystupy fragmenta¢ni analyzy byly dale analyzovany programem GeneMarker®
pomoci kterého byly odecteny velikosti jednotlivych alel danych markert. Data velikosti alel
byla pfevedena do binarniho kédu a analyzovéna jako dominantni typ markeru, kde ¢islo 1

znamenalo pfitomnost dané alely ur¢itého typu markeru v uvedeném genotypu, ¢islo 0 znacilo
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nepfitomnost a ? byl pouzit pro chybéjici data - tzv. ,missing data“. Nasledn¢ byla bindrni
matice prevedena do programu PowerMarker v3.25, kde byla analyzovéna za pouziti
UPGMA algoritmu a koeficientu genetické vzdalenosti Nei (1973). Vysledny kladogram byl
zoprazen pomoci programu TreeView v1.6.6 a graficky upraven programem FigTree v1.4.0

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

Pouzité chemikalie a pufry

70% etanol

96% etanol

3M octan sodny (NaAc), pH 5,2
Redestilovana voda

0,5% TBE pufr

Roztok ethidiumbromidu 0,5 mg/ml

Pouzité pristroje a zarizeni

Vortex Heidolph reax control (Némecko)

Geneticky DNA analyzator ABI 3730x1

Lednice Calex Samsung 175

Vortex IKA® Vortex genius 3

Stolni centrifuga VWR — PCR plate spinner

Thermal Cycler C 1000 Touch

Elektroforéza Owl

Zdroj elektrického napéti MS 300V Power S Major Science
Mikrovinna trouba Daewoo kor-6C2B

UV transluminéator Syngene Bio imagin ingenius (Trigon plus), software GeneSnap
Vyrobnik Supinkového ledu Brema® Ice Makers

Flowbox Holten LaminAir (Trigon plus)

Centrifuga na mikrozkumavky PrismR (Labnet International, Inc.)
Centrifuga na desky Jouan J18 (Trigon plus)

Homogenizator Retsch® MM 301
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Vysledky:
Kvantitativni a kvalitativni ovéFeni izolované genomové DNA

Kontrola pfitomnosti genomové DNA ve vzorku a ovéieni jeji dostatecné
koncentrace bylo provedeno s pouzitim agar6zové gelové elektroforézy. Pro stanoveni byly

pouzity dvé rizné koncentrace markeru molekulové hmotnosti Lambda DNA.

MS0 Mi00 1 2 3 q

e R R B

Obr. ¢. 7: Elektroforeticka analyza vzorki genomové DNA bananovniku.

1% agar6za/0,5x TBE; barveno v roztoku EtBr; napéti 4 V/cm; potfizeno dokumentacnim zafizenim

Syngene

M50: marker molekulové hmotnosti Lambda DNA 50 ng/ul
M100: marker molekulové hmotnosti Lambda DNA 100 ng/ul

Draha €. 1-9: vzorky genomové DNA bananovniku

Na zakladé intenzity produktl a jejich porovnani s markerem byly jednotlivé vzorky nafedény

na koncentraci ~ 5 ng/ul a pouzity jako templatovd DNA pro PCR amplifikaci SSR markert.

SSR analyza

Pomoci SSR genotypovaci platformy obsahujici 19 mikrosatelitovych markert
byly analyzovany vzdy 4 jednotlivé klony kazdého z 48 genotypil bandnovniku (Tab. €. 2).
Celkem bylo skrinovano 192 vzork bananovniku na pfitomnost 19-ti mikrosatelitovych
lokust a pro ovéfeni spravnosti zaznamenanych velikosti alel byl tento screening opakovan
2x. Soubor vzorki zahrnoval polozky diploidni, triploidni a navic jeden vzorek mixoploidniho
bananovniku (Tab. ¢. 2). Tento vzorek byl plivodné charakterizovan jako triploidni, ovS§em pfti
péstovani na explantatovych kulturach pravdépodobné doslo k polyploidizaci a v nasledné

analyze priutokovym cytometrem byl vzorek stanoven jako hexaploidni (3x/6x). Analyzovano
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bylo také 5 polozek bananovniku, které byly piivodné charakterizované jako diploidni,
stanoveni ploidie pomoci pritokové cytometrie vSak prokazalo jejich triploidni charakter

(Tab. &. 2).

Vzhledem ke skutecnosti, ze je genotypovaci platforma zalozena na analyze
genomoveé DNA izolované ze smésného vzorku vSech rostlin charakterizujicich dany genotyp,
bylo cilem préce zjistit, zda u nékterych genotypt nedoslo k somaklonalni variaci, kterd by se
mohla projevit v ziskani riznych SSR profili u jednotlivych rostlin. SSR data ziskana
analyzou 4 rostlin byla mimo jiné srovnana s plivodnimi genotypovacimi daty (v kladogramu

oznacena jako ,,mixed®).

Analyza diploidnich polozek

Diploidni polozky bandnovniku byly oproti polozkdm triploidnim v analyze
zastoupeny VvV mens$in¢. Ze souboru 48 genotypi bylo 6 polozek diploidnich. Kladogram
zahrnuje kromé 6-ti nové analyzovanych polozek jiz pfedem analyzované vzorky plvodni
genotypovaci platformy publikované v ¢lanku Christelova et al. (2011). Tato ptvodni
referen¢ni kolekce je vyznacena Cervené (Obr. €. 8). Noveé analyzované polozky dopliujici
kladogram jsou vyznaceny Cern€. Na obrazku €. 9 jsou vétve klastrujicich poloZek rozliSeny

barevné, dle pfislusnosti genotypil k jednotlivym typtim genomi popi. sekcim.
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Obr. ¢. 8: Kladogram diploidnich polozek bananovniku.

Kladogram byl ziskdn pomoci analyzy referencniho datasetu spolecné s nové

analyzovanymi polozkami, metodou UPGMA. Vétve nové analyzovanych polozek spolecné
S odpovidajicim smésnym vzorkem (viz. metodika) jsou zvyraznény Cerné, referencni dataset

cervene.
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Obr. ¢. 9: Kladogram diploidnich polozek bananovniku.

Kladogram byl ziskdn pomoci analyzy referencniho datasetu spole¢né s nové
analyzovanymi poloZkami, metodou UPGMA. Plvodni sekce rodu Musa a genomy AA a BB
jsou odliSeny barevné: modra - klony sgenomem BB; zelena — sekce Callimusa +
Australimusa; oranzovd — sekce Rhodochlamys; rtzovd - klony odvozené od Musa
schizocarpa s genomem SS; Cervena — klony s genomem AA; ¢erna — polozky analyzované

Vv diplomové praci.
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U vSech analyzovanych diploidnich polozek nebyly zjistény zadné zmény
ve velikosti alel vici ptivodné analyzovanym genotypiim bandnovniku, coz je patrné také
Vv kladogramu, kde se tyto polozky nachdzi na nerozliSenych vétvich. AvSak vzhledem
k pfitomnosti vétsiho poctu tzv. ,,missing dat®, kdy se nepodatilo identifikovat velikosti alel
u vSech SSR markerti oproti jiz diive analyzovanému smésnému vzorku, se nové analyzované

polozky nenachézi spole¢né na nerozlisSené vétvi s ptivodné charakterizovanym genotypem.

V ramci diploidd, byly analyzovany tfi polozky popsané jako M. acuminata
(AA genom), dvé polozky patiici do sekce Callimusa - M. coccinea a M. viridis, a jedna
polozka (ITC 1690), u které nebyla dostupna zadna charakterizace. Polozky popsané jako
M. acuminata klastrovaly s prisluSnymi genotypy se stejnym genomovym slozenim,
M. coccinea a Musa viridis se nachazi na stejné vétvi spoleéné s ostatnimi druhy sekce
Callimusa. Polozku 'Chuoi rung hoa soan' ITC 1690, se pomoci genotypovaci platformy
podafilo nové charakterizovat, a to nejen na Uroven sekce — Musa, ale také na uroven

druhovou — M. acuminata.
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Analyza triploidnich poloZek

Celkem bylo analyzovéno 41 triploidnich poloZek bandnovniki. Do kladogramu
byl zatazen také vzorek mixoploidniho (3x/6x) bandnovniku. Cervené oznaené jsou opét

polozky pivodni genotypovaci platformy a ¢ern€ nové analyzované vzorky.
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Obr. ¢. 10: Kladogram triploidnich polozek bananovniku.

Kladogram byl ziskdn pomoci analyzy referen¢niho datasetu spolecné s nové
analyzovanymi polozkami, metodou UPGMA. Vétve nové analyzovanych polozek spole¢né

S odpovidajicim smésnym vzorkem (viz. metodika) jsou zvyraznény Cerné, referencni dataset

cervene.
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U triploidd bylo analyzovano né¢kolik polozek ptivodné charakterizovanych
genovou bankou jako diploidni s genomem AA, ovSem po analyze na pratokovém cytometru
bylo zjisténo, ze se jedna o triploidy, tudiz byly tyto polozky analyzovany spolecné
S ostatnimi triploidy. Nejvétsi zastoupeni méla v analyze skupina jedlych typli bananovnikt -
plantainii (genom AAB), které v dusledku vysoké piibuznosti klastrovaly Casto spolecné
na nerozliSenych vétvich a celkové tvofi dominantni klastr kladogramu. Dalsi analyzované
polozky s genomem AAB, bandnovniky s oznacenim Silk klastrovaly rovnéz spolecné
a z vétSiny na nerozliSenych vétvich. Vyjimkou miize byt napt. unikatni ptipad mixoploidniho
bananovniku (genom 3x/6x), ktery se vramci klastru bananovniki typu Silk nachézi
narozliSené vétvi. VSechny zbylé polozky s genomem AAB oznacené jako Pome, Mysore
a Raja klastruji na rozliSenych vétvich. VSechny analyzované polozky s genomem AAA se
nachdzeji v jednom klastru, tentokrat vSak na rozliSenych vétvich coz znaci nizs§i vzajemnou

ptibuznost nez napt. u plantaina klastrujicich spole¢né na nerozliSené vétvi.

V ramci studie byla analyzovana také jedna polozka, ktera byla plivodné& popsana
jako tetraploidni - 'Seleccion P-INIVIT" ITC 1602, po stanoveni ploidie pomoci pritokové
cytometrie byl odhalen jeji triploidni charakter a proto byla analyzovana spole¢né s jinymi
triploidnimi genotypy. Na zdkladé SSR genotypovani muizeme fici, Ze tato polozka ma
pravdépodobné genomové slozeni AAB, vhledem k tomu, ze klastruje na spole¢né vétvi
s jinou triploidni polozkou se stejnym genomovym slozenim a navic mlizeme urcit také typ
tohoto klonu — Saba. Stejné jako u diploidnich zastupct, byl i v ramci triploidd analyzovan
jeden zastupce s neznamych puvodem — 'Pagat' ITC 1706. I u této polozky jsme pomoci
genotypovaci platformy byly schopni urcit jeji pravdépodobné genomové slozeni — AAA. Typ
hybridniho klonu se u této polozky zatim zjistit nepodafilo, a to vzhledem ke skute¢nosti, Ze
nejbliz§im piibuznym zastupcem jsou dvé Spatné popsané polozky (ptvodné jako diploidi
AA) - 'Usim' ITC 1697 a 'Sipulut' ITC 1699. Da se predpokladat, ze po analyze vétsiho poctu
triploidnich klonti, se 1 u téchto polozek podaii zjistit ke které skupiné€ triploidnich klont

s genomem AAA nélezi.

Diky relativné velkému poctu analyzovanych polozek, se Citelnost polozek v
pfiloZzenych kladogramech stavd dosti naro¢nou, proto je soucésti elektronické verze také

kladogram ve formatu pdf a ve formatu tre.
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Diskuze

Jak bylo zminéno vySe, nejvétsi kolekci bandnovnikii spravuje mezinarodni
genova banka v Lovani, v Belgii. VSechny genotypy, kterych je vice nez 1500, jsou v genové
bance uchovavany ve form¢ in vitro rostlin, a popsany jen na zéklad¢ charakterizace pomoci
morfo-taxonomickych deskriptorti. Spravna identifikace polozek je zasadni pro uchovavani
genetickych zdroja, které mohou slouzit k dalSimu vyzkumu diverzity bananovniku, hledani
genti rezistence a piipadnému Slechténi odolnéjSich typi. Diive pouzivany systém
morfotaxonomickych deskriptort publikovany v praci Simmonds & Shepherd 1955 byl
v souasné dobé inovovan spolecnosti Bioversity International a CIRAD (IPGRI-
INIBAP/CIRAD 1996) o fadu dalSich deskriptori umoziujici presnéjsi identifikaci polozek.
Tyto deskriptory vSak maji relativné nizkou rozliSovaci schopnost a nékteré polozky,
ptedevSim nové plané diploidni druhy nelze jednozna¢né urcit jen na zékladé morfologie
rostliny. Navic, spousta jedlych typti bananovniku je v riznych mistech jejich rozsifeni
popisovano rozdilnymi ndzvy a v genové bance se tak mohou tyto genotypy vyskytovat
opakované. I diky tomu dochdzi v genovych bankach k problémim s duplikaty vzorki nebo
vzhledem k uchovavani polozek ve formé in vitro, mize dochéazet ke vzniku somaklonalni
variability, kterou je zadouci odhalit. SSR genotypovaci platforma publikovana ve studii
Christelova et al. (2011) se zdd byt vhodnym ndstrojem pro feSeni téchto problémi. SSR
markery jsou V rostlinné biologii hojné¢ vyuzivané pro jejich rovnomérné rozptyleni
po genomech, pocetnost, hypervariabilitu, kodominantni plivod, dostupnost a moZnost
automatizace analyz. Na druhou stranu vSak neumoziuji vZdy dostatecné rozliSeni poloZek.
Kladogram triploidnich polozek (Obr. ¢. 10) obsahuje né€kolik genotypid bananovniku
(pfevazné se jednd o plantainy AAB napt. Silk) klastrujicich spole¢né na jedné vétvi.
Takovéto klastrovani lze konkrétné u skupiny plantain ocekavat jelikoz se predpoklada, ze
vSechny plantainy pochazeji z jednoho klonu s ptivodem v Asii nebo jsou typickym piikladem
jednoho péstovaného klonu, ktery ma v riznych oblastech Afriky sviij specificky nazev.
Polozky plantaint se v tomto piipad€ od sebe neliSi mikrosatelitovymi sekvencemi, mohou se
vSak liSit jinymi typy sekvenci, morfologicky anebo geograficky. BliZ§i rozliSeni téchto
polozek by umoZznilo pouziti metod zaloZenych na sekvenacénich technologiich nové generace,
napi. GBS (Genotyping By Sequencing) nebo RAD sekvenovani. Tyto metody, zaloZené
na redukci komplexity mohou poskytnout informace o blizce pfibuznych zastupcich,
ale vyplati se pouze pro analyzy velkého mnozstvi vzorkll najednou. Navic je pro analyzu
diverzity t€émito pristupy pottebna referenéni DNA sekvence, ktera neni dostupna pro vSechny

studované druhy.
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s ur¢itymi vzorky nebylo mozné ani po tfetim opakovani ziskat dostate¢né spolehlivy profil,
pfipadné¢ byly piky neskorovatelné. Z tohoto divodu byly nékteré klony oznafeny jako
chybgjici data (,,missing data*). V piipadé vétsSiho vyskytu ,,missing dat“ se jednotlivé klony
jednoho genotypu nezobrazuji v kladogramu spole¢né na jedné nerozliSené vétvi s ptivodnim
genotypovanym vzorkem. Pfesto se vSak jednd ve vsech ptipadech o identické klony a klony,
které u vSech skorovatelnych markertt mély stejny SSR profil jako diive analyzovany smésny

vzorek.
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Jednim z cila této diplomové prace bylo rozsitit znalost o diverzit¢ bananovniku,
zpracovat prehled metodik pouzivanych k charakterizaci genetické diverzity a hlavné se
zamé&fit na vyuziti mikrosatelitovych markert pro charakterizaci bandnovnikovych polozek

Vv genovych bankéch.

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo analyzovat sadu vzorkii poskytnutych
genovou bankou International Transit Centre v belgické Lovani a pomoci dostupné SSR
genotypovaci platformy zjistit zda u danych vzorka doslo ke vzniku somaklonalni variability.
Celkove bylo analyzovano 192 vzorki — kazdy z 48 genotypt byl zastoupen 4 klony, které
byly analyzovany zvlast’ a nasledné porovnany se smésnym - referenc¢nim vzorkem. Klony
n¢kterych genotypl vSak neposkytovaly dostateéné spolehlivé profily velikosti alel, popf.
piky nebyly skorovatelné, takovéto klony musely byt oznaceny jako ,,missing data®“. SSR
analyza poskytla ve vSech piipadech analyzovanych klonl stejné profily velikosti alel jako
u smésnych referencnich vzorki, coz naznacuje, ze v zadném z analyzovanych klonii nedoslo
béhem péstovani na explantatovych in vitro kulturdch ke vzniku somaklonalni variability

a jedna se tedy o identické klony danych genotypt.

V ramci analyzy jak diploidnich tak triploidnich polozek byla analyzovana vzdy
jedna neznama polozka. U diploida se jednalo o polozku ITC 1690 'Chuoi rung hoa soan'.
Tuto polozku se pomoci SSR genotypovaci platformy podatilo chrarakterizovat na uroven
sekce — Musa, ale také na uroven druhu — Musa acuminata. U triploidii byl analyzovan
zastupce s neznamych pivodem — 'Pagat’ ITC 1706. I u této polozky bylo mozné pomoci
genotypovaci platformy urcit jeji pravdépodobné genomové sloZzeni — AAA. Prozatim se vSak
nepodafilo zjistit typ hybridniho klonu jelikoZ nejbliz§im pfibuznym zastupcem jsou dvé
Spatné popsané polozky (ptivodné AA). Pro zjisténi, ke které skupiné triploidnich klont

s genomem AAA poloZky nalezi je tfeba provézt analyzu vétsiho poctu triploidnich klont.
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Seznam pouzitych zkratek

AFLP

CIRAD

DArT
DNA
dNTP

FAO

FISH
GBS
GISH
IGS
IRAP

ISSR

ITS
LINE

MSAP

PCR

RAD

RAPD

RFLP

SSR

UPGMA

Amplified Fragment Length Polymorphism — polymorfismus délky
amplifikovanych fragmenti

Centre de coopération internationale en recherche agronomique pour
le développement

Diversity Arrays Technology
DeoxyriboNucleic Acid - deoxyribonukleova kyselina
deoxyriboNucleotide TriPhosphate — deoxyribonukleotid trifosfat

Food and Agriculture Organisation — organizace pro vyzivu a
zemedélstvi

Fluorescent In Situ Hybridisation — fluorescen¢ni in situ hybridizace
Genotyping By Sequencing — genotypovani sekvenovanim
Genomic In Situ Hybridisation — genomicka in situ hybridizace
InterGenetic Spacer — mezigenovy mezernik

Inter-Retroelement  Amplified Polymorphism — amplifikovany
polymorfismus mezi retroelementy

Inter-Simple  Sequence Repeat - jednoduché opakujici se
mezi-sekvence

Internal Transcribed Spacer — vnitini transkribovany mezernik
Long interspersed elements — dlouhé rozptylené elementy

Methylation Sensitive Amplification Polymorphism — amplifikovany
polymorfismus citlivy k metylaci

Polymerase Chain Reaction — polymerazova fetézova reakce

Restriction site Associated DNA — markery asociované s restrikénim
mistem na DNA

Random Amplified Polymorphic DNA — nahodn¢ amplifikovana
polymorfni DNA

Restriction Fragment Length Polymorphism — polymorfismus délky
restrikénich fragmenti

Simple Sequence Repeats — jednoduché opakujici se sekvence

Unweighted Pair-Group Method with Arithmetic mean
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