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Využití organelární DNA pro studium genetické 

variability smrku ztepilého 

 
 

Abstrakt 

 

Bakalářská práce s názvem „Využití organelární DNA pro studium genetické 

variability smrku ztepilého“ je zaměřená na výzkum genetické variability 

u mimojaderné DNA smrku ztepilého. Jedná se o práci, která v teoretické rovině řeší 

problematiku využití genetické informace mimojaderné DNA pro studium genetické 

variability, a to včetně návrhu metodického postupu analýzy. 

V rešeršní části práce byly zpracovány informace o vybraných organelách 

a jejich genomech, se zaměřením na chloroplasty a mitochondrie. Dále byly tyto 

genomy porovnány s genomem jaderným, a to především z hlediska rozdílné dědičnosti, 

struktury a využití se zaměřením na smrk ztepilý.  

Teoretický návrh metodiky analýzy obou typů organelární DNA byl vytvořen 

s využitím vybraných chloroplastových a mitochondriálních markerů. 

Nad rámec zadání práce bylo provedeno praktické pilotní ověření zvolené 

metodiky. Pro toto ověření byla vybrána metoda genetických mikrosatelitových 

markerů pro chloroplastovou DNA, která byla aplikována na 16 vzorcích 

smrku ztepilého.  

 

Klíčová slova: smrk ztepilý, mtDNA, cpDNA, genetická struktura, fylogenetický vývoj 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

Organellar DNA for the assessment of genetic 

variability of Norway spruce 

Abstract 

 

The bachelor thesis called „Organellar DNA for the assessment of genetic 

variability of Norway spruce” aims at researching genetic variability in non-nuclear 

DNA of Norway spruce. This thesis deals with the issue of the assessment of genetic 

information of non-nuclear DNA for the study of genetic variability on a theoretical 

level including the proposal of a methodological analysis. 

 The theoretical part of the thesis assesses the information about the chosen 

organelles and their genomes, with special attention being paid to chloroplasts 

and mitochondria. These genomes were further compared with a nuclear genome, 

mainly from a point of view of different inheritance, structures and utilization, 

with Norway spruce always being in focus.  

The theoretical proposal of the methodology of the analysis of both types 

of organellar DNA was based on selected chloroplast and mitochondrial markers.  

In addition to the assignment, the chosen methodology was verified in a practical 

pilot way. The above-mentioned verification was based on the method of genetic 

microsatellite markers for chloroplast DNA, which was used for the analysis 

of 16 samples of Norway spruce. 

 

Keywords: Norway spruce, mtDNA, cpDNA, genetic structure, 

phylogenetic development 
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1 Úvod 

 

Jednotlivé znaky organismů jsou řízeny geny, jejichž soubor označujeme jako 

genotyp. Deoxyribonukleová kyselina neboli DNA jakožto chemická látka tvořící geny 

je známa již od roku 1944. Soubor veškeré genetické informace konkrétního organismu 

se nazývá genom. Nejznámějším genomem je jaderný, který eukaryotické organismy 

dědí po obou svých rodičích tzv. biparentálně. Nicméně existuje i genom mimojaderný, 

který je děděn uniparentálně, tedy pouze po jednom z rodičů. Tvoří ho genomy 

semiautonomních organel, v případě eukaryotických buněk jsou to mitochondrie, 

a u rostlin ještě navíc plastidy. Tyto genomy neboli plazmony řídí nebo jsou spoluřízeny 

informacemi, jejichž zdroj nepochází z jádra buňky, nýbrž z mitochondrií 

(chondriogeny) a plastidů (plastogeny) (Jelínek & Zicháček, 2014). 

Mimojaderná DNA je užitečná jako zdroj haploidních genetických markerů 

za účelem studie populační genetiky a biogeografie (Jaramillo-Correa et al., 2003). 

V mnoha studiích byla tato DNA použita pro rozluštění populační struktury, 

migračních cest, fylogeneze, systémů páření a reprodukčního chování (Lunt, Whipple, 

& Hyman, 1998; Palmer et al., 2000).  

V této práci bylo zkoumáno využití mimojaderné DNA a dále studium její 

genetické variability u smrku ztepilého (Picea abies (L.) H. Karst.).  

Smrk ztepilý je jedna z nejvýznamnějších hospodářských dřevin, jejíž rozšíření 

sahá od Sibiře po severní Evropu. Také proto jsou znalosti o existující genetické 

variabilitě a populační diferenciaci nápomocné pro různé aspekty managementu 

genetických zdrojů (Maghuly et al., 2008). 

 Zejména v posledních dvou staletích byl smrk ztepilý ve střední Evropě 

vysazován uměle (Schubert, Mueller-Starck, & Riegel, 2001). Brzy nahradil původní 

zastoupení dřevin a začal dominovat. Díky pozměněné druhové skladbě porostů 

na území České republiky je velká část lesních porostů geneticky nepůvodní. Vývoj 

přirozené populace smrku je závislý na své genetické diverzitě, proto platí, 

že se populace lépe přizpůsobí změnám podmínek na daném stanovišti, pokud jsou 

populace geneticky rozmanitější. 
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2 Cíle práce 

 

Hlavním cílem práce je vypracovat širší tématikou rešerši se zaměřením 

na možnosti analýzy a využití informací z organelární DNA pro studium genetické 

variability a fylogenetického vývoje lesních dřevin se zaměřením na smrk ztepilý 

(Picea abies (L.) H. Karst.).  

Součástí práce je metodický návrh využití dostupných organelárních markerů 

pro analýzu genetické variability. Tento cíl práce byl řešen především na základě 

rozboru vědecké literatury v rešerši. Jedná se o metodiku analýzy vybraného typu 

organelární DNA v podmínkách molekulárně-genetické laboratoře FLD, která by mohla 

být v budoucnu reálně aplikována. 

Nad rámec zadání bakalářské práce byla provedena pilotní studie analýzy 

chloroplastové DNA metodou mikrosatelitových markerů. Tato část bakalářské práce 

slouží jako ověření a ilustrace funkčnosti metodiky navržené v teoretické rovině.  
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3 Literární rešerše 

 

3.1 Rod smrk (Picea) 

Rod smrk (Picea) je přirozeně rozšířený pouze na severní polokouli a lze ho 

rozčlenit do 48 různých druhů (Obidowicz et al., 2004). Je dobře morfologicky 

ohraničený oproti ostatním druhům, avšak uvnitř rodu je vysoká proměnlivost 

morfologických znaků, což ztěžuje vylišení a určování jednotlivých druhů.  Tento rod 

se dělí dle šišek a jehlic do dvou podrodů a čtyř sekcí. Hojnější podrod Picea 

se skupinou šišek typu morinda, kam patří také smrk ztepilý (Picea abies (L.) 

H. Karst.), má tužší méně ohebné tmavě hnědé semenné šupiny. Méně častý podrod 

Casicta se skupinou šišek typu casicta má naopak semenné šupiny méně tuhé 

až ohebné, tenké a světle hnědé např. Picea sitchensis (Carriére 1855) Z hlediska vývoje 

má rod Picea výhodu ve schopnosti tvořit mutanty, jež umožňují taxonu lepší adaptace 

za určitých extrémních podmínek (Musil & Hámerník, 2003).  

 

 

3.1.1 Smrk ztepilý (Picea abies (L.) H. Karst.) 

Smrk ztepilý (Picea abies (L.) H. Karst.) je nejpolymorfnějším taxonem z rodu 

Picea. To se týká jak interpopulační, tak intrapopulační variability. U smrku je možno 

pozorovat i širokou morfologickou variabilitu, hlavně u tvaru koruny, šišek, větvení 

atd. (Musil & Hámerník, 2003).  

Zařazení smrku ztepilého (Picea abies (L.) H. Karst.) a dalších dřevin stejného 

rodu dle biologické systematiky je vyobrazeno v tabulce 1. Latinský název smrku 

ztepilého vymyslel německý botanik a geolog Gustav Karl Wilhelm Hermann Karsten, 

který mimo jiné působil i jako taxonom a autor mnoha binomických vědeckých názvů 

botanických druhů. 
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Tabulka 1 - Taxonomické zařazení druhu (Picea abies (L.) H. Karst.) 

Základní taxonomické kategorie 

Taxony Latinský název Český název 

Říše Plantae Rostliny 

Kmen Gymnospermae Nahosemenné 

Oddělení Pinophyta Jehličnany 

Třída Pinopsida Jehličnaté 

Řád Pinales Borovicotvaré 

Čeleď Pinaceae Borovicovité 

Rod Picea Smrk 

Druh P. abies Smrk ztepilý 

 

 

Smrk ztepilý (Picea abies (L.) H. Karst.) je druh boreálních hor, ale je vysoce 

variabilní, co se týká podmínek a habitatu jeho výskytu. Přirozeně se vyskytuje 

v horských lesích. Lze ho také najít jako příměs na chladnějších podmáčených 

lokalitách, luzích, roklinách, stinných údolích a okrajích rašelinišť, z čehož je patrné, 

že ačkoliv je to druh stínomilný, v mládí snese zástin (Musil & Hámerník, 2003). 

Dosahuje věku mezi 300–400 lety maximálně se však dožívá 600 let. 

Ekotyp je daná populace s určitou genetickou strukturou, kterou dlouhodobě 

utvářelo prostředí. Z ekologického a ekonomického hlediska je důležité zachovat 

genofond původních ekotypů adaptovaných na dané přírodní podmínky 

(Cvrčková, Máchová, Dostál, & Malá, 2011).  

V České republice jsou rozlišovány tři hlavní klimatické ekotypy smrku ztepilého. 

Jedná se o vysokohorský ekotyp formy obovata (8. LVS), horský ekotyp formy 

europea (5.–6. LVS) a chlumní ekotyp formy acuminata (1.–4. LVS). Sedmý lesní 

vegetační stupeň je přechodem mezi vysokohorským a horským ekotypem, často 

je nazýván lokálním ekotypem (Jurásek, Leugner, & Martincová, 2007). Jednotlivé 

ekotypy nejsou jasně vymezené, co se týká areálů jejich výskytu či morfologických 

znaků, takže se často vzájemně prolínají.  

Smrkové dříví jako produkt lesního hospodářství má širokou škálu využití. 

Zpracovává se na řezivo, papír (vlákninu), stavební, truhlářské a nástrojářské dříví. 

Nejkvalitnější smrkové dříví se používá jako rezonanční dříví na výrobu hudebních 

nástrojů (Slávik, 2004). I proto je smrk nejdůležitější hospodářská dřevina střední 

a severní Evropy. 
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Smrk ztepilý zabírá 50,3 % plochy porostní půdy v České republice 

(Ministerstvo zemědělství, 2018). Nicméně v současné době většina smrkových porostů 

na území České republiky trpí suchem. Následně je napadena kalamitními hmyzími 

škůdci, a to zejména Ips typographus (Linnaeus, 1758), Ips amitinus (Eichhoff, 1871) 

a Pityogenes chalcographus (Linnaeus, 1761). V roce 2017 bylo v České republice 

evidováno 5,34 mil. m3 smrkového kůrovcového dříví, což je oproti roku 2016 nárůst 

o 25 % (Ministerstvo zemědělství, 2018). Tato čísla nejsou konečná a stále rostou, 

celkové napadení smrku je podle (Výzkumný ústav lesního hospodářství a myslivosti, 

2018) odhadnuto až na 20 mil. m3. 
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3.2 Organely v rostlinných buňkách 

Rostlinné buňky jsou známy jako buňky eukaryotické, které na rozdíl od buněk 

prokaryotických mají větší a mají složitější strukturu, která je tvořena množstvím 

biomembránových organel a strukturovaným jádrem s jadernými chromozomy 

(Jelínek & Zicháček, 2014).  

Eukaryotické buňky dokážou fungovat jako samostatné např. u prvoků, nebo jako 

soubory buněk. U rostlin jsou tak známy jako pletiva, u živočichů jako tkáně či u hub 

jako hyfy. Protože je tato práce zaměřena na smrk ztepilý (Picea abies (L.) H. Karst.), 

bude pojednávat o buňkách rostlinných a jejich organelách.  

Rostliny jsou mnohobuněčné organismy složené z miliónů buněk se specifickými 

funkcemi. Struktura jednotlivých specializovaných buněk může být v generativní fázi 

vývoje navzájem odlišná, přesto všechny rostliny mají stejnou základní eukaryotickou 

buněčnou organizaci: obsahují jádro, cytoplazmu, subcelulární organely a jsou uzavřeny 

v membráně, která ohraničuje jejich tvar (Taiz & Zeiger, 2015).  

 

 

3.2.1 Vznik a původ organel 

Semiautonomní organely, jako jsou mitochondrie nebo plastidy, mají jinou 

genetickou informaci než buněčné jádro. Existuje teorie o původu těchto organel, která 

byla zpopularizována zejména v 70. a 80. letech 20. století americkou bioložkou 

Lynn Margulisovou (Sapp, 2003). Teorie v podstatě tvrdí, že mitochondrie a plastidy 

byly dříve samostatně žijícími prokaryoty, jež se pak staly organelami eukaryotických 

buněk (Zimorski, Ku, Martin, & Gould, 2014). Došlo k tzv. endosymbióze. Hlavní silou 

této teorie je podobnost mezi fyziologií a biochemií organel a prokaryotických buněk 

(John & Whatley, 1975). Genomy těchto organel v sobě mají zachovaný prokaryotický 

chromozom, který kóduje 200 a méně proteinů u plastidů 

(Glöckner, Rosenthal, & Valentin, 2000), nebo 63 a méně proteinů u mitochondrií 

(Burger, Gray, Forget, & Lang, 2013). I přes genomovou redukci každá z organel 

přechovává, ale nekóduje 2000 proteinů, které jsou zapojeny do širokého spektra drah 

vztahujících se k jejich zděděné prokaryotické biochemii (Kleine, Maier, & Leister, 

2009). To, jak se liší počty proteinů, jež kódují organely a počty proteinů, jež je v sobě 

pouze přechovávají je obecně vysvětleno endosymbiotickým genovým transferem nebo 

jako důsledek endosymbiotické teorie zahrnující genový přenos k jádru. Při evolučním 
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vývoji přešlo mnoho genů z organel do chromozomů hostitele. Před vznikem zařízení 

pro import proteinů se přenesené geny také staly pseudogeny nebo se staly součástí 

cytosolu (Zimorski et al., 2014).  

V 70. letech 20. století se diskutovalo o dalších teoriích vysvětlujících původ 

organel. Některé podporovaly spíše autogenní teorii o původu organel na rozdíl 

od symbiotické. Původ plastidů a mitochondrií byl chápán jako důsledek invaginace 

(vchlipování) plazmatické membrány (Bogorad, 1975), nebo restrukturalizace tylakoidů 

v sinicích (Cavalier-Smith, 1975). Předpověď, že genová sekvence DNA v organelách 

je více podobná sekvenci genů z jaderné DNA než genům ze samostatně žijících 

prokaryot, mohla být testována porovnáním sekvencí DNA. V 80. let 20. století byla 

endogenní teorie vyloučena pomocí 16S rRNA analýzy, která potvrdila, že plastidy mají 

původ v předcích sinic (Cyanobacteria) – aerobní fotoautotrofní bakterie 

(Giovannoni et al., 1988) a také se povedlo dohledat původ mitochondrií 

až k proteobakteriím (Proteobacteria) – aerobním heterotrofním bakteriím 

(Yang, Oyaizu, Oyaizu, Olsen, & Woese, 1985). Obrázek 1 ilustruje 3 vývojové linie 

sinic s heterotrofním hostitelem.  

 

 
Obrázek 1 - Tři vývojové linie sinic s heterotrofním hostitelem: Glaukofyty, 

Zelené rostliny a Ruduchy (Zimorski et al., 2014) 
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Vznik a původ pravého jádra u eukaryot je stále zahalen tajemstvím, ačkoliv 

existuje řada hypotéz. Například podle syntrofické hypotézy vzniklo jádro tak, že došlo 

ke splynutí bakterie a archeální bakterie, načež se archeální cytoplazmatická membrána 

stala jadernou membránou nové buňky a původní cytoplazmatická membrána 

má představovat dnešní buněčnou stěnu eukaryot (Moreira & López-García, 1998). 

Další teorií je, že jádro vzniklo virovou eukaryogenezí, kdy byl virus fagocytován 

do buňky (Livingstone Bell, 2001), tato teorie se opírá o fakt, že viry a jádra eukaryot 

vykazují některé podobné rysy např. jejich DNA tvořena je lineárními řetězci. Schéma 

virové eukaryogeneze dokladuje obrázek 2. 

 

 

 
Obrázek 2 - Schéma virové eukaryogeneze (Rhawn, 2009) 

  

 

Jednou z mladších teorií je tzv. exomembránová hypotéza. Ta tvrdí, že se jádro 

vyvinulo z buňky, která byla vybavena 2 vnějšími cytoplazmatickými membránami, a 

tak se z vnitřní membrány mohla stát jaderná membrána. Na této membráně vznikly 

pórovité komplexy.  Z vnější membrány se stala vnitřní membrána (de Roos, 2006).   

Dodnes není žádná z teorií o vzniku a původu pravého jádra jednoznačně přijata 

vědeckou obcí.  
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3.2.2 Buněčné jádro 

Jádro (nucleus, karyon) v eukaryotické buňce může mít různou velikost i tvar, 

většinou je tvarem přizpůsobené tvaru buňky a velikostí od 5 do 10 μm 

(Jelínek et al., 2007). Je to membránová organela skládající se na povrchu z dvojité 

pórovité biomembrány, která ohraničuje vláknité chromozomy s karyoplazmou 

a jadérka (nucleolus) od okolní cytoplazmy (Jelínek & Zicháček, 2014). Některé 

specializované buňky s omezenou životností jádro vůbec nemají např. červené krvinky. 

Jiné buňky zase mohou mít jader více, což je typické pro prvoky. Jadérek je v jádru 

vždy jedno a více. Ty obsahují rRNA, která je v jadérku transkribována, zapojena 

do ribozomů a dále putuje jadernými póry do cytoplazmy. Na obrázku 3 je zobrazeno 

jaderné schéma.  

Chromozomy v jádře nesou genetickou informaci o buňce ve formě DNA. Počet 

chromozomů v jádře je druhově specifický. Liší se i podle ploidie daného druhu. Vyšší 

rostliny mají většinou diploidní 2n, triploidní 3n až hexaploidní 6n počet chromozomů. 

Pro nahosemenné rostliny je typický spíše diploidní počet chromozomů, polyploidních 

jich je méně než 5 % (Suda, 2009). Smrk ztepilý (Picea abies (L.) H. Karst.) 

má ve svém jádře 24 párů homologních chromozomů, je tedy diploidní 

(Eriksson, Ekberg, & Clapham, 2006). Díky tomu, že je v jádru uchována genetická 

informace buňky, je jádro důležité pro rozmnožování a také pro expresy genetické 

informace (Tomášková & Kubásek, 2016).  

 

 

 
 

Obrázek 3 - Jaderné schéma, modifikováno, https://rbpaonline.com/flow-chart-of-cell-

organelles/cell-organelles-types-diagram-2/, 11. 11. 2018 
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3.2.3 Mitochondrie 

Mitochondrie jsou semiautonomní organely neboli organely s vlastní genetickou 

informací. Svou stavbou a velikostí cca 1-3 μm připomínají prokaryotickou buňku. 

Jejich počet je od několika stovek až po několik tisíc na jednu buňku 

(Tomášková & Kubásek, 2016). 

Název mitochondrie pochází ze staré řečtiny a v překladu by znamenal 

pravděpodobně vláknité zrno, protože se nejdříve předpokládalo, že mitochondrie mají 

tvar zrn, nicméně v 19. století se ukázalo, že mohou být i vláknité struktury 

(Scheffler, 1999). 

Stavba mitochondrie je poměrně jednoduchá, ale zato variabilní. Skládá se 

z dvou membrán – vnitřní a vnější. Vnější hladká membrána je pórovitá a tím 

i propustná pro malé molekuly. Membrána vnitřní je prokaryotického typu, zprohýbaná 

do záhybů, zvaných kristy. Funkce vnější membrány je hlavně separace vnitřního 

prostředí organely od okolní buňky. Stavbou se podobá endoplazmatickému retikulu, 

ale je poměrně pórovitá, ačkoliv póry jsou propustné pro látky do molekulové hmotnosti 

5000 Da (Lennarz & Lane, 2013). To znamená, že se skrz póry nedostanou bílkoviny 

a makromolekuly, a zároveň ven neprojdou proteiny dýchacího řetězce. Aby mohlo 

dojít k transportu proteinů, obsahuje vnější membrána tzv. Tom komplex, enzym, který 

dokáže přenášet proteiny z cytoplazmy do prostoru mezi membránami. 

Vnitřní membrána je, jak už bylo výše uvedeno, tvořena záhyby zvanými kristy. 

Bez vnitřní membrány by mitochondrie nefungovala. Je tvořena speciální 

fosfolipidovou dvojvrstvou s fosfolipidem kardiolipinem, který má ve své fosfátové 

hlavě čtyři mastné kyseliny (pro klasickou fosfolipidovou dvojvrstvu jsou typické 

2 mastné kyseliny) (Vaidya, 2014). Tato stavba membrány má pravděpodobně vliv 

na velmi selektivní propouštění molekul. Na této membráně se nachází enzymy 

dýchacího řetězce. Stejně jako má vnější membrána Tom komplex, vnitřní membrána 

má tzv. Tim komplex na přenášení proteinů (Lennarz & Lane, 2013). 

Vnitřnímu mitochondriálnímu prostoru se říká matrix. Jde v podstatě o hustou 

hmotu, která obsahuje méně než 50 % vody (Voet, Kotyk, Geis, Pecák, & Voet, 1995). 

Matrix je bohatá na bílkoviny, enzymy, nukleotidové koenzymy, ionty vápníku, 

mitochondriální DNA, RNA, mitochondriální ribozomy. Schématický nákres 

mitochondrie a jejich částí ilustruje obrázek 4. 
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Obrázek 4 - Schématický nákres mitochondrie, https://protiunave.cz/mitochondrie-neni-nadavka/, 

19. 11. 2018 

 

 

Na povrchu vnitřní membrány a uvnitř probíhají důležité metabolické pochody: 

Krebsův cyklus, dýchací řetězec, beta-oxidace mastných kyselin. To, ale zdaleka není 

vše, mitochondrie se totiž podílejí například na kontrole buněčného cyklu, buněčné 

smrti a na buněčné diferenciaci (McBride, Neuspiel, & Wasiak, 2006). Obecně jsou 

mitochondrie považovány za továrny pro výrobu energie v buňce. 

Mitochondrie se pohybují uvnitř rostlinných buněk pasivními nebo i aktivními 

pohyby spolu s cytoplazmou (Douce, 1985).  

Vznik mitochondrií je proces, jenž připomíná binární dělení bakterií, avšak 

mitochondrie umí i opačný proces a to fúzi dohromady (Alberts et al., 2014). Dochází 

k replikaci mtDNA a následnému dělení organel. 

 

 

3.2.4 Chloroplasty 

Chloroplasty jsou plastidy, které v sobě obsahují zelené fotosynteticky aktivní 

barvivo chlorofyl, díky němuž mají svůj název. Jedná se o semiautonomní organely 

nacházející se ve většině rostlinných eukaryotických buněk. Rozložení chloroplastů 

v buňkách listů je nerovnoměrné a neustálené, čímž je zajištěno maximální využití 

světla rostlinou při fotosyntéze (Tomášková & Kubásek, 2016). Ačkoliv jsou tvarem 
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a velikostí velmi rozmanité, nejčastěji nabývají tvaru elipsoidu o velikosti cca 5 μm 

(Voet et al., 1995). U vyšších rostlin jich v každé buňce bývá v průměru kolem čtyřiceti 

(Kincl, Kincl, & Jakrlová, 2006). 

Stavba chloroplastu je podobná mitochondriální stavbě. Vnější membrána je díky 

porinům (integrální proteiny) značně propustná pro většinu menších molekul. Svůj 

genetický původ má v membránách rostlinné buňky, díky podobnému složení, je totiž 

tvořena lipidy a proteiny. Vnitřní membrána je plná proteinových komplexů (přenašečů) 

a kanálů. Složením se podobá membránám bakterií, což mimo jiné odkazuje 

na endosymbiotickou teorii. Vnitřek chloroplastu je naplněn stromatem, bezbarvou 

tekutinou, ve které se nachází mimo jiné: cpDNA, chloroplastové ribozomy a enzymy 

jako například Rubisco atd. Stroma obtéká membránové váčky zvané tylakoidy, 

které jsou často uskupené do sloupců zvaných grana 

(Campbell, Williamson, & Heyden, 2006). Pak se nazývají granální tylakoidy. Pokud 

jsou uskupené samostatně či do lamel propojujících jednotlivá grana, nazýváme je 

stromální tylakoidy. Prostor uvnitř tylakoidů se označuje jako lumen. Obrázek 5 

ilustruje chloroplasty dvou eukaryot zachycené mikroskopem. Vnitřní membrána 

tylakoidů má na sobě ATP syntázy, fotosystémy a elektronové přenosové řetězce, takže 

se na ní odehrávají transportní děje (Tomášková & Kubásek, 2016). 

 

 
Obrázek 5 - Chloroplasty: Vlevo příční řez jehlicí tisu, vpravo příčný řez stonkem kopřivy, 

(doc. Ing. Ivana Tomášková, Ph.D.) 

 

Funkce chloroplastů je velmi rozsáhlá. V tylakoidní membráně probíhá světelná 

fáze fotosyntézy (primární fáze) tzn. procesy od elektronového přenosu až po syntézu 

ATP. Sekundární fáze probíhá také v chloroplastech, ale tentokrát ve stromatu. Stěžejní 

proces temností (sekundární) fáze fotosyntézy, při kterém se fixuje a redukuje 
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anorganický oxid uhličitý, se nazývá Calvin-Benson-Basshamův cyklus 

(Taiz & Zeiger, 2015). 

Zjednodušeně řečeno chloroplasty jsou organely, které udržují na Zemi život tím, 

že poskytují potravu, energii a kyslík procesem fotosyntézy. Zároveň byl jejich genom 

navržen tak inteligentně, že je schopen předávat cenné agronomické znaky, nebo 

posloužit jako bioreaktor pro výrobu průmyslových enzymů, biofarmatik, bioproduktů 

nebo vakcín (Jin & Daniell, 2015).  
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3.3 Jaderná DNA (nDNA) 

Z chemického hlediska je jaderná DNA lineární molekula tvořená čtyřmi typy 

nukleových bází neboli nukleotidů (A= adenin, T= thymin, G= guanin, C= cytosin), 

které jsou navázány kovalentní N-glykosidickou vazbou na deoxyribózy, konkrétně 

na uhlík v pozici 1´. Deoxyribózy mají na svých atomech uhlíku v pozici 3´ a 5´ 

navázanou fosfodiesterovou vazbou fosfátové skupiny (Kočárek, 2008). 

Pro jadernou DNA je typický její tvar pravotočivé dvoušroubovice, která je 

tvořena ze dvou komplementárních polymerních řetězců. Tento převratný objev učinili 

v roce 1953 Brit Francis Crick, Američan James Watson a Angličan Maurice Wilkins, 

kteří byli za svůj vědecký přínos v roce 1962 oceněni Nobelovou cenou. Jejich objev 

byl možný zejména díky datům od Angličanky Rosalind Franklinové, která se zabývala 

rentgenovou krystalografií. 

Řetězce jsou mezi sebou spojeny přes nukleotidy vodíkovými vazbami 

(Watson, 1966). A to konkrétně tak, že mezi adeninem a thyminem je vazba dvojitá 

a mezi cytosinem a guaninem pevnější vazba trojitá. Teplota potřebná k denaturaci 

DNA je kolem 90–100 ºC, avšak rozrušit vodíkové vazby lze i pomocí některých 

chemických sloučenin nebo specifických enzymů (Kočárek, 2008). Struktura jaderné 

DNA je ilustrována obrázkem 6.  
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Obrázek 6 - Struktura DNA, Nature Education 2013 

 

 

Biochemik Erwin Chargaff zavedl pravidlo, které říká, že ve dvoušroubovici 

DNA je vždy stejný počet purinových a pyrimidinových bází. Přičemž se množství 

adeninu vždy rovná množství tyminu (A = T) a množství guaninu je vždy rovno 

množství cytosinu (G = C) viz obrázek 7.  

 

 

 
Obrázek 7 - Chargaffovo pravidlo, Nature Education 2013 
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DNA nese genetickou informaci daného organismu. Její primární struktura 

(pořadí nukleotidů) je významná pro přenos genetické informace 

(Jelínek &Zicháček, 2014). Podle Mendelovy definice je gen jednotka dědičnosti, která 

se nachází na určitém místě (lokusu) na chromozomu (Koolman & Röhm, 2012). Geny 

mohou být jak kódující oblasti – exony, tak nekódující oblasti – introny. Souborem 

genů buňky či organismu se rozumí genotyp. Různé formy genů na lokusech jsou 

nazývány alelami, které vyjadřují fenotypové rozdíly mezi jedinci. Alely se mohou 

vyskytovat kupříkladu v diploidních organismech ve dvojicích, kde mohou 

být dominantní nebo recesivní. Podle jejich kombinace se dá určit výsledný fenotyp 

neboli vnější projev genotypu. Pokud má jedinec ve svém genotypu pár shodných alel 

(dominantní a dominantní, recesivní a recesivní), jedná se o homozygota. Pokud má 

jedinec naopak v genotypu pár odlišných alel (dominantní a recesivní) jedná se 

o heterozygota (Kočárek, 2008).  

Eukaryotické genomy jsou zpravidla větší než prokaryotické, které se velmi 

podobají mimojaderným genomům eukaryot. Dále jsou rozdíly i v počtu typů 

přítomných DNA polymeráz, přičemž u eukaryot jich bylo nalezeno nejméně 15 

(Tuusa, 2001). 

 

 

3.3.1 Způsob přenosu a ukládání genetické informace jaderné DNA 

Informační tok při expresi dědičné informace je popisován centrálním dogmatem 

molekulární biologie. Schéma tohoto dogmatu ilustruje obrázek 8. Jde vlastně o proces, 

jak se z DNA stane protein či jiný genetický produkt. Základním aspektem tohoto 

procesu je genetický kód, kde každý triplet nukleotidových bází (kodon) kóduje jednu 

aminokyselinu (White, Adams, & Neale, 2007). Je známo, že u eukaryotních organismů 

existuje 20 proteogenních aminokyselin, kde rozlišujeme 4 nukleotidy 

(A, G, C a U, resp. T). Jelikož je třeba nadefinovat 20 aminokyselin, skládají se kodóny 

ze 3 po sobě jdoucích bázích (triplety), což dá 43=64 kodonů (Koolman & Röhm, 2012). 

Genetický kód je degenerovaný, protože pro většinu aminokyselin existuje více stejných 

kodónů.  
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Obrázek 8 - Schéma centrálního dogmatu, modifikováno,  

https://www.quora.com/What-is-the-central-dogma-of-molecular-biology-Is-it-true, 6. 4. 2019 

 

 

3.3.1.1 Replikace 

Replikace neboli samozdvojení je děj, který se odehrává v rámci buněčného cyklu 

při mitóze. Účelem je, aby se při buněčném dělení předala dědičná informace uložená 

v jádře do všech dceřiných buněk (Koolman & Röhm, 2012). 

Iniciační fáze replikace začíná v iniciačních počátcích na vláknech DNA, 

od kterých pokračuje v obou směrech. Eukaryotické organismy mají většinou více 

těchto počátků v závislosti na velikosti genomu. Enzym helikáza rozruší vodíkové 

vazby mezi jednotlivými nukleotidy, čímž rozvolní polynukleotidové řetězce od sebe 

a ty pak fungují jako vzory (matrice, templát) pro přiřazení volných nukleotidů, které 

jsou komplementární k řetězci (Jelínek & Zicháček, 2014).  

Aby mohla započít elongační fáze a syntéza nového vlákna, je potřeba primeru, 

což je krátká molekula RNA dlouhá 10-200 nukleotidů (Vella, 1988). U replikace DNA 

tento primer nazýváme primáza, umožnuje, aby DNA polymeráza nasedla na vlákno 

a započala syntézu nového vlákna. Avšak DNA polymeráza dokáže syntetizovat pouze 

jednosměrně od 5' k 3' konci na vedoucím vlákně. Druhé opožděné antiparalelní vlákno 

začínající koncem 3' k 5' je replikováno DNA polymerázou po částech tzv. Okazakiho 

fragmentech. K tomu je potřeba na začátku každého Okazakiho fragmentu nový RNA 

primer, od kterého může DNA polymeráza začít replikovat. Primery jsou poté 
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vystřiženy a fragmenty jsou spojeny dohromady DNA ligázou, čímž dojde ke vzniku 

souvislého vlákna. 

V terminační fázi je kompletně dokončena replikace molekuly DNA. 

Fyziologický princip replikace DNA v živých soustavách byl přenesen do podmínek 

in vitro a je využíván v molekulární biologii a genetice. Jedním z příkladů může být 

polymerázová řetězová reakce neboli PCR, která je metodicky využívaná také v této 

bakalářské práci.  

 

 

3.3.1.2 Transkripce 

Transkripce probíhá v jádře buňky, kde dochází k přenosu genetické informace 

přepisem z DNA na mRNA. Enzym helikáza naruší vodíkové vazby mezi bázemi 

protilehlých nukleotidů a dojde k dočasnému rozestupu vláken od sebe. Jedno vlákno 

DNA slouží jako templát pro syntézu mRNA pomocí enzymu RNA polymerázy. 

U transkripce není zapotřebí pro iniciaci primer. Při této syntéze stejně jako u replikace 

funguje komplementarita bází, akorát v genetickém kódu mRNA není nukleotid tymin, 

nýbrž je místo něj uracil. Následně dochází ještě k řadě úprav, jako je odstranění intronů 

nebo RNA spojování. Poté se mRNA přesune mimo jádro do cytoplazmy a dále 

na ribozomy, kde dojde k translaci.  

 

 

3.3.1.3 Translace 

Translace je překlad mRNA do sekvence aminokyselin proteinu. Děj probíhá 

na ribozomech za účasti mnoha enzymů, tRNA a mRNA. Ribozom je tvořen dvěma 

podjednotkami 40S a 60S, které se obě nachází v cytoplazmě. 

Podjednotka 40S váže tRNA s GTP a tzv. ternárním komplexem 

(multisubstrátový enzym) a čeká na mRNA, kterou díky ternárnímu komplexu dokáže 

rozpoznat a dopravit k sobě. Podjednotka 40S skenuje ve směru od 5' k 3' konci mRNA 

až do iniciačního kodónu, v tom okamžiku dojde ke změně, kdy ternární komplex 

s tRNA a s komplementární sekvencí (UAC) se naváže k iniciačnímu kodónu (AUG) 

a dojde k přenesení první aminokyseliny do bílkoviny (Tomášková & Kubásek, 2017).  

Velká podjednotka ribozomu 60S nasedá na malou podjednotku 40S poté, co GTP 

odštěpí jeden fosfát a tím předá energii pro vytvoření peptidové vazby. Tím vznikne 
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kompletní proteosyntézy schopný ribozom 80S. Dále příslušné tRNA přinášejí 

aminokyseliny a ty se po vzoru počáteční aminokyseliny zapojují za sebe peptidovými 

vazbami. To probíhá do dosažení jednoho z terminačních kodónů, který tento proces 

zastaví. Díky uvolňovacím faktorům a GTP se bílkovina oddělí od ribozomu, stejně 

jako jeho obě podjednotky. 
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3.4 Mimojaderná DNA 

Mitochondriální a chloroplastová DNA rostlin je obecně děděna po jednom rodiči, 

na rozdíl od jaderného genomu (Mejnartowicz, 1991; Neale, Marshall, & Sederoff, 

1989; Neale & Sederoff, 1989; White et al., 2007). Při generativním rozmnožování 

dochází k předání haploidního jádra samčí pohlavní buňky, přičemž mitochondrie 

a chloroplasty v samčích gametách chybí či jsou degradovány po vstupu vajíčka. Proto 

nový jedinec získává mimojaderné genomy většinou po matce. Tyto geny se přenáší 

na veškeré potomstvo (Kočárek, 2008). Avšak podle Kormutaka a kol.  (2018) může 

při recipročním křížení Pinus mugo x Pinus sylvestris docházet k biparentální dědičnosti 

chloroplastové DNA, což ukazuje na uvolnění kontroly maternální dědičnosti cpDNA 

v domnělých hybridech.   

 

 

3.4.1 Mitochondriální DNA (mtDNA) 

Mitochondriální živočišná DNA není lineární molekula jako DNA jaderná, 

ale jedná se o molekulu kruhovou. Často je její podoba přirovnávána k prokaryotnímu 

genomu, protože se jedná o cirkulární chromozom bez intronů, s dalšími podobnými 

vlastnostmi. Kruhové molekuly jsou díky absenci volných konců odolnější vůči 

mutacím a poškození. Nicméně molekuly rostlinného mitochondriálního genomu 

nebyly prokázány vždy jako cirkulární molekuly, místo toho existují spíše ve formě 

skupin jako lineární části nebo menší cirkulární molekuly (tabulka 2) 

(Nielsen & Stewart, 2016).  

 

 

Tabulka 2 - Charakteristika genomů, (Lowe, Harris, & Ashton, 2004) 

Genom  Dědičnost Struktura Strukturní 

mutace 

Rekombinace 

nDNA biparentální lineární běžné ano 

cpDNA krytosemenné: 

maternální 

jehličnany: 

paternální 

cirkulární vzácné intramolekulární 

mtDNA maternální cirkulární, 

komplexní 

běžné intramolekulární a 

intermolekulární 
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Jelikož mitochondrie je zodpovědná za buněčné dýchání, mtDNA geny kódují 

proteiny respiračního řetězce, u rostlin např. geny pro cytoplazmatickou pylovou 

sterilitu atd. Typická délka eukaryotního mitochondriálního genomu je například 

u kukuřice (Zea mays (Linné 1753)) 700 kbp, ale u jiných druhů se může pohybovat 

i v řádech 10 Mbp (Tomášková & Kubásek, 2017). Na obrázku 9 jsou uvedeny některé 

organismy a délky jejich mitochondriálních genomů v kpb, pro ilustraci 2 organismy 

s nejdelšími genomy na obrázku jsou rostliny tabák virginský a huseníček rolní, jejichž 

genomová délka se pohybuje kolem 400 kbp, což je mnohonásobně delší genom, 

než má člověk, jak můžeme na obrázku 9 vidět, jeho délka se pohybuje kolem 17 kbp.  

 

 

Obrázek 9 - Porovnání velikostí mitochondriálních genomů u různých organismů (kbp)  

(Nielsen & Stewart, 2016) 

 

 

V posledních desetiletích došlo k velkému pokroku ve studiu mitochondriálního 

genomu, a to zejména u živočichů (Lavrov & Pett, 2016). Pro živočišnou 

mitochondriální DNA je typická maternální nerekombinační dědičnost a rychlé evoluční 

tempo vedoucí k vysokému intraspecifickému polymorfismu (Bastien, Favre, 

Collignon, Sperisen, & Jeandroz, 2003). Rostlinná mitochondriální DNA je obecně 

děděna po matce, zatímco chloroplastová DNA je obecně děděna po matce 

u krytosemenných, ale po otci (nebo po obou rodičích) u nahosemenných, což ukazuje 
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na genetický tok obou, semen i pylu (tabulka 2 a 3) (Birky, 1995; Latta, Linhart, Fleck, 

& Elliot, 1998; Vendramin, Lelli, Rossi, & Morgante, 1996).  

 

 

3.4.2 Chloroplastová DNA (cpDNA) 

Velikost plastidového genomu u rostlin je poměrně ustálená, povětšinou mezi 

120–160 kbp, stejně tak jeho organizace (Tomášková & Kubásek, 2017). Plastidové 

genomy většiny zemských rostlin jsou kruhového tvaru složeného ze 4 částí, 

zahrnující 2 kopie velkých obrácených repetic (IRa a IRb) oddělených jedním 

velkým (LSC) a jedním malým (SSC) neopakujícím se regionem, což dokladuje 

obrázek 10 (Wu, Lin, Hsu, Wang, & Chaw, 2011).  

IRa a IRb kódují 4 ribozomální RNA (16S, 23S, 4,5S a 5S), o kterých se 

předpokládá, že uchovávají genomické vlastnosti zděděné po sinicích 

(Tomioka & Sugiura, 1983; Turmel, Otis, & Lemieux, 1999). Některé druhy rostlin 

kompletně ztratily kopii IR, avšak u čeledi Pinaceae tomu tak není. U této čeledi 

dochází spíše k redukci páru u obrácených repetic (236-495 bp) obsahující pouze 

3' psbA a trnl-CAU geny (Lin, Huang, Wu, Hsu, & Chaw, 2010; Tsudzuki et al., 1992). 

Chloroplastová DNA u čeledi borovicovitých má různorodou organizaci mnoha repetic 

(Hipkins, Krutovskii, & Straws, 1995).  
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Obrázek 10 - Zjednodušená stavba rostlinného chloroplastového genomu, modifikováno  

(Khan, Khan, & Asif, 2010) 

 

 

3.4.3 Rozdíly v dědičnosti mimojaderné DNA u krytosemenných, jehličnanů, 

tisovitých (Taxaceae) a cypřišovitých (Cupressaceae) 

Mimojadernou dědičnost nelze studovat v souvislosti s jadernou dědičností, 

protože výsledky jejího křížení nejsou identické a neexistuje žádný univerzální štěpný 

poměr či poznatky o interakci mezi poznatky o jaderných genech.  

Dědičnost podmíněná chloroplasty a mitochondriemi se neřídí mendelovskými 

zákony a je to tedy tzv. nemendelovská dědičnost. U krytosemenných rostlin je téměř 

pravidlem, že mtDNA i cpDNA jsou děděny po mateřské linii, ale existují i případy, 

kdy je cpDNA děděna po obou rodičích. Mnoho studií dědičnosti prokázalo, 

že u krytosemenných druhů dřevin jako jsou Quercus, Populus, Liriodendron, Magnolia 

a Eucalyptus jsou oba typy mimojaderné DNA děděny po matce (Byrne, Moran, & 

Tibbits, 1993; Dumolin, Demesure, & Petit, 1995; Mejnartowicz, 1991; Radetzky, 

1990; Rajora & Dancik, 1992; Sewell, Qiu, Parks, & Chase, 1993).  

U jehličnanů (nahosemenné rostliny), co se týká dědičnosti mimojaderné DNA, 

lze pozorovat překvapivé rozdílnosti. U borovicovitých (Pinaceae) je mtDNA děděna 

převážně maternálně (Mogensen, 1996; Neale et al., 1989). Avšak u tisovitých 

(Taxaceae) a cypřišovitých (Cupressaceae) je mtDNA děděna striktně paternálně 

(Kondo, Tsumura, Kawahara, & Okamura, 1998; Neale et al., 1989). Tento rozdílný 
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způsob dědění dělá organelární genomy ideálním nástrojem pro studium genetického 

toku a populačních struktur (Gugerli et al., 2001; Mitton, Kreiser, & Latta, 2000).  

Chloroplastový genom je u většiny krytosemenných děděn po matce, avšak 

u jehličnanů, cypřišovitých (Cupressaceae) a tisovitých (Taxaceae) je děděn po otci 

(Neale et al., 1989; White et al., 2007). Dědičnosti v závislosti jednotlivých genomů 

(nDNA, cpDNA a mtDNA) na kmenech a čeledích vybraných organismů jsou uvedeny 

v tabulce 3.  

 

 
Tabulka 3 - Dědičnost DNA v závislosti na kmenech a čeledích, (White et al., 2007) 

Genom Většina krytosemenných Borovicovité Tisovité a cypřišovité 

nDNA biparentální biparentální biparentální 

cpDNA maternální paternální paternální 

mtDNA maternální maternální paternální 

 

 

V tabulce 2 jsou vypsány vybrané charakteristiky jednotlivých genomů. Můžeme 

si všimnout, že se neliší pouze na základě dědičnosti, ale i co se týče struktury. Zejména 

jaderný genom od obou mimojaderných a pak dále v rekombinacích, kde je vidět, 

že k nim může docházet intramolekulárně (mezi atomy v molekule), 

ale i intermolekulárně (mezi molekulami). 
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3.5 Možnosti využití DNA pro analýzu genetické informace 

Genetická informace uložená v molekule DNA je jedinečná pro každého jedince, 

který vykazuje generativní původ. Analýzou molekul DNA lze získat unikátní 

informace o genetické struktuře (genomu) každého jedince. I přes významný pokrok 

na poli molekulární biologie není u lesních dřevin doposud možné rutinně číst 

kompletní genetickou informaci. Proto se přistupuje k analýze částečné na vhodně 

vybraných oblastech genomu zájmových jedinců. Tyto vybrané úseky se označují jako 

molekulární genetické markery.  

Molekulární marker je tedy vhodně vybraná jednotka informace o organismu, 

která byla získána analýzou DNA molekul. Markerem může být například známá 

sekvence DNA, délka fragmentu řetězce DNA a podobně. Genetické markery mohou 

být generovány jak z jaderné, tak mimojaderné (organelární) DNA. Pro účely 

bakalářské práce byla zvolena metoda mikrosatelitových markerů lokalizovaných 

na mitochondriích a chloroplastech.   

Mikrosatelity (SSRs – simple sequence repeats) jsou krátké regiony DNA, které 

obsahují opakující se krátké segmenty, jejichž délka je kolem 2-6/8 párů bazí a právě 

ty jsou využívány jako markery (Eriksson et al., 2006). Tyto tandemové repetice 

se vyskytují v celém genomu, avšak spíše je lze nalézt v nekódující části genomu. 

Jelikož jich existuje obrovské množství variant, stávají se mikrosatelitové markery 

užitečným nástrojem pro identifikaci jednotlivých jedinců a pro studium 

mezipopulačního genetického toku. U mitochondrií a chloroplastů je metoda studia 

repetitivních úseků DNA použitelná obdobně jako u jaderného genomu, obecně však 

organelární SSRs markery vykazují z důvodu vyšší konzervativnosti organelární DNA 

nižší míru polymorfismu. 

Mikrosatelitové sekvence jaderné DNA jsou dosud nejlépe průkazné DNA 

markery použitelné pro odvození struktury a populační dynamiky. Zatímco organelární 

markery se prokázaly jako účinné pro genealogické a evoluční studie populací 

(Zhang & Hewitt, 2003).  U rostlin až na pár výjimek je rychlost vývoje mtDNA 

nejpomalejší ze všech tří genomů (Wolfe, Li, & Sharp, 1987). Naproti tomu má vyšší 

rychlost rekombinace (Jeffrey D. Palmer & Herbon, 1988).   

Chloroplastové markery jsou mnohdy universální pro celou čeleď, popř. rod, 

a tak jsou testovány i na jiných druzích dřevin, než pro které byly vyvinuty. Markery 

ze článku od Vendramina a kol. (1996) byly vyvinuty a testovány na borovici bělokoré 
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(Pinus leucodermis (Antoine 1864)) a měly ověřit, zda amplifikují úseky cpDNA či ne. 

Výsledky těchto markerů byly srovnány s dalším druhem ze stejné čeledi, s borovicí 

Thunbergovou (Pinus thunbergii (Parlatore)), která byla vybrána pro porovnání, protože 

její kompletní chloroplastový genom byl osekvenován již dříve (Wakasugi et al., 1994). 

Univerzálnost těchto chloroplastových mikrosatelitových markerů byla dále testována 

na některých druzích rodu Pinus a poté i na různých rodech (Abies, Cedrus a Picea) 

stejné čeledi. U některých dřevin rodu Pinus byly po použití primerových párů objeveny 

amplifikované produkty stejných velikostí, jako ty prokázané u borovice bělokoré 

(Pinus leucodermis (Antoine 1864)). Amplifikace byla 100 %. U dřevin z čeledi 

Pinaceae jiného rodu, než Pinus proběhla amplifikace také úspěšně, konkrétně u smrku 

ztepilého (Picea abies (L.) H. Karst.) byla 75 %. Proto byly v této práci použity primery 

právě z již zmíněného článku. 

 

 

3.5.1 Využití jaderné DNA 

Jaderné mikrosatelitové markery jsou nejčastěji využívány pro zhodnocení 

variability na populační úrovni. Jaderné primery jsou druhově specifické, nicméně 

existují i mikrosatelitové markery, které jsou přenositelné v rámci jednoho rodu 

(Besnard, Acheré, Rampant, Favre, & Jeandroz, 2003). Naopak nejsou moc vhodné 

pro studium genetického toku, jelikož často selžou v rozlišení genového toku ze semen 

a genového toku z pylu u přirozených populací (Wagner, 1992). Proto je pro studium 

genového toku vhodnější zvolit markery děděné uniparentálně.  

 

Příklady využití jaderných mikrosatelitových markerů: 

• identifikace jedinců (klonů) 

• hybridizace 

• studium migrace rostlin 

• fylogeneze 

• evoluční vývoj 

• určení paternity 

• zhodnocení variability na populační úrovni 

 



 

40 

 

3.5.2 Využití organelární DNA 

Podle Lowera (2004) je velmi vhodné využití cpDNA markerů při metodě 

sekvenování pro zjištění fylogeneze (rekonstrukce rodokmene) a fylogeografie. 

Z geografického rozložení variability organelární DNA je možné vyvodit závěry 

o minulém genetickém toku a migraci (Maghuly et al., 2008).  Dobře použitelné jsou 

tyto markery pro zjištění genetické diverzity, diferenciaci populací, genový tok, 

polyploidizaci, hybridizaci, ale jsou nepoužitelné pro genotypování jedinců. 

Dle stejných autorů jsou dobře použitelné markery rostlinné mtDNA pro diferenciaci 

populací a ucházející pro zjištění genetické diverzity, genového toku, hybridizace, 

fylogeneze a fylografie. Naopak nevhodné jsou rostlinné mtDNA markery 

pro polyploidizaci a genotypování jedinců.  

Mikrosatelitové chloroplastové primery většinou amplifikují nekódující regiony 

DNA.  Jelikož u kruhových molekul cpDNA se ukázalo, že jsou uchovány ve své 

struktuře (Jeffrey D. Palmer & Stein, 1986). To vedlo k vytvoření univerzálních 

primerů, které mohou amplifikovat nekódující regiony, jež jsou u většiny zemských 

rostlin odděleny 2 kódujícími sekvencemi (Taberlet, Gielly, Pautou, & Bouvet, 1991). 

Jak již bylo zmíněno u rodu Picea a dalších nahosemenných je cpDNA genom děděn 

paternálně skrz pyl (Mogensen, 1996).  

Podle (Bouillé, Senneville, & Bousquet, 2011) byly určeny lokusy rbcL, trnK 

a trnTLF pro 35 zástupců celého cirkumpolárního rodu Picea, které již byly použity 

v předešlých fylogenetických studiích (Qiao, Ran, Li, & Wang, 2007; Quinn, Price, & 

Gadek, 2002; Wang, Tsumura, Yoshimaru, Nagasaka, & Szmidt, 1999; Wei & Wang, 

2003). Podle jejich metodiky vědci přišli na to, že cpDNA může být lepším 

taxonomickým než fylogenetickým markerem, vzhledem k tomu, že integruje výsledek 

laterální genové výměny způsobené nedávnou nebo starší interspecifickou hybridizací. 

Při hybridizaci čeledi Pinaceae by cpDNA měla být lepším indikátorem druhového 

vymezení než mtDNA, jelikož markery přidružené k nejrozptýlenějšímu pohlaví by lépe 

vymezovaly druhy (Rémy J. Petit & Excoffier, 2009). Obecně řečeno jsou 

chloroplastové markety vhodné pro zhodnocení variability na druhové úrovni, 

popř. i na vnitrodruhové úrovni, přičemž existují i univerzální primery.  
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3.5.3 Fylogenetický vývoj 

Fylogeneze neboli fylogenetický vývoj je proces založený na evoluční teorii, 

který pozoruje vývoj druhů organismů. S předmětem studia fylogeneze souvisí 

fylogenetika, která se zabývá především vývojovými příbuzenskými vztahy mezi 

organismy na základě představy, že všechny organismy mají univerzálního společného 

předka (Kalina & Váňa, 2005).  

  V odborné literatuře zaměřené na lesní dřeviny je fylogenenetický vývoj často 

znázorněn pomocí diagramu, kterému se říká dendrogram. Na obrázku 11 je ukázka 

hierarchického klastrování dřevin z článku od Wanga a kol. (1999), kde se autoři 

zabývali fylogenetickými vztahy euroasijských druhů borovic a dalších dřevin ze stejné 

čeledi, mezi nimiž byl i smrk ztepilý (Picea abies (L.) H. Karst.). Vytvoření tohoto 

dendrogramu předcházely analýzy intronových sekvencí na 4 vybraných 

chloroplastových lokusech. Fylogenetickým vývojem na druzích rodu Picea se často 

v souvislosti s geografickým vývojem druhů dále zabývali například Lockwood a kol. 

(2013), Bouillé a kol. (2011) a Tollefsrud a kol. (2008). Kolektiv autorů v čele s Linem 

(2010) zkoumal korelace fylogenetických vztahů čeledi Pinaceae na základě cpDNA. 

Kde uvádí i zjištění, že jedna ze čtyř rozdílných forem cpDNA konkrétně forma A, která 

je typická pro rod Picea, se jeví jako mnohem podobnější formě A u rodu Cedrus než 

té, co má rod Pinus. I přestože jsou si rody Picea a Pinus fylogeneticky bližší než 

s rodem Cedrus.  
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Obrázek 11 - Dendrogram vybraných druhů z čeledi Pinaceae vytvořený na základě vzdálenosti 

kombinovaných sekvencí, (Wang et al., 1999) 

 

 

3.5.4 Míra variability a dědičnost 

Míra variability jedinců je určena detekovaným polymorfismem, což je výskyt 

dvou nebo více různých alel na jednom lokusu v rámci populace. Populační frekvence 

jejich výskytu musí zároveň přesahovat 1 % (Holasová, Radilová, & Bunček, 2006). 

Pokud je frekvence výskytu nižší, považuje se tato variabilita za mutaci. Polymorfismy 

se často nachází v intronech, které přímo nepodléhají selekčním procesům. Pomocí 

lokalizace jednotlivých polymorfismů je možné vytvářet genetické mapy.  

Jednou z nejběžnějších metod zkoumání polymorfismu je analýza délkového 

polymorfismu repetitivních motivů – simple sequence repeats (SSRs) neboli 

mikrosatelitů. Tyto sekvence jsou nejčastěji dinukleotidové tzn., opakujícím se motivem 

je dvounukleotidová repetice např. CACA, přičemž počet jejich repetic je variabilní. 

Základní repetitivní jednotka je veliká cca 2–4 bp (Kohoutová & Otová, 2017).  



 

43 

 

K variabilitě mikrosatelitů přispívá polymorfismus, který vznikl nepřesným 

párováním komplementárních vláken DNA, obsahující repetitivní sekvenci, která 

vznikla pravděpodobně díky replikačnímu sklouznutí. To způsobilo delece a inzerce 

repetic v nově syntetizovaném řetězci. Tento jev může způsobit i nerovnoměrný 

crossing over nebo výměna sesterských chromatid. Výhodou mikrosatelitů je i to, 

že jsou vysoce specifické pro jednotlivce, a jsou tak vhodné i pro určování rodičovství.  
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4 Metodika 

 

4.1 Návrh metodiky pro chloroplastové markery 

Pro návrh metodiky pro chloroplastové markery byly prostudovány příslušné 

zdroje, zejména vědecké články od roku 1995 do současnosti. Bylo nalezeno 54 různých 

markerů testovaných více jak deseti výzkumnými týmy, přičemž některé markery byly 

použity ve více publikacích. Jednalo se především o markery vhodné na analýzu 

mikrosatelitů. V tabulce 4 jsou uvedeny názvy jednotlivých publikací, kde byly tyto 

markery uvedeny a testovány. Každý marker je uveden pouze jednou, podle toho, 

ve které publikaci se objevil dříve.  

 

 

Tabulka 4 - Chloroplastové markery uvedené ve vědeckých publikacích 

Publikace Markery Publikace Markery 

Demesure et al., 1995 

trnH-trnK  Pt107517 

trnK-trnK Pt109567 

trnC-trnD Pt110048 

trnD-trnT 

Provan et al., 1998 

PCP1289 

psbC-trnS PCP9434 

trnS-trnfM PCP26106 

psaA-trnS PCP30277 

trnS-trnT PCP36567 

trnM-rbcL PCP41131 

Dumolin et al., 1995 trnT-trnF PCP45071 

Vendramin et al., 1996 

Pt1254 PCP48256 

Pt9383 PCP51928 

Pt15169 PCP63771 

Pt26081 PCP71987 

Pt30204 PCP79987 

Pt36480 PCP87314 

Pt41093 PCP100842 

Pt45002 PCP102652 

Pt48210 PCP107165 

Pt51873 PCP109612 

Pt63718 

Du et al., 2009 

trnL-trnF 

Pt71936 rps5-trnS 

Pt79951 trnS-trnG 

Pt87268 ndhK/C 

Pt100783 
Bouillé et al., 2011 

rbcL 

Pt102584 trnTLF 

Pt107148 Lockwood et al., 2013 matK 
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Na základě rešerše těchto publikací se tato práce zaměřuje na článek 

od Vendramina a kol. (1996) a jeho metodiku. V tomto článku bylo použito 

20 chloroplastových primerů na 2 dřevinách rodu Pinus, kde byly tyto primery použity 

pro analýzu 2 druhů dřevin z rodu Pinaceae, a to konkrétně Pinus thunbergii a Pinus 

leucodermis, popis těchto primerů je k nahlédnutí v tabulce 5. Oba primery jsou 

mikrosatelitové a mononukleotidové, jejich repetice neboli opakování je vždy 

po jednom nukleotidu, což je typické pro chloroplastové mikrosatelity. Teplota 

annealingu se pohybuje kolem 58 ºC a délka, kterou lze amplifikovat pomocí PCR, je 

u jednoho z primerů 146 resp. 148 bp a u druhého 92 resp. 93 bp v závislosti na dřevině.  

 

 

Tabulka 5 - Popis použitých primerů dle autorů (Vendramin et al., 1996) 

Autor a rok 

vydání 

Název F R Repetice Páry bazí 

[bp] 

Teplota 

annealingu 

[ºC] 

Vendramin et 

al., 1996 

Pt 

71936 

TTCAT

TGGAA

ATACA

CTAGC

CC 

AAAA

CCGT

ACAT

GAGA

TTCCC 

(T)14, (T)16 146, 148 57,9; 58,1 

Vendramin et 

al., 1996 

Pt 

63718 

CACAA

AAGGA

TTTTTT

TTCAG

TG 

CGAC

GTGA

GTAA

GAAT

GGTT

G 

(T)9, (T)10 92, 93 57,9; 58,3 

 

 

 Jelikož se předpokládá, že u chloroplastového genomu dochází k vysokému 

stupni uchování celé sekvence jeho DNA, je cpDNA vhodná pro vývoj primerů, které 

by mohly fungovat pro širší spektrum příbuzných druhů. Proto je užití primerů z tohoto 

článku vhodné i u rodu Picea, který se jako rod Pinus řadí pod stejnou čeleď. 

Z 20 primerů byly vybrány 2, které stejní autoři Vendramin a kol.  (2000) použili 

o 4 roky později při mikrosatelitové analýze u smrku ztepilého 

(Picea abies (L.) H. Karst.).  

Primery Pt 63718 a Pt 71936 byly vybrány díky svému vysokému polymorfismu, 

díky délkové variabilitě zachycené uvnitř i vně populací, a protože vytváří fragmenty 

o různých velikostech. Tyto primery jsou také vhodné pro tvorbu multiplexů, což bylo 
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využito i v případě této práce. Pro sestavení multiplexu by se hodily i primery 

od Provana a kol. (1998), které by vzhledem k podobné teplotě annealingu (60 ºC) 

a již ověřené funkčnosti na smrku ztepilém prokázané ve vědeckém článku 

od Maghuliho a kol. (2006) skvěle fungovaly. Jelikož v této publikaci byly použity 

dohromady s primery od Vendramina a kol. (1996).  

Na základě všech informací a parametrů byly nakonec zvoleny markery 

pro ověření původní metodiky od (Vendramin et al., 1996) nad rámec zadání bakalářské 

práce. Popis vybraných primerů je v tabulce 5.  
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4.2 Návrh metodiky pro mitochondriální markery 

Za účelem návrhu metodiky pro studium mitochondriálních markerů byly 

prostudovány odborné články na toho téma od roku 1995 do současnosti. Bylo nalezeno 

31 markerů použitých v metodikách u více jak 17 autorů, přičemž některé markery 

posloužily k analýzám ve více publikacích během let. Jednalo se převážně o markery 

na bázi repetitivních mikrosatelitových frekvencí. V tabulce 6 je vyobrazeno, jaké 

markery byly použity v metodikách jednotlivých vědeckých článků. Shodné podbarvení 

buňky označuje opakované použití metodiky v těchto vydáních.   

 

 

Tabulka 6 - Mitochondriální markery uvedené ve vědeckých publikacích 

Publikace Markery Publikace Markery 

Demesure, Sodzi, & Petit, 1995 

nad1 exonB/C 

Jaramillo-Correa et al., 

2003 

coxI intron 1 

nad4 exon1/2 matR intron 1 

nad4 exon2/4 mp6 

rpS14-cob nad1 intron B/C 

Dumolin et al., 1995 nad4 exon1/2 nad3-rps12 

Christoph Sperisen, Büchler, & 

Mátyás, 1998 

nad1 exonB/C nad3 intron 1 

nad1 intron 2 nad4L-orf25 

Sperisen et al., 2001 nad1 intron 2 nad5 intron 1 

Gugerli et al., 2001 nad1 intron 2 nad7 intron 3 

Jeandroz, Bastien, Chandelier, 

Du, & Favre, 2002 

mh02 rpS14-cob 

mh05 Bastien et al., 2003 mh44 

mh08 Maghuly, Pinsker, 

Praznik, & Fluch, 2006 

a Maghuly, Nittinger, 

Pinsker, Praznik, & 

Fluch, 2007 

mt15-D02 

mh09 mt23-D02 

mh09´ mt1H01 

mh10 Tollefsrud et al., 2008 nad1 intron 2 

mh27 Tollefsrud et al., 2009 nad1 intron 2 

mh33 
Du, Petit, & Liu, 2009 

nad1 intron B/C 

mh33´ nad5 intron 1 

mh34 Litkowiec, Dering, & 

Lewandowski, 2009 

mt15-D02 

mh35 nad1 intron B/C 

mh38 Bouillé et al., 2011 nad1 intron 2 

mh44 

Dering, Misiorny, 

Lewandowski, & 

Korczyk, 2012 mt15-D02 

mh50 
Lockwood et al., 2013 

nad5 intron 1 

nad1 intron 2 
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Při vlastním návrhu metodiky pro mitochondriální markery budou vybrány 

markery použité v těchto vědeckých článcích: nad1 intron 2 (Sperisen et al., 2001), 

mh44 (Jeandroz et al., 2002) a mt15-D02 (Maghuly et al., 2006). V tabulce 7 jsou 

uvedeny jednotlivé parametry vybraných markerů, přičemž teplota annealingu je 

převzata z metodiky v jednotlivých článcích a velikosti lokusů jsou převzaty z genové 

databáze. Tyto markery byly zvoleny díky svým parametrům a proto, že byly použity 

ve více studiích a byla již ověřena jejich funkčnost a jejich polymorfismus. Díky 

markeru nad1 intron 2 se například potvrdilo, že postglaciální rekolonizace Alp pochází 

z dvou konkrétních refugií (Gugerli et al., 2001). 

Velké množství těchto markerů již bylo testováno na většině území západní 

Evropy, a tak by bylo ideální spojit tyto primery do multiplexu. Vzhledem k podobné 

teplotě nasedání primeru na templátovou DNA by u lokusu nad1 intron 2 a mhI44 mělo 

docházet ke kompatibilní reakci.  

 

 

Tabulka 7 - Popis vybraných primerů dle publikací 

(Jeandroz et al., 2002; Maghuly et al., 2006; Sperisen et al., 2001) a https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 

Autor a rok 

vydání 

Lokus F R Genová 

banka 

Velikost 

lokusu 

[bp] 

Teplota 

annealingu 

[ºC] 

Sperisen et al., 

2001 

nad1 

intron 2 

CTCTC

CCTC

ACCC

ATAT

GATG 

ACAA

AGCC

CCTTT

GAGG

G 

KU902027 874 57 

Jeandroz et al., 

2002 

mh44 ATGA

CTGG

AAGA

ATTG

CTCA

C 

TTCA

CTTG

ATAC

TCAC

CCCC 

AY184284 447 56 

Maghuly et al., 

2006 

mt15-

D02 

TATCT

GACT

TGCC

TTATC 

ATCC

GAAT

ACAT

ACAC

C 

AY897577 1552 50 

 

 

 Jelikož je praktická část této práce zaměřena zejména na metodiku 

pro chloroplastové markery, je zde uvedena alespoň teorie metodiky dle 

Sperisena a kol. (2001) pro mitochondriální marker nad1 intron 2, která by mohla být 
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také použita. Tento marker je vnitřní fragment tandemové repetice druhého intronu 

mitochondriální NADH dehydrogenázy podjednotky 1 (nad1) genu smrku ztepilého 

(Picea abies (L.) H. Karst.).  

Stejně jako u metodiky pro markery cpDNA budou odebrány vzorky jehličí 

a izolována jejich DNA, popř. zkontrolovány koncentrace a čistoty, přičemž lze využít 

agarózového gelu nebo spektrofotometrického přístroje např. Nanodropu.  

Vzorky izolované DNA budou naředěny na 4 ng/µl před polymerázovou 

řetězovou reakcí. Pomocí fluorescenčně barevně značeného primerového páru (tabulka 

7), bude amplifikován nad1 intron 2 fragmentu. Na rozdíl od cpDNA markerů je třeba 

k tomuto fragmentu přidat EcoRV restrikční enzym, který dokáže nad1 rozštěpit. 

Po ethanolovém srážení a rozpuštění vzorků v 5 – 7,5 µl vody bude přepipetováno 

adekvátní množství zhruba 1–2 µl amplifikovaného a rozštěpeného produktu PCR do 

roztoku velikostního standardu, který je tvořen 12 µl formamidu a 0,5 – 1 µl ROX500 

(Biosystems). Následuje fragmentační analýza pomocí kapilární elektroforézy. 

K vyhodnocení výstupních dat (elektroferogramy ve formátu .fsa) bude využit vhodný 

software (např. GeneMarker® nebo GeneMapper®). 
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4.3 Výběr metody analýzy organelární DNA 

Na základě vypracované rešerše zaměřené na možnosti použití molekulárních 

markerů u mimojaderné DNA a možnosti její analýzy, byla nad rámec zadání práce 

vybrána a ověřena metodika studia genetické variability pomocí mikrosatelitových 

chloroplastových markerů, přičemž metodicky bylo čerpáno především z vědecké 

publikace (Vendramin et al., 1996) a dalších nalezených publikací 

(Maghuly et al., 2006; Provan et al., 1998; Vendramin et al., 2000).  

Uvedená metodika je založena na analýze variability v počtu opakování T repetic 

v amplifikovaných fragmentech. Oba vybrané primery jsou mikrosatelitové 

a mononukleotidové, to znamená, že se jejich repetice opakuje po jednom nukleotidu, 

a to konkrétně právě po nukleotidu T.  
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4.4 Lokalita a sběr vzorků 

V rámci předchozích výzkumných aktivit na Katedře genetiky a fyziologie lesních 

dřevin byly vytipovány předpokládaně autochtonní či jinak význačné populace smrku 

ztepilého (Picea abies (L.) H. Karst.) v České republice (tabulka 8). Jednalo se 

o 10 lokalit, na kterých bylo souhrnně odebráno 110 vzorků jehličí. Z této dostupné 

kolekce rostlinného materiálu bylo pro tuto práci vybráno 16 jedinců, na kterých bylo 

provedeno ověření funkčnosti navržené metodiky za účelem detekce případné genetické 

variability. Byly vybrány vzorky původem z různých geografických oblastí (obrázek 12, 

prostorová distribuce předmětných přírodních lesních oblastí), maximalizoval se tak 

předpoklad odlišné genetické struktury jedinců na studovaných lokusech.  

 

 

Tabulka 8 - Označení lokalit sbíraných vzorků 

Označení vzorku PLO Lesní správa Lokalita (č. genové základny) 

SM2, SM3 21b Frýdlant 85-1 Jindřichovické smrčiny 

SM13 11b Přimda LS Přimda 

SM32, SM35, SM40 13 Boubín 016-1 Zátoň – Kubova Huť 

SM50 14 Nové Hrady 046-1 Novohradské hory 

SM59, SM63 16 Pelhřimov 37 Černovice 

SM71, SM80 27 Jeseník 164 - Rejvíz 

SM89 40a Frýdek-Místek 182 Lysá Hora 

SM96 30 Prostějov LS Prostějov – chlumní 

SM102, SM108, SM110 25 Rychnov nad 

Kněžnou 

LS Rychnov 

 

 

 
Obrázek 12 - Přírodní lesní oblasti vybraných lokalit, modifikováno, ÚHUL a Mapy Google 
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4.5 Izolace DNA 

4.5.1 Příprava vzorků a homogenizace 

Odebraný hluboce zmražený rostlinný materiál bylo potřeba před vlastní izolací 

DNA nejprve zhomogenizovat. Materiál byl vyjmut z mrazicího boxu, kde byl 

uchováván při teplotě -80 ºC v uzavíratelných sáčcích společně s kuličkami silikagelu 

pro zajištění stabilní vlhkosti. Jehlice smrku v celkovém množství 80–100 mg byly 

vyjmuty ze sáčku, nakrájeny pomocí skalpelu na drobné fragmenty a vloženy do 2 ml 

nadepsaných zkumavek s příslušnou identifikací. Při této přípravě je nutné si dávat 

pozor na vzájemnou kontaminaci vzorků, které se zabrání přečišťováním pracovní 

plochy a pracovních nástrojů čistým lihem vždy po přípravě jednoho vzorku, respektive 

před přípravou následujícího. Po tomto primárním fragmentačním zpracování materiálu 

mohl začít proces drcení.  

Do každé zkumavky byly přidány 2 kovové drtící kuličky vyrobené ze slitiny 

oceli a karbidu wolframu, které drtí rostlinný materiál ve zkumavkách pomocí 

mechanického působení v oscilačním mlýnu. Uzavřené zkumavky byly vloženy 

do konzole oscilačního mlýnu, která byla přenesena do polystyrenové vany s tekutým 

dusíkem. Tekutý dusík vzorky zamrazil na cca -196 ºC.  Tato fáze je velmi důležitá, 

protože tekutý dusík způsobí, že rostlinné tkáně zkřehnou a zároveň ztvrdnou. 

Pro oscilační mlýn pak je mnohem jednodušší tkáně rozdrtit na jemný prach. Pro tuto 

homogenizaci byl použit oscilační mlýn značky RETSCH.  

Samotná fáze drcení trvala cca 3 minuty při pohybech oscilačního mlýna 

s frekvencí 30 kmitů za 1 sekundu. Po nadrcení byla u všech vzorků okulárně 

zkontrolována kvalita drcení. Při absenci viditelně hrubých částí a dostatečném 

množství jemného prachu byla homogenizace považována za úspěšnou. V opačném 

případě bylo nutné proces drcení opakovat.  

 

 

4.5.2 Extrakce a purifikace DNA 

Pro izolaci rostlinné DNA byl použit izolační kit od společnosti Geneaid s názvem 

Genomic DNA Mini Kit (Plant). Kit byl vybrán i s ohledem na to, že dle výrobce, 

je vhodný i pro purifikaci mitochondriální a chloroplastové DNA. 



 

53 

 

Jako první krok před samotnou izolací bylo nutné si připravit všechen potřebný 

materiál, pomůcky a laboratorní přístroje, což výrazně usnadnilo a zrychlilo celý proces 

práce. V podstatě byly použity 3 typy přístrojů: vortex – sloužící k promísení roztoků, 

centrifuga – k odstředění frakcí roztoku dle hmotnosti, třepačka s ohřevem – pro udržení 

předepsané teploty a v neposlední řadě sada mikropipet o různých rozsazích objemů (0–

10 µl, 10–100 µl, 100–1000 µl) sloužící k přenesení definovaného objemu tekutiny. 

Dále byl nutný spotřební materiál: latexové rukavice, plastové pipetovací špičky 

různých velikostí, zkumavky, tenký fix a protokol.  

Ke každému zhomogenizovanému vzorku bylo připipetováno 400 µl 

GP1 roztoku, který zajistí smočení povrchu jemných částic ve zkumavce a provede 

prvotní chemické narušení struktury buněčných stěn, jinými slovy dojde k lyzi buněk. 

Dále bylo do každého vzorku přidáno 5 µl RNázy, která odstraňuje ze vzorků pro tuto 

práci nežádoucí RNA.  Pipetovaný objem RNázy je poměrně malý, a tak je potřeba 

s ním nakládat opatrně a s rozvahou, proto byla při pipetování několikrát v každém 

vzorku pipeta s jejím obsahem propláchnuta, tak aby bylo odstraněno veškeré množství 

RNA v každém vzorku. Dále bylo nutné všechny vzorky promísit pomocí vortexu 

a vložit zkumavky do třepačky s ohřevem předehřáté na 60 ºC pro maximální účinek 

RNázy. Inkubace vzorků v třepačce s ohřevem trvala 50 minut. Třepačka s ohřevem 

zároveň zajišťuje krouživými pohyby důkladné smíšení všech složek a zároveň 

umožnuje teplotní stabilitu RNázy. Ihned po ukončení inkubační fáze bylo 

do zkumavek co nejrychleji přidáno 120 µl GP2 roztoku, následně byly vzorky smíseny 

pomocí vortexu a uloženy k inkubaci na 5 minut do předem připraveného ledu. Díky 

prudké změně teplot došlo k vysrážení detergentů, bílkovin a polysacharidů. Následně 

byla použita centrifuga na dobu 1,5 minuty při rychlosti 8000 otáček za minutu 

pro separaci roztoku a sraženin, které zůstaly u dna zkumavky. V dalším kroku bylo 

třeba si připravit odpovídající počet zkumavek s bílými filtry, přes které bylo 

přepipetováno 400 µl roztoku (bez sraženin) ze zkumavek po vyjmutí z centrifugy. Bílý 

filtr dokáže zachytit zbylé hrubé nečistoty, které roztok mohl zatím obsahovat. 

Zkumavky s filtry byly opět vloženy do centrifugy a stočeny po dobu 1 minuty rychlostí 

1000 otáček za minutu. Odstředivá síla v centrifuze umožnila roztoku průchod filtrem 

a nečistoty zachytila na filtru. Přefiltrovaný roztok byl přepipetován do nových 2 ml 

zkumavek s kulatým dnem. Každý vzorek byl doplněn o 1,5 násobek svého objemu 

GP3 roztokem za současného smísení vzorků vortexem či tzv. propipetování ihned 

ve zkumavce.  
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Dále byly připraveny nové zkumavky tentokrát se zeleným filtrem. Zelený filtr 

slouží k zachycení DNA. Do těchto filtrů se z kapacitních důvodů napipetovalo 600 µl 

roztoku a opět byla využita centrifuga po dobu 2 minut s rychlostí 15 000 otáček 

za minutu. Po skončení cyklu v centrifuze bylo zkontrolováno, zda celý objem roztoku 

prošel filtrem. Tímto byla DNA navázána v modrém filtru a přefiltrovaný roztok byl 

ekologicky zlikvidován. Tento krok byl zopakován se zbytkem roztoku až do úplného 

přefiltrování celého objemu roztoku.  

DNA navázanou ve filtru bylo nutno ještě vyčistit. Do filtru bylo přidáno 400 µl 

W1 roztoku a vzorky byly opět dány do centrifugy. Odstřeďování trvalo 30 sekund 

při rychlosti 15 000 otáček za minutu. Tento roztok slouží k vymytí nečistot z filtru. 

Odstředěný roztok se ekologicky zlikvidoval a přes filtr se napipetovalo 600 µl Wash 

roztoku, který obsahoval ethanol. Opět se vzorky umístily do centrifugy a stočily 

se zase na 30 sekund rychlostí 15 000 otáček za minutu. Znovu byl zlikvidován 

odstředěný roztok prošlý filtrem. Zkumavka s filtrem se tentokrát vložila do centrifugy 

tzv. na sucho, aby na filtru nezůstal čistící roztok a s ním ethanol. Doba stáčení byla 

3 minuty rychlostí 15 000 otáček za minutu.  

V poslední eluční fázi byl zelený filtr se zachycenou a přečištěnou DNA 

přemístěn do finální 1,5 ml zkumavky, která byla řádně popsána číslem vzorku. Přímo 

do středu filtru bylo napipetováno 100 µl elučního roztoku, který má za úkol uvolnit 

DNA ze struktury filtru. Potřebné množství elučního roztoku bylo předem temperováno 

na teplotu 60 ºC pro zlepšení eluční vlastnosti tohoto roztoku. Po uplynutí doby 3 minut, 

kdy se roztok stačil vsáknout do filtru, byly vzorky vloženy do centrifugy a stočeny 

rychlostí 13 000 otáček za minutu po dobu 3 minut.  Nakonec byl filtr odstraněn 

a zkumavky s obsaženou DNA byly nadepsány pro příslušnou identifikaci 

viz obrázek 13. 

   

 

Obrázek 13 - Označené dvě série po osmi vzorcích izolované DNA  
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4.6 Měření koncentrace DNA 

Pro ověření kvality izolačního postupu byla změřena koncentrace a čistota DNA. 

Měření a vyhodnocení proběhlo na přístroji NanoDrop od společnosti Thermo Fisher 

SCIENTIFIC, který provádí spektrometrické vyhodnocení. Všechny vzorky byly 

před měřením smíseny vortexem, aby byla zajištěna homogenita v celém objemu 

vzorku. Pipetovaný objem byl 1 µl roztoku izolované DNA. Jako referenční vzorek 

bez DNA byl zvolen eluční roztok z kitu pro izolaci rostlinného materiálu od firmy 

Geneaid. Aby byl vzorek DNA považován za čistý, musí se jeho hodnota na rozhraní 

260/280 nm pohybovat v rozmezí od 1,7 do 1,9, což je ideální stav, při kterém 

se hodnota koncentrace izolované DNA jeví jako neznečištěná příměsí jiných látek 

(RNA, bílkovinami atd.). Čím více se hodnoty liší od tohoto rozmezí, tím více indikují 

znečištění vzorku. Dále byl sledován průběh spektrální křivky viz obrázek 14, kde je 

vidět optimální průběh této křivky u DNA a u proteinu.   

Výsledky měření jsou uvedeny v tabulce 11. Po změření byly vzorky skladovány 

v mrazicím boxu při teplotě -80 ºC. 

 

 

 
Obrázek 14 - Spektrální křivka čisté DNA a proteinu (na ose y je optická hustota, na ose x je vlnová 

délka), (Rothman, 2010) 
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4.7 Kontrola kvality DNA 

Pro kontrolu kvality DNA byla použita metoda tzv. horizontální elektroforézy 

neboli gelové elektroforézy, v tomto případě byla jako gel použita agaróza. Princip 

elektroforézy jako separační metody spočívá ve schopnosti odlišit látky na základě 

různé pohyblivosti v gelu ve stejnosměrném elektrickém poli. Její využití v molekulární 

biologii je zejména pro zjištění, zda se mikrosatelitové primery amplifikují či ne a zda 

jsou polymorfní, dále se používá pro separování velkých iontů (sacharidy, peptidy, 

sestřihy DNA a RNA) například za účelem zjištění kvality DNA 

(Koolman & Röhm, 2012). 

Jako médium byl zvolen agarózový gel o koncentraci agarózy 0,73% 

(0,4 g agarózy). Izolovaná DNA byla u všech vzorků naředěna ultra čistou vodou 

na koncentraci 10 ng/µl, případně lze použít i eluční roztok.  

Elektroforetická soustava (obrázek 15) je složena z částí: elektroforetická vana, 

elektrody, bezpečnostní víko, drážka na vytvoření jamek v gelu a samozřejmě zdroj 

elektrického napětí.  

 

 

 
Obrázek 15 - Soustava na horizontální elektroforézu 
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Nejprve bylo nutné v odměrném válci smísit 40 ml 10X TBE koncentrovaného 

roztoku (elektroforetický pufr) s 360 ml destilované vody. Tím byl získán finální objem 

400 ml. Dále z tohoto objemu bylo do odměrného válce potřeba odlít 55 ml vzniklého 

1X TBE a ten poté přelít do Erlenmayerovy baňky. Zbylý objem pufru – 345 ml byl 

nalit do elektroforetické vany. Na analytických vahách bylo odváženo 0,4 g práškové 

agarózy, jejíž množství se vybírá s ohledem na očekávané délky separovaných 

fragmentů nukleových kyselin. Agaróza byla rozpuštěna v Erlenmayerově baňce 

v 55 ml ředěného pufru. Jelikož se agaróza nerozpouští při laboratorní teplotě, byla 

baňka přikryta víčkem, aby se zabránilo odpaření roztoku a vložena do mikrovlnné 

trouby. V troubě se nechala přejít mírným varem cca 2 minuty při výkonu 500 W.  

Pomocí ochranné gumové chňapky byla horká baňka vyjmuta z trouby 

a za stálého míchání chlazena na teplotu 50 ºC pod proudem tekoucí studené vody. 

Do roztoku bylo přidáno 1,6 µl interkalačního barviva GelRED, což je látka, která 

se díky své planární struktuře dokáže interkalovat mezi vlákna DNA a zvýšit tak svou 

fluorescenci.  

Tekutý gel s barvivem byl zamíchán a s co největší plynulostí přelit do připravené 

formy na gel uzavřené pryžovými bočnicemi. Pokud se v gelu objeví bublinky, musí být 

odstraněny za pomoci špičky tak, aby byl zachován jeho rovnoměrný povrch 

bez prasklin. Dále byly do gelu přidány plastové hřebínky, které během tuhnutí gelu 

vytvoří jamky na DNA. Gel tuhnul cca 15 minut.  

Mezitím byl 1µl izolované DNA pomocí mikropipety smíchán s bromfenolovou 

modří, která slouží jako tzv. nanášecí pufr, díky němuž se vzorky snáze nanesou 

do jamek v gelu a je možno kontrolovat jejich rychlost během elektroforézy. Rychlost 

barviva, jak migruje gelem, je závislá na koncentraci agarózy.  

Po zatuhnutí gelu byly plastové hřebínky opatrně vyjmuty a do jamek byly 

pomocí mikropipety naneseny vzorky DNA smíseného s nanášecím pufrem 

viz obrázek 16. 
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Obrázek 16 - Nanesené vzorky DNA v elektroforetické vaně (vzorky značeny od spodu SM2 po 

SM110) 

 

 

Elektroforetická vana byla přiklopena bezpečnostním víkem, které bylo připojeno 

ke zdroji napětí. Po překontrolování polarity byl zdroj nastaven na napětí 70–

110 V, proud 250 mA a spuštěn po dobu 35 minut. Po zapnutí vzorky putovaly gelem 

směrem k červené elektrodě. 

Po pětatřiceti minutách, kdy vzorky putovaly gelem, byl gel opatrně přenesen 

do přístroje Azure c200 od společnosti Azure Biosystém, což je dokumentační systém 

s kamerou pro snímání fluorescenčních DNA gelů.  
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4.8 Fragmentační analýza organelární DNA 

4.8.1 Příprava vzorků DNA 

Vzorky koncentrované DNA byly po izolaci naředěny ultra čistou vodou 

na koncentraci 10 ng/µl. Po skladování v mrazicím boxu pro účely následné analýzy 

byly vyjmuty a rozmraženy při pokojové teplotě za účelem dalšího pipetování 

a manipulace. Po použití byl zbylý objem vzorků opět hluboce zamražen. 

 

4.8.2 Vytvoření multiplexu pro PCR reakci 

 Podobu teoreticky vytvořeného primeru je nutné ověřit v praxi testováním 

na menším souboru vzorků. Na základě výsledků ověření je poté možné přistoupit 

k dodatečným úpravám koncentrací primerů či teplot annealingu při PCR reakci. 

Pro tuto práci byly vybrány 2 chloroplastové primery na základě odborného článku 

(Vendramin et al., 1996).  

Pro případ pipetovací chyby je nutné si vytvořit větší objem připraveného 

mlutiplexu. V tomto případě byl připraven multiplex, který obsahoval 2 fluorescenčně 

naznačené primery, které ověří svou variabilitu na 16 vzorcích cpDNA smrku ztepilého 

viz tabulka 5.  Multiplex byl připraven na celkový objem reakce 4 µl. Polovinu jeho 

objemu tvořil Master mixu, dále jednotlivé primery ve svých forward (F) a reverse (R) 

formách, kde objem byl zvolen dle dostupné literatury; 1,5 µl tvořila naředěná DNA 

a zbytek reakce byl doplněn ultračistou vodou (ddH2O). Aby byla rezerva minimálně 

10 % objemu reakce, byl multiplex vyroben pro množství 20 vzorků. Výpočet reakce je 

možno vidět v tabulce 9. Se všemi komponenty bylo nakládáno v laboratorním boxu, 

aby se předešlo kontaminaci vzorků či primerů. 
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Tabulka 9 - Výpočet reakce při tvorbě multiplexu 

Vzorky 

Primer F/R 1x vzorek 

[µl] 

20x vzorek 

[µl] 

Pt 71936 F 0,03 0,6 

 R 0,03 0,6 

Pt 63718 F 0,04 0,8 

 R 0,04 0,8 

Kontrola ∑  0,14 2,8 

Master mix  2 40 

ddH2O 0,36 7,2 

Kontrola ∑ 2,5 50 

DNA  1,5 30 

Celkem reakce  4 80 

 

 

Po úvaze a propočítání jednotlivých objemů komponentů reakce (primery, 

ultra čistá voda, Master mix) je možno přejít k samotné přípravě multiplexu. Všechny 

komponenty patřící do multiplexu byly napipetovány do jedné zkumavky od společnosti 

Eppendorf. Poté za účelem homogenizace byla zkumavka pomocí centrifugy odstředěna 

a následně vortexem smísena. Do 2 připravených stripů o velikosti 1x8 jamek byl 

napipetován do každé jamky objem 2,5 µl multiplexu a 1,5 µl příslušné DNA. Stripy 

byly značeny černým fixem a uzavřeny, aby nedošlo k vypaření nebo vylití směsi. 

Stripy se nakonec vložily do Master cycleru od společnosti Eppendorf viz obrázek 17 

a došlo ke spuštění programu pro PCR reakci (tabulka 10). 
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Obrázek 17 - Parametry PCR amplifikace (přístroj Eppendorf Mastercycler) 

 

 

4.8.3 PCR reakce 

 

Pro amplifikování (namnožení, zesílení) ohraničených úseků DNA byla použita 

PCR neboli polymerázová řetězová reakce. Byly použity primery Pt 71936 a Pt 63718, 

které hybridizují vždy s jedním řetězcem na obou stranách ampifikovaného úseku DNA 

a termorezistentní DNA polymerázou. Reakce proběhla v MasterCycleru od společnosti 

Eppendorf.  

Jako první krok byla iniciační denaturace, po které následovala denaturace, 

kdy došlo k rozpadu vodíkových můstků dvoušroubovice DNA na dva řetězce podobně 

jako při replikaci DNA. Dále je třeba reakční směs po velmi krátkou dobu ochladit 

(annealing) na teplotu 60 ºC, aby byla umožněna hybridizace (dosednutí) primerů. 

Teplota nesmí být snížena pod hranici annealingu, protože molekuly jednořetězové 

DNA po ochlazení opět renaturují. Teplota hybridizace je proto klíčová pro výsledek 

PCR a musí být správně nastavena pro použitý primerový pár. K zahřívání 

a ochlazování dochází v cyklech. V tomto případě bylo zvoleno cyklů 40. Dalším 

krokem je extenze a finální extenze, při které dochází k syntéze nových řetězců 
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a ke vzniku dvojřetězců, jejichž délka odpovídá vzdálenosti primerů. Jejich množství je 

závislé na počtu cyklů a zvyšuje se s každým cyklem cca dvojnásobně až do doby, 

kdy jsou téměř všechny nově syntetizované úseky správně dlouhé. 

 Program, dle kterého běžela PCR byl vybrán s ohledem na primery a druh 

dřeviny, v tomto případě smrk ztepilý (Picea abies (L.) H. Karst.). Podrobný program 

viz tabulka 10.  

 

 

Tabulka 10 - Vytvoření programu pro průběh PCR reakce 

Cyklus číslo Počet opakování Teplota Doba trvání 

1 iniciální denaturace 1x 95ºC 15 min 

2 denaturace 40x 95ºC 30 s 

3 annealing 40x 60ºC 45 s 

4 extenze 40x 72ºC 30 s 

5 finální extenze 1x 60ºC 30 min 

6 uchování 1x 4ºC ∞ 

 

 

4.8.4 Fragmentační analýza 

Výsledný PCR produkt byl připraven pro fragmentační analýzu v sekvenátoru. 

Každý vzorek 1 µl PCR produktu byl smíchán s 12,2 µl směsi formamidu a velikostního 

standardu (500-LIZ), od kterého je poté možné odečítat velikosti vrcholů. Funkce 

deionizovaného formamidu je zejména snížení teploty tání DNA, aby bylo možné 

hybridizaci DNA provádět při nižší teplotě. Jedná se o destabilizační činidlo redukující 

stavbu vodíkových vazeb. S touto látkou je potřeba pracovat rychle, jelikož je těžká 

a má tendence klesat ke dnu zkumavek. Všechny komponenty je třeba smísit, proto je 

nutné opět využít vortexu a centrifugy.  

Do připraveného nového bloku bylo do každé z 16 jamek napipetováno 12,2 µl 

směsi formamidu a velikostního standardu, dále byl přidán 1 µl PCR produktu. Blok byl 

uzavřen speciální folií pro sekvenační přístroj a vložen do cycleru na cyklus 

o 10 minutách při 95 ºC, kdy proběhla denaturace. Okamžitě po dokončení cyklu byl 

blok vložen na led a poté do sekvenátoru. Sekvenátor po ukončení cyklu vytvořil data, 

která byla následně interpretována pomocí softwarového nástroje GeneMarker 

od společnosti SOFTGENETICS.  
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5 Výsledky 

 

Za hlavní výstup bakalářské práce je považována rešeršní analýza zadaného 

tématu a vytvoření metodického návrhu použití organelárních DNA markerů.  

Rešeršní část této bakalářské práce se zabývá mnoha tématy. Zkoumá 

mimojaderné genomy, jejich evoluci a využití mimojaderné DNA pro studium 

genetické variability a fylogenetického vývoje u lesních dřevin rodu Picea 

se zaměřením na konkrétní druh smrk ztepilý (Picea abies (L.) H. Karst.). Dále je tato 

část bakalářské práce do jisté míry věnována porovnání mimojaderné DNA 

s DNA jadernou, a to hlavně z hlediska její struktury a dědičnosti.  

Pro rešeršní část této práce bylo využito 96 citovaných zdrojů, jimiž jsou hlavně 

vědecké články převážně z období devadesátých let a přelomu milénia, zaměřené 

na studium analýzy mimojaderné DNA. V daném období se k analýzám DNA využívalo 

převážně mikrosatelitů, což je metoda v současnosti již překonaná. V dnešní době 

se používá hlavně sekvenování DNA. Avšak je třeba zmínit, že metodu analýzy DNA je 

nutné vybírat s ohledem na to, co je cílem výzkumu a také jakým způsobem proběhne 

vyhodnocení a interpretace výsledků.  

Dále byla nad rámec zadání prakticky ověřena funkčnost navržené metodiky 

analýzy chloroplastové DNA na chloroplastových markerech 16 jedincích 

smrku ztepilého. 
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5.1 Měření parametrů izolované DNA 

U všech 16 vzorků se podařilo izolovat DNA a následně změřit její koncentraci 

a čistotu (tabulka 11). Koncentrace DNA se pohybovala nejčastěji v rozmezí 

10 až 12 ng/µl a poměrový koeficient 260/280 měl nejčastěji hodnotu okolo 1,8 což je 

v rozmezí (od 1,7 do 1,9), které je považováno za ideální stav, kdy se hodnota 

koncentrace DNA jeví jako neznečištěná jinými látkami (RNA, bílkovinami atd.). 

Ze všech testovaných vzorků nejvyšší koncentraci 90,0 ng/µl a poměrový koeficient 

260/280 (1,83), měl vzorek SM108.  

 

 

Tabulka 11 - Změřené koncentrace a čistoty izolované DNA 

Pořadové číslo 

vzorku 

Označení vzorku Koncentrace 

nukleové kys. [ng/µl] 

Poměrový 

koeficient 

260/280 nm 

1 SM2 11,2 1,85 

2 SM3 11,3 2,23 

3 SM13 10,3 1,99 

4 SM32 10,7 1,80 

5 SM35 11,0 2,02 

6 SM40 16,7 1,93 

7 SM50 11,7 1,93 

8 SM59 59,4 1,88 

9 SM63 12,6 1,81 

10 SM71 80,7 1,49 

11 SM80 65,0 1,30 

12 SM89 11,7 1,75 

13 SM96 21,8 1,88 

14 SM102 85,0 1,48 

15 SM108 90,0 1,83 

16 SM110 94,0 2,12 
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5.2 Elektroforetická separace 

Elektroforéza byla provedena zejména za účelem ověření výsledků 

spektrofotometrického měření, tedy zjištěné koncentrace a čistoty DNA. Fotografie gelu 

(obrázek 18) dokladuje přítomnost DNA u všech vzorků a obdobná míra intenzity 

UV světelného odrazu potvrzuje správnost zjištěné koncentrace při předchozím měření. 

 

 

 
Obrázek 18 - Snímek vzorků na gelu po elektroforéze pořízeno dokumentačním systémem  

Azure c200  
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5.3 Posouzení datového setu 

5.3.1 Detekovaný polymorfismus 

Jako analytický nástroj na zpracování dat fragmentační analýzy chloroplastové 

DNA byl použit software GeneMarker od společnosti SOFTGENETICS. Tento nástroj 

umožňuje zpracování výstupních dat ze sekvenátoru. Na obrázku 19 je ukázka 

vyhodnocení dat pomocí softwaru GeneMarker, konkrétně se jedná o 4 vzorky 

(odshora – SM71, SM80, SM89 a SM96), u kterých byl použit primer Pt63718. U každé 

křivky je patrný alespoň jeden vrchol (peak). U vzorku SM89 můžeme říci, že se jedná 

o homozygota, jelikož má vylišený pouze 1 vrchol. Ostatní 3 vzorky mají vždy vrcholy 

2 o konkrétních délkách, jedná se tedy o heterozygotní jedince. Vrcholy nemusejí být 

vždy jasné, protože se někdy stává, že DNA polymeráza tzv. sklouzává při replikaci 

repetitivních sekvencí a tím dojde k expanzi mikrosatelitových repeticí. 

Naproti tomu na obrázku 20 můžeme pozorovat ukázku vyhodnocení dat 

na 3 vzorcích (od shora – SM59, SM63, SM71), u kterých byl použit primer Pt71936. 

U všech třech vzorků se jedná o homozygoty, jelikož mají vždy jen jeden vrchol, avšak 

s různými délkami párů bazí 
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Obrázek 19 - Ukázka zpracování dat (primer Pt63718) softwarem GeneMarker 

 

 

 
Obrázek 20 - Ukázka zpracování dat (primer Pt71936) softwarem GeneMarker 

Homozygot 

Heterozygot 
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5.3.2 Genetická struktura a diferenciace 

Pro ověření funkčnosti metodiky bylo testováno 16 vzorků smrku ztepilého 

(Picea abies (L.) H. Karst.) pomocí dvou chloroplastových markerů. Oba zájmové 

lokusy vykazují polymorfismus napříč všemi zájmovými vzorky. 

 

 

Tabulka 12 - Výsledné alely podle adjustace z GeneMarkeru 

Vzorek Pt63718 Pt71936 

SM2 94 99 144 144 

SM3 95 99 145 145 

SM13 95 99 145 145 

SM32 94 99 145 145 

SM35 92 99 145 145 

SM40 94 99 145 146 

SM50 94 99 145 145 

SM59 94 99 145 145 

SM63 93 99 144 144 

SM71 94 99 144 144 

SM80 95 99 145 145 

SM89 95 95 145 145 

SM96 94 99 145 145 

SM102 94 99 145 145 

SM108 95 99 145 145 

SM110 99 99 145 145 

 

 

V tabulce 12 jsou uvedeny výsledné alely jednotlivých vzorků po adjustaci 

v softwaru GeneMarker od společnosti SOFTGENETICS. Při pohledu do tabulky 

12 je také patrné, že na lokusu Pt63718 jedinci SM2, SM32, SM40, SM50, SM59, 

SM71, SM96, SM102 jsou identičtí, jejich alely jsou 94 a 99 bp, jedná se tedy 

o heterozygoty.  Stejný výsledek vyšel u vzorků SM3, SM13, SM80, SM108, u kterých 

je pouze rozdíl v tom, že šlo o alely dlouhé 95 a 99 párů bazí. Na stejném lokusu 

se prokázaly i 2 homozygoti, a to u vzorku SM89 na alelách 95 a 95 bp a dále u vzorku 

SM110 na alelách 99 a 99 bp. Za vzácné lze považovat alelu 93 bp u vzorku SM63 

a alelu 92 u vzorku SM35.  

Lokus Pt71936 nevykazuje takový polymorfismus jako předešlý, což je vidět 

na grafu 3. U většiny vzorků jde o homozygoty s převahou alel 145 a 145 bp, to se týká 

vzorků SM3, SM13, SM 32, SM35, SM50, SM59, SM80, SM89, SM96, SM102, 
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SM108, SM110. Další vzorky SM2, SM63 a SM71 se ukázaly také jako homozygoti, 

ale na alelách 144 a 144 bp. Nejzajímavější je vzorek SM40, který je heterozygot 

s alelami 145 a 146 bp.  

 

 

 

Graf 1 - Procentuální alelová frekvence na lokusu Pt63718, vytvořeno v Excelu doplňkem GenAIEx 

 

 

Graf 1 představuje grafické znázornění procentuálního zastoupení jednotlivých 

alel na lokusu Pt63718. Graf shrnuje četnost v procentuálním zastoupení alel v rámci 

testovaných vzorků. Na lokusu se nacházejí alely v rozmezí hodnot od 92 do 99 páru 

bazí, kdy nejčastěji je zastoupena alela na pozici 99 páru bazí s 50% zastoupením. Tento 

lokus se s celkovým počtem 5 nalezených alel jeví jako velmi polymorfní v závislosti 

na charakteru užitého markeru. 
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Graf 2 - Procentuální alelová frekvence na lokusu Pt71936, vytvořeno v Excelu doplňkem GenAIEx 

 

 

Méně, avšak stále polymorfní je lokus Pt71936 graficky vyobrazený 

do koláčového diagramu v grafu 2. Tento lokus obsahuje alely v rozmezí hodnot 

od 144 do 146 páru bazí. Nejvíce zastoupená je alela 145 o celkové procentuální 

četnosti 78 %. 

 

 

 

Graf 3 - Četnost alel na obou vybraných lokusech, vytvořeno v Excelu doplňkem GenAIEx 

 

 

Jak je vidět z tabulky 12 a grafu 3 délková variabilita mezi mikrosatelitovými 

lokusy nebyla příliš velká, ale prokázala se. To znamená, že se na daných lokusech 

pravděpodobně nejedná u všech vzorků o geneticky příbuzné, nicméně tato práce 

si neklade za cíl na testovaném souboru vzorku zjistit genetickou diverzitu. 
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6 Diskuze 

 

Smrk ztepilý (Picea abies (L.) H. Karst.) je ekonomicky a ekologicky jedním 

z nejdůležitějších jehličnanů v Evropě, a proto znalost genetické variability druhu 

a populační diferenciace je pro jeho správný management obzvláště důležitá.  

Organelární genomy mohou být zdrojem zajímavých DNA markerů za účelem 

studia genetické variability rostlin (Jeandroz et al., 2002). V porovnání s jadernými 

genomy jejich haploidie a uniparentální přenos vede, zejména pokud jsou děděny 

maternálně, k vyšší interpopulační dieferenciaci (Petit, Kremer, & Wagner, 1993). 

U smrku ztepilého dochází k maternální dědičnosti mtDNA, zatímco cpDNA 

je přenášena skrze samčí gametu, tedy paternálně.  

Nicméně paternálně přenosná cpDNA dle autorů Sperisena a kol. (2001) 

analyzovaná pomocí mikrosatelitových markerů od Vendramina a kol.  (2000) vykazuje 

mnohem nižší stupeň populační diferenciace (GST=0,078) než téměř identický vzorkový 

set s maternálně přenosnou mtDNA a markerem nad1 intron 2 (GST=0,676). Nicméně 

další studie u jehličnanů potvrzují, že delimitace druhů, i když zdaleka ne dokonalá, 

je ve většině případů účinnější s cpDNA markery než s mtDNA markery 

(Du et al., 2009).  

Organelární genomy pro nás mohou být užitečným nástrojem za účelem 

porozumění populační diferenciaci a migraci, což jsou klíčové body pro vývoj účinných 

strategií v ochraně genetických zdrojů (Newton, Allnutt, Gillies, Lowe, & Ennos, 1999).  

Ověření metodiky na menším souboru vzorků ukazuje, že vybrané chloroplastové 

primery jsou schopné amplifikovat mikrosatelitové regiony chloroplastové DNA smrku 

ztepilého. Dále tato páce dokládá, že na zkoumaných vzorcích je lokus Pt63718 

polymorfnější, jelikož vylišuje 5 různých alel na rozdíl od lokusu Pt71936, který 

vylišuje alely 3. Z výsledků lze také zjistit velikost alel v párech bazí. Tato práce 

si neklade za cíl přímo zjištění genetické variability, avšak pokud se ověřená metodika 

použije na větší soubor vzorků, pravděpodobně bude účinným nástrojem pro zjištění 

genetické variability populací smrku ztepilého na daném území. Analýza 

mikrosatelitových chloroplastových markerů dle navržené metodiky může sloužit 

i pro zkoumání evolučního vývoje vybraných druhů dřevin a jejich příbuznosti v rámci 

celé čeledi jako například u Lin a kol. (2010).  
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Kombinace více markerů, jež zkoumají odlišné části dostupných rostlinných 

genomů (cpDNA, mtDNA, popř. nDNA) se jeví jako správná cesta k determinaci 

genetického statusu zkoumaných jedinců, jelikož zvýrazní různé aspekty genetické 

diverzity. Proto se nabízí sloučit obě navrhované metodiky v jednu a vytvořit multiplex 

s chloroplastovými i mitochondriálními primery, jako již obdobně publikoval Maghuly 

a kol. (2006). Chloroplastové markery tak budou sloužit např. k monitoringu pylové 

migrace a mitochondriální markery ke zkoumání migrace semen.  

Jelikož většina publikovaných studií týkajících se organelárních markerů nebyla 

prováděna ve Střední Evropě, je vhodné do budoucna organelární markery aplikovat 

při studiích genetické diverzity smrku ztepilého právě tam. Poslouží tak jako pomocný 

ukazatel pro lesní management.  
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7 Závěr 

 

Cílem této bakalářské práce bylo vypracovat podrobnou literární rešerši zaměřenou 

na možnosti analýzy organelární DNA a využití této informace pro studium genetické 

struktury, variability a fylogenetického vývoje lesních dřevin u konkrétního druhu 

smrku ztepilého (Picea abies (L.) H. Karst.). Tento cíl byl splněn a práce se zaměřuje 

zejména na chloroplastovou a mitochondriální DNA. Bylo prostudováno více než 

50 odborných článků a publikací se zaměřením na mimojaderné genomy a jejich 

využití. Součástí bakalářské práce je také vytvoření dvou teoretických metodik analýzy 

mitochondriální a chloroplastové DNA a ověření jedné z nich. Metodika chloroplastové 

DNA byla navržena na základě vybraných parametrů po vzoru ověřených metodik 

z vědeckých publikací zejména od Vendramina a kol. (1996). Dále byla prakticky 

ověřena v molekulárně-genetické laboratoři FLD pomocí dvou vybraných markerů 

nad rámec zadání práce. U mitochondriální DNA byla navržena metodika na základě 

publikace od Gugerliho a kol. (2001) a je v této práci teoreticky popsána. Minimální 

počet zdrojů citovaných v rešerši byl v cílech práce stanoven na 50. Tento cíl byl 

výrazně překročen a celá práce čítá 111 citovaných zdrojů.  
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