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1. ÚVOD 

 

�HSND� MH� Y� VRXþDVQp� GRE�� SRYDåRYiQD� ]D� vysoce výkonnou univerzální plodinu. 

Vzhledem k MHMtPX�YãHVWUDQQpPX�Y\XåLWt� VH� MHGQRWOLYp� RGU$G\� �HSN\� UR]G�OXMt� ] hlediska 

REVDKX� MHGQRWOLYêFK� PDVWQêFK� N\VHOLQ� QD� RGU$G\� YKRGQp� SUR� SRWUDYLQi�VNp� þL� SUR�
SU$P\VORYp�~þHO\� �QRQ� IRRG��QHER�QD�RGU$G\� V vícenásoEQêP�Y\XåLWtP��'RFKi]t� WDN� L� N�
VWiOH� Y]U$VWDMtFtP� QiURN$P�S�L� MHMtP� ãOHFKW�Qt�� =iNODGQtPL� ãOHFKWLWHOVNêPL� SRVWXS\� YåG\�
E\OR�N�tåHQt�D�GORXKRGREê�YêE�U�QD�SRåDGRYDQp�]QDN\�D�YODVWQRVWL��âOHFKWLWHOVWYt�WHG\�E\OR�
S�HYiåQ�� ]DORåHQR� QD� WUS�OLYpP� D� þDVRY�� QiURþQpP� KRGQRFHQt� IHQRW\SX� WLVtF$� URVWOLQ��
Vzhledem k WRPX��åH�Y\QDORåHQi�SUiFH�S�L�WYRUE��QRYp�RGU$G\�MH�]GORXKDYi�D�QRY��X]QDQp�
RGU$G\� Y�WãLQRX� MHQ� PiOR� S�HY\ãXMt� W\� VWiYDMtFt�� MH� Y\XåLWt� PROHNXOiUQtFK� PHWRG� YH�
ãOHFKW�Qt�þtP�GiO�QH]E\WQ�Mãt�VRXþiVWt� 

Nástupem� PROHNXOiUQt� JHQHWLN\� GR� REODVWL� ãOHFKW�Qt� WDN� GRFKi]t� N výraznému 

XVQDGQ�Qt�� ]S�HVQ�Qt� D� Y�Wãt� NRQWUROH� S�L� ãOHFKWLWHOVNp� SUiFL�� 6 S�LEêYDMtFtP� PQRåVWYtP�
LQIRUPDFt� R� IXQNFtFK� MHGQRWOLYêFK� JHQ$� Y geonomu rostlin se stávají podobné metody 

NOtþRYp� N získání SRåDGRYDQêFK� YODVWQRVWt�� -DNPLOH� VH� SRGD�t� LGHQWLILNRYDW� DOHVSR�� þiVW�
JHQ$�� NWHUp� SRGPL�XMt� HNRQRPLFN\� Yê]QDPQp� NYDQWLWDWLYQt� ]QDN\� �47/��� YHOPL� U\FKOH�
Y]URVWH�Yê]QDP�YêE�UX�QD�]iNODG��PDUNHU$��0$6��PDUNHU�DVVLVWHG�VHOHFWLRQ�� 

 

&tOHP�WpWR�SUiFH�E\OR�Y\XåLWt�PROHNXOiUQtFK�PHWRG�N�DQDOê]H�JHQ$��HSN\��NWHUp�MVRX�
]DSRMHQ\� GR� DXWRLQNRPSDWLELOQt� �$,�� UHDNFH�� �HSND�� NWHUi� MH� S�LUR]HQ�� NRPSDWLELOQt� D�
DORWHWUDSORLGQt�� VH� MDNR� PRGHORYê� GUXK� QHKRGt�� -HMt� JHQRP� MH� YãDN� WYR�HQ� ] diploidních 

JHRQRP$� B. oleracea a B. rapa. AI se jeví jako velmi perspektivní mechanismus pro 

K\EULGQt� ãOHFKW�Qt� �HSN\�� DYãDN� S�LUR]HQ�� VH� Y\VN\WXMtFt� $,� OLQLH� �HSN\� MVRX� SRP�UQ��
Y]iFQp�� âOHFKW�Qt� W�FKWR� OLQLt� MH� QDYtF� REWtåQp� Y]KOHGHP�N recesivnímu typu AI, který je 

v WRPWR�PDWHULiOX�E�åQê��3URFHV�ãOHFKW�Qt�E\�WDN�PRKO�EêW�SRPRFt�PRåQRVWL�YþDVQp�VHOHNFH�
QD� $,� JHQRW\S\� QDYUåHQp� QD� ]iNODG�� ]QDORVWL� IXQNþQtFK� DOHO� JHQ$� Y AI reakci velice 

XVQDGQ�Q�� 
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1D� ]iNODG�� YKRGQpKR� JHQHWLFNpKR� PDUNHUX� O]H� WHG\� ]HIHNWLYQLW� YêE�U�
šlechtitelského materiálu a identifikovat AI linie s Y\VRNRX� ~þLQQRVWt� UHDNFH� SRW�HEQp�
k K\EULGQtPX� ãOHFKW�Qt�� 9HOLFH� YKRGQRX� WHFKQLNRX� MH� Y\XåLWt� 3&5� D� WR� Y]KOHGHP� N její 

QHQiURþQRVWL�QD�þDV�L�ILQDQFH� 
Vzhledem k Y\VRNp�]DKUDQLþQt�NRQNXUHQFL�D�N�SRGPtQNiP��YH�NWHUêFK� W\WR� ILUP\�

operují V� QHPDORX� ILQDQþQt� SRPRFt� D� VWiOH� QDU$VWDMtFtP� Y�GHFNêP� SR]QDWN$P� MH� QXWQp��
v UiPFL� ]DFKRYiQt� MDN� þHVNêFK� RGU$G� �HSN\�� WDN� L� þHVNêFK� ILUHP�� ]NUiWLW� D� ]HIHNWLYQLW�
šlechtitelský proces.  
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2. �/,7(5È51Ë�3�(+/(' 

2.1. âOHFKW�Qt�K\EULGQt��HSN\ 

�Hpka (Brassica napus var. arvensis�� MH� VSRQWiQQtP� N�tåHQFHP� B. oleracea 

(2n = 18) s B. campestris (syn. rapa) (2n = 20) je tedy amfiallotetraploid s 38 chromozomy 

�REU�� ������ =D� S$YRGQt� JHQRYp� FHQWUXP� MH� SRYDåRYiQD� VW�HGRPR�VNi� REODVW� �9$âÈ.��
�������-H��D]Hna do rodu brukev (Brassica) a spolu s dalšími asi 170 rody a 2000 druhy do 

þHOHGL� EUXNYRYLWêFK� �Brassicaceae) (DIEPENBROCK et al., 1999) Z Y�Wãt� þiVWL� MH� �HSND�
samosprašná v ]iYLVORVWL� QD� URþQtNX� D� RGU$G��� 9\VN\WXMH� VH� YãDN� L� Y\VRNê� SRGtO�
cizosprášení (30 –������]iYLVHMtFt�QD�~þDVWL�KP\]X��]HMPpQD�YþHO��DQHPRFKRULL�D�JHQHWLFNp�
GLVSR]LFL��-H��D]HQD�PH]L�VHGP�QHMYê]QDPQ�MãtFK�ROHMQLQ�S�VWRYDQêFK�YH�VY�W���� 

&tOHP�ãOHFKW�Qt�WpWR�ROHMQLQ\�MH�Y\VRNê�YêQRV�ROHMH�S�L�ROHMQDWRVWL�S�HV������REVDKX�
SURWHLQX� S�HV� ���, z PDVWQêFK� N\VHOLQ� E\� VH� SUR� OLGVNRX� YêåLYX� QHP�OD� Y\VN\WRYDW�
N\VHOLQD� HUXNRYi�� N\VHOLQD� OLQRORYi� SRG� ���� D� OLQROHRYi� PD[LPiOQ�� ���� 2EVDK�
JOXNRVLQROiW$� �*6/�� E\� P�O� EêW� PD[LPiOQ�� ����� �GR� ��� �PRO�J-1 RGWXþQ�OpKR� VHPHQH�
(GRAMAN, 1995)) D� VQtåLW� E\� VH� P�O� i obsah vlákniny. Kvalita oleje je kontrolována 

geneticky (CHLOUPEK, 1995). 

Biosyntézu mastných kyselin v URVWOLQiFK� O]H� HQ]\PDWLFN\� NRQWURORYDW� WXGtå� L�
JHQHWLFN\� D� MH� PRåQp� MHM� WHG\� P�QLW�� 7tPWR� ]S$VREHP� E\OR� Y\ãOHFKW�QR� PQRKR� RGU$G�
S�L]S$VREHQêFK�N�GDQpPu ~þHOX�]SUDFRYiQt� 

3UR� ]tVNiQt� D� SURGXNFL� K\EULGQtKR� RVLYD� X� �HSN\� MH� QXWQp� SURYpVW� �t]HQp� RS\OHQt�
s Y\XåLWtP� JHQRYp� �MDGUQp��� F\WRSOD]PDWLFNp� þL� F\WRSOD]PDWLFNR-genové (CMS) pylové 

VWHULOLW\��-HYX�S\ORYp�VWHULOLW\�VH�Y\XåtYi�N produkci hybridního osiva. 'tN\�S\ORYp�VWHULOLW��
RGSDGi�QXWQRVW�QiURþQp�UXþQt�NDVWUDFH�X�PDWH�VNêFK�URVWOLQ� 
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Obr. 2.1. Brassica napus - vznik 

 

(http://www.directfocus.com/canolamanual/chapter2.html) 

 

2.2. �t]HQp�RS\OHQt 
K ]DEUiQ�Qt�VDPRVSUiãHQt�VH�X��HSN\�ROHMQp�Y\XåtYi�Q�NROLN�V\VWpP$�D�WR��MDGHUQp�

VDPþt� VWHULOLW\� �*06��� F\WRSOD]PDWLFNp� IRUP\� VDPþt� VWHULOLW\� �&06��� JHQRY�-

cytoplazmatické formy pylové sterility a autoinkompatibility� �21'�(-�� '52%1Ë.��
2002). 

 

2.2.1. -DGHUQi�VDPþt�VWHULOLWD� 
Praktický význam pylové sterility (GMS) v klasických šlechtitelských postupech 

VSRþtYi� S�HGHYãtP�Y QXFHQpP�FL]RVSUiãHQt� SUR� SURGXNFL� KHWHUR]QtKR� RVLYD� ��(3.29È��
RELICHOVÁ, 2001). Pylová sterilita se projeYXMH� QHMþDVW�ML� GHIRUPDFt� SUDãQtN$�� MHMLFK�
]DNUQ�QtP�D�Q�NG\�EêYi�MHMtP�SURMHYHP�WDNp�QHåLYRWQê�S\O� 

-DGHUQi�VDPþt�VWHULOLWD�MH�GHWHUPLQRYiQD�S�HYiåQ��UHFHVLYQt�DOHORX�MHGQRKR�JHQX�D�
MH� VSRURI\WLFNpKR� W\SX�� QHVH� R]QDþHQt� PV� �PDOH� VWHULOH��� QHER� UI�� 3UDNWLFN\� Y\XåLWHOQp�
GRPLQDQWQt� IRUP\� JHQ$� 0V� D� 5I� E\O\� LQWURGXNRYiQ\� GR� �HSN\� R]LPp� WDNp� WHFKQLNRX�
transformace pomocí Agrobacterium� Y� NRPELQDFL� V� WROHUDQFt� Y$þL� KHUELFLG$P�� /LQLH�
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s S\ORYRX�VWHULOLWRX�KRPR]\JRWQt�SUR� UHFHVLYQt�JHQ�� VH�XGUåXMt�N�tåHQtP�S\ORY�� VWHrilních 

rostlin s IHUWLOQtPL� �21'�(-��'52%1Ë.�� ������� 3RORYLQD� URVWOLQ� MH� SDN� S\ORY�� VWHULOQt��
GUXKRX� SRORYLQX� WYR�t� KHWHUR]\JRWL�� NWHUp� MH� QXWQp� D� YãDN� YHOPL� VORåLWp� RGVWUDQLW�
z PDWH�VNêFK�OLQLt��78�HW�DO�������� 

 

2.2.2. Transgenní pylová sterilita 

Pylová sterilLWD�SRGPtQ�Qi�WUDQVJHQR]t�MH�VSRURI\WLFNpKR�W\SX�VWHMQ�� MDNR�NODVLFNê�
MDGHUQê� W\S�S\ORYp�VWHULOLW\��DOH� MH�GRPLQDQWQt��3R�N�tåHQt�S\ORY�� VWHULOQtFK�GRPLQDQWQtFK�
KRPR]\JRW$� V UHFHVLYQtPL� S\ORY�� IHUWLOQtPL� KRPR]\JRW\� Y]QLNDMt� S\ORY�� VWHULOQt�
heterozygoti. PoNXG�YãDN�MVRX�SORG\�D�VHPHQD�SURGXNWHP�SORGLQ\��NXNX�LFH��UDMþDWD���HSND�
DWG����MH�W�HED��DE\�URVWOLQ\�)1�JHQHUDFH�E\O\�~SOQ��IHUWLOQt��3URWR�GUXKê�SDUWQHU�N�tåHQt�PXVt�
PtW� JHQ�� NWHUê� IXQJXMH� MDNR�REQRYLWHO� IHUWLOLW\��7HQWR� V\VWpP�Y\XåtYi� FKLPpULFNpKR� JHQX 

pro barnázu z Bacillus amyloliquifaciens. Barnáza je extracelulární vysoce aktivní 

nukleáza této bakterie, která degraduje jak RNA, tak DNA. Je syntetizována jako neaktivní 

pre-proenzym, k MHKRå� MHGQp� ~SUDY�� GRFKi]t� S�L� RSXãW�Qt� EDNWHULiOQt� EX�N\� D� RGVWUDQ�Qt�
VLJQiOQtKR� SHSWLGX�� 7HSUYH� YQ�� EDNWHULiOQtFK� EXQ�N� GRFKi]t� NH� GUXKp� ~SUDY�� D� Y]QLNX�
aktivního enzymu. V EDNWHULiOQtFK� EX�NiFK� VRXþDVQ�� H[LVWXMH� YQLWUREXQ�þQê� LQKLELWRU��
SURWHLQ�EDUVWDU��NWHUê�Pi����DPLQRN\VHOLQ��3�tVOXãQê�JHQ�E\O� URYQ�å�NORQRYiQ��8SUDvený 

]NUiFHQê�JHQ�SUR�EDUQi]X� �]EDYHQê�VHNYHQFt�� MHå� MVRX�X�Y]QLNOpKR�SURWHLQX�XSUDYRYiQ\��
E\O�]D�D]HQ�]D�SURPRWRU�VSHFLILFNê�SUR�WDSHWRYRX�YUVWYX�EXQ�N�WDEiNX��R]QDþHQ�7$����D�
YQHVHQ� WUDQVJHQR]t� GR� JHQRPX� WDEiNX� D� �HSN\� ROHMQp�� 7tP� ]S$VRELO� VHOHNWLYQt� GHVtrukci 

WDSHWRYêFK� EXQ�N� SUDãQtN$� D� QiVOHGQ�� GHJHQHUDFL� S\ORYêFK� ]UQ�� 6WHMQê� YOLY� P�O� L�
chimérický gen pro ribonukleázu T1 z Aspergillus oryzae s promotorem TA29. Pokud se 

SRXåLMH� REGREQêP� ]S$VREHP� Y jiné transgenní linii gen barstar se stejným promotorem, 

SDN�WDWR�OLQLH�P$åH�S$VRELW�REGREQ��MDNR�REQRYLWHO�IHUWLOLW\�S�L�NODVLFNp�F\WRSOD]PDWLFNR-

MDGHUQp�S\ORYp�VWHULOLW����(3.29È��5(/,&+29È�������� 
 

2.2.3. &\WRSOD]PDWLFNi�VDPþt�VWHULOLWD 

&\WRSOD]PDWLFNi� S\ORYi� VWHULOLWD� MH� NRQWURORYiQD� YêOXþQ�� IDNWRU\� S�tWRPQêPL� Y�
cyWRSOD]P�� D� Y\VN\WXMH� VH� YHOPL� Y]iFQ��� *HQRY�� –� F\WRSOD]PDWLFNi� VWHULOLWD� MH� þDVWR�
R]QDþRYiQD� MDNR� F\WRSOD]PDWLFNi� VDPþt� VWHULOLWD� &06� �F\WRSOD]PDWLF� PDOH� VWHULOLW\���
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&\WRSOD]PDWLFNp� IDNWRU\� VDPþt� VWHULOLW\� �SOD]PRW\S\�� VSROXS$VREt� V� MHGQtP� QHER� L� YtFH�
páreP�DOHO�� ]� QLFKå� MHGQD� MH� SOD]PRQ-VHQ]LWLYQt� D� V� SOD]PRW\SHP�6� GiYi� S\ORY�� VWHULOQt�
URVWOLQ\�� 7DWR� DOHOD� MH� Y�WãLQRX� UHFHVLYQt� D� R]QDþXMH� VH� rf nebo ms. Dominantní alela Rf 

REQRYXMH�V�SOD]PRW\SHP�6�IHUWLOLWX���tNi�VH�Mt�SURWR�REQRYLWHO�IHUWLOLW\��UHVWRUHU���8��HSN\�VH�
Y\VN\WXMH� Q�NROLN� W\S$� F\WRSOD]PDWLFNp� S\ORYp� VWHULOLW\�� NWHUp� PDMt� S$YRG� YH�
YQLWURGUXKRYpP� L� PH]LGUXKRYpP� N�tåHQt�� S�tSDGQ�� YH� VSRQWiQQt� PXWDFL�� 9 OLWHUDWX�H� MH�
SRSViQR���W\S$��DOH�QHMYê]QDPQ�Mãt�MVRX���W\S\� 

CMS nap –�QHM]QiP�Mãt�MH�W]Y��V\VWém „Bronowski“, který pochází z N�tåHQt�RGU$G�
R]LPp�D�MDUQt��HSN\�V SROVNRX�RGU$GRX�Ä%URQRZVNL³��6WHULOLWX�S\OX�NRQWUROXMt�GYD�MDGHUQp�
geny (rf1rf1, rf2rf2). Systém je však nestálý, podléhá vlivu teploty vzduchu. Byl poprvé 

popsán Thompsonem v roce 1972, sWHMQê� W\S� REMHYLOL� 6KLJD� D� 2ENDZD�� 1�NG\� MH� SURWR�
WHQWR� V\VWpP� QD]êYiQ� Wpå� 6KLQJD� – Thompson (BARTKOWIAK – BRODA, 1991). 

3RGREQê�MH�VYêP�SURMHYHP�L�QHVWiORVWt� W\S�&06�FDP��R]QDþRYDQê�WDNp�MDNR�ÄMDSRQVNê³��
pocházející z druhu B. campestris. Je geneticky shodný s prvním typem a souvisí 

s genomem BB. 

CMS pol – objevený v SRSXODFL� MDUQt� �HSN\� Ä3ROLPD³�� NWHUê� MH� JHQHWLFN\�
SRGPtQ�Qê� JHQRW\SHP� UIUI�� -VRX� ]QiP\� L� REQRYLWHOp� V 5I� JHQ\�� -H� PpQ�� VWDELOQt�
(BARSBY, 1987).  

CMS jun – pochází z NROHNFH� RGU$G� GUXKX� B. juncea�� Y\]QDþXMH� VH� Y\VRNRX�
VWDELOLWRX�D�PRåQRVWt�REQRY\�IHUWLOLW\� 

CMS ogu – pochází z MDSRQVNp� �HGNYH�GUXKX�Raphanus sativus (OGURA, 1968). 

'R� �HSN\�E\OD�S�HQHVHQD�PH]LURGRYêP�N�tåHQtP�SR�S�HQRVX� MiGUD�GUXKX�B. oleracea do 

cytoplazmy druhu Raphanus sativus. 

V SUDNWLFNpP�Y\XåLWt�&06�QDVWiYi�L�QDGiOH�SUREOpP�YKRGQêFK�XGUåRYDWHO$�VWHULOLW\�
D�KODYQ��]tVNiQt�~þLQQêFK�REQRYLWHO$�IHUWLOLW\�V 5I�JHQ\��EH]�QHJDWLYQtKR�RYOLYQ�Qt�GDOãtFK�
]QDN$�D�YODVWQRVWt��%$57.2:,$.�– BRODA 1991). 

 

3UR� WYRUEX� K\EULG$� QD� Ei]L� &06� O]H� Y\XåtW� V\VWpP�� NWHUê� VH� VNOiGi� ]H� W�t�
NRPSRQHQW$��12$&.�HW�DO��������� 

���VWHULOQt�PDWH�VNi�OLQLH�SURGXNXMtFt�SRVOp]H�K\EULGQt�RVLYR 

���IHUWLOQt�XGUåRYDWHO�VWHULOLW\�VORXåtFt�N QDPQRåHQt�VWHULOQt�OLQLH 
���REQRYLWHO�S\ORYp�IHUWLOLW\�Y\XåtYDQê�MDNR�RWFRYVNi�RGU$GD 
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2.3. Autoinkompatibilita 

$XWRLQNRPSDWLELOLWD��$,��MH�PHFKDQLVPXV��NWHUêP�URVWOLQD�]DEUD�XMH�VDPRRS\OHQt��
3RGVWDWRX� WRKRWR�PHFKDQLVPX� MH� VFKRSQRVW� URVWOLQ\� UR]SR]QDW� YODVWQt� S\O� D� XNRQþLW� MHKR�
YêYRM� MHãW�� S�HG� RSOR]HQtP��1D� UR]GtO� RG� MLQêFK� UR]SR]QiYDFtFK� V\VWpP$� �QDS��� VDYþtKR�
imunitního systému), zde dochází k DNWLYDFL� S�tVOXãQêFK� GUDK� SRX]H� S�L� VW\NX� V vlastní 

tkání. 

$XWRLQNRPSDWLELOLWD�VH�G�Ot�GR�GYRX�W\S$�D�WR�VSRURI\WLFNpKR�D�JDPHWRI\WLFNpKR��8�
sporofytického typu dochází k interakci exiny s papilárQtPL� EX�NDPL� EOL]Q\�� -GH� WHG\� R�
VW\N� GYRX� GLSORLGQtFK� WNiQt�� =GD� EXGH� URVWOLQD� DXWRLQNRPSDWLELOQt� MH� XUþHQR� JHQRPHP�
URGLþRYVNp�URVWOLQ\��8�JDPHWRI\WLFNpKR�W\SX�VSROX�LQWHUDJXMt�KDSORLGQt�OiþND�V diploidními 

WNi�HPL�EOL]Q\�D�þQ�ON\�� 
9�WãLQD� V\VWpP$� DXWRLQNompatibility je pod kontrolou jednoho mnohoalelového 

S-ORNXVX� �V� Y\MtPNRX� þHOHGL� Poaceae, kde jsou lokusy dva S a Z). Sporofytická AI je 

FKDUDNWHULVWLFNi� SUR� þHOHGL�� Brassicaceae (brukvovité) a Asteraceae� �KY�]GQLFRYLWp���
Gametofytická AI je charakteristicNi�SUR�þHOHGL��6olanaceae (lilkovité), Scrophulariaceae 

�NUWLþQtNRYLWp��� Rosaceae� �U$åRYLWp��� Papaveraceae (mákovité) a Poaceae (lipnicovité) 

(HISCOCK et al., 1993).  

AI je z ãOHFKWLWHOVNpKR�KOHGLVND�YHOLFH� åiGDQêP�]QDNHP��SURWRåH�S�L� N�tåHQt� GYRX�
AI linií�MH�PRåQR�]tVNiYDW�K\EULGQt�SRWRPN\�] RERX�URGLþRYVNêFK�OLQLt��QD�UR]GtO�RG�&06��
NGH� MVRX�SRW�HED� OLQLH�RS\ORYDþ$�� ]H�NWHUêFK� VH� QHVNOt]t� RVLYR�� FRå� MH� HNRQRPLFN\�PpQ��
YêKRGQp���3UR�XGUåRYiQt�$,�OLQLt�MH�QDYtF�PRåQR�$,�UHDNFL�SRWODþLW�SRVW�LNHP�VROL��1D&O�. 
3�tEX]Qp� GUXK\�B. oleracea a B. rapa (syn. campestris�� MVRX� E�åQ�� DXWRLQNRPSDWLELOQt��
�HSND� ROHMQi� DPILGLSORLG� W�FKWR� GYRX� GUXK$� �REVDKXMH� MHGHQ� GLSORLGQt� JHQRP� ] NDåGpKR�
GUXKX��� NWHUi� MH� HNRQRPLFN\� Yê]QDPQ�Mãt� MH� Y QDSURVWp� Y�WãLQ�� S�tSDG$� VDPRVSUDãQi�
(kompatibilní). 

 

2.3.1. *HQ\�RGSRY�GQp�]D�$,�UHDNFL 
3�L�KOHGiQt�JHQHWLFNpKR�]DORåHQt�DXWRLQNRPSDWLELOLW\��VH�]MLVWLOR��åH�MH�NRQWURORYiQD�

S-ORNXVHP�� �VWHULOLW\� ORFXV�� NWHUê� Pi� YHONê� SRþHW� DOHO� �2&.(1'21�� ������� -HGQRWOLYp�
DOHO\�WRKRWR�ORNXVX��QD]êYDQp�Wpå�S-alely,�E\O\�SRGOH�VYpKR�~þLQNX�UR]G�OHQ\�GR�GYRX�W�tG�
SRGOH�W\SX�G�GLþQRVWL��W\S�,��GRPLQDQWQt��D�W\S�,,��UHFHVLYQt���3UYQt�W\S�VH�Y\]QDþXMH�VLOQRX�
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AI reakcí (0 –����VHPHQ�QD�ãHãXOL��D�GRPLQDQFt�QDG�W\SHP�,,��7\S�,,�VH�Y\]QDþXMH�VODEãt�$,�
reakcí (10 – 30 semen na šešuli) a recesivitou vzhledem k typu I (NASRALLAH et al., 

1991) Molekulární analýza S-ORNXVX�XNi]DOD��åH�REVDKXMH�PLQLPiOQ�� W�L�JHQ\�RGSRY�GQp�
za AI reakci. Tyto geny jsou v W�VQp� YD]E�� D� YãHFKQ\� VH� Y\]QDþXMt� Y\VRNêP� VWXSQ�P�
SRO\PRUIL]PX��7�PLWR�W�HPL�Jeny jsou: SLG (S-locus glycoprotein, 1,3 kb), SRK (S-locus 

receptor kinase, 3,5 kb) SCR (S-locus cysteine rich protein) (NASRALLAH et al., 1994, 

STEIN et al., SUZUKI et al., 1999).  

 

Gen SLG kóduje sekreci glykoproteinu, který je syntetizován v papilárních 

EX�NiFK� E�KHP� ]UiQt� EOL]HQ�� 3�HVWRåH� VH� Y\VN\WXMH� Y mnoha alelických formách v jeho 

sekvenci se vyskytují konzervované motivy, 12 cysteinových reziduí v blízkosti C-konce a 

GY�� 1-JO\NRVLODþQt� PtVWD�� NWHUi� MVRX� SDWUQ�� QXWQi� SUR� QRUPiOQt� IXQNFL� 6/*� SURWHLQX. 

6HNYHQþQt�DQDOê]D�6/*�DOHO�SRWYUGLOD�UR]G�OHQt�S-ORNXV$�GR�GYRX�W�tG��6/*�JHQ\�W�tG\�,,�
�UHFHVLYQt�� REVDKXMt� SREOtå� ��NRQFH� ���� ES� GORXKê� LQWURQ�� ]DWtPFR� 6/*� W�tG\� ,� QLNROLY��
9]iMHPQi� VHNYHQþQt� SRGREQRVW� RERX� W�tG� MH� DVL� ��� ��� 1�NWHUp� JHQ\� 6/*� ,,� QDYtF�
pURGXNXMt� NURP�� VHNUHWRYDQp� IRUP\� PHFKDQLVPHP� DOWHUQDWLYQtKR� VSOLFLQJX� MHãW�� IRUPX�
Yi]DQRX�QD�EXQ�þQRX�PHPEUiQX��3RGD�LOR�VH�RYãHP�SURNi]DW��åH�WHQWR�IHQRPpQ�QHQt�ViP�
R�VRE��S�tþLQRX�UHFHVLYLW\�NH�JHQ$P�W�tG\�,��+$7$.(<$0$�HW�DO����������6/*�E\O�SUYQt�
inten]LYQ�� VWXGRYDQê� JHQ� S-lokusu, jeho funkce je však zatím nejasná. V SRORYLQ��
devadesátých let byly objeveny AI linie, které produkovaly nízkou hladinu exprese SLG. 

7XWR� VNXWHþQRVW� SRWYUGLO\� SRNXV\� V WUDQVJHQQtPL� �HSNDPL��8Ni]DOR� VH�� åH�6/*� MH� SDWUQ��
nutný pUR�QRUPiOQt�IXQJRYiQt��QXWQi�DOHVSR��ED]iOQt�H[SUHVH�6/*���QLFPpQ��VtOD�H[SUHVH�
6/*� QHNRUHOXMH� VH� VOHGRYDQRX� VLORX� $,� UHDNFH�� 3RGOH� SRVOHGQtFK� YêVOHGN$�� EH]� 6/*�
Y\WYi�t� SURWHLQ� 65.� Y\VRNRPROHNXOiUQt� VKOXN\�� NWHUp� ]DEUD�XMt� QRUPiOQt� IXQNFL� 65.�
(DIXIT et al., 2000). 

 

'UXKêP� G$OHåLWêP� JHQHP� S-lokusu je SRK, který kóduje serin-threoninovou 

NLQi]X� VNOiGDMtFt� VH� ]H� W�t� GRPpQ�� ([WUDFHOXOiUQt� �UHFHSWRURYi� QHER� S-doména) doména 

Y\ND]XMH�]QDþQRX�KRPRORJLL�N 6/*��Y]iMHPQi�SRGREQRVW�YãDN�QHQt�]iYLVOi�QD�S�tVOXãQRVWL�
k XUþLWpPX� KDSORW\SX�� GRNRQFH� DQL� GUXKX�� ]H� NWHUpKR� 6/*� D� 65.� SRFKi]HMt�
(CHARLESWORTH, AWALDA, 1998)) a obsahuje stejné konzervované motivy 

(12 cysteinových reziduí a N-JO\NRVLODþQt�PtVWD���6-doména je spojena transmembránovou 
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doménou s doménou kinázovou, která má ser/thr kinázovou aktivitu (GORING, 

ROTHSTEIN, 1992). Tato doména je podobná kinázám, které se podílejí na obraných 

UHDNFtFK� URVWOLQ� SURWL� SDWRJHQ$P��1�NWH�t� DXWR�L� SURWR� VRXGt�� åH�$,� E\�PRKOD�PtW� S$YRG�
SUiY�� Y obraných reakcích (PASTUGLIA et al., 1997). V S3 lokusu B. oleracea se 

SRGD�LOR� QDOp]W� ]NUiFHQRX� IRUPX� 65.� W]Y�� H65.� �H[WUDFHOOXODU� GRPDLQ� RI� 65.��� NWHUi�
obsahuje pouze S-GRPpQX�D�QHQt�Yi]iQD�QD�EXQ�þQRX�PHPEUiQX��3RGREQp�]NUiFHQp�IRUP\�
receptorových kináz byly nalezeny i v åLYRþLãQêFK� VLJQiOQích drahách (PDGF receptor, 

EGF receptor, (GIRANTON et al., 1995)). SRK se po navázání SCR aktivuje. Na 

IRVIRU\ORYDQRX� NLQi]RYRX� GRPpQX� VH� SDN� YiåH� VSHFLILFN\� SURWHLQ� $5&� �$UP� 5HSHDW�
3URWHLQ�� �*8� HW� DO��� ������ 6721(� HW� DO��� ������� NWHUê� SUDYG�SRGREQ�� SURVW�HGQLFWYtP�
GDOãtFK� IDNWRU$� UHJXOXMH� þLQQRVW� DTXDSRULQ$� �X� �HSN\�02'� OLNH� SURWHLQ�� ]QiPD� PXWDFH�
PRG�� ]S$VREXMtFt� NRPSDWLELOQt� IHQRW\S�� Y SDSLOiUQtFK� EX�NiFK�� þtPå� MH� EORNRYiQD�
K\GUDWDFH�DGKHUXMtFtFK�S\ORYêFK�]UQ�D�WtP�XNRQþHQ�YêYRM�S\ORYpKR�]UQD� 

Tyto dva gHQ\� MVRX� SRYDåRYiQ\� ]D� JHQ\�� NWHUp� VH� SRGtOt� QD� VFKRSQRVWL� EOL]Q\�
UR]H]QDW� S�tEX]Qê� D� QHS�tEX]Qê� S\O�� 2ED� JHQ\� MVRX� Y\VRFH� SRO\PRUIQt� D� MHMLFK� H[SUHVH�
E\OD�]MLãW�QD�SRX]H�QD�SRYUFKX�]UDOêFK�EOL]HQ��6$72�HW�DO���������67(,1�HW�DO��������� 

 

SCR syn. SP11 (SU=8.,�HW� DO��������� MH� W�HWt� JHQ�S-ORNXVX� �QD]êYDQê� Wpå� VDPþt�
GHWHUPLQDQW�� SRGtOHMtFt� VH� QD� $,� UHDNFL� D� S�HGVWDYXMH� VDPþt� OLJDQG�� 2G� SRORYLQ\�
GHYDGHViWêFK�OHW�E\O�LQWHQ]LYQ��KOHGiQ�JHQ��NWHUê�E\�P�O�W\WR�YODVWQRVWL��E\O�E\�Yi]iQ�QD�
S-lokus,  exprimován specificky v obalu pylových zrn a byl polymorfní. Gen 

SRåDGRYDQêFK�YODVWQRVWt�E\O�REMHYHQ�Y r. 1999 (SUZUKI et al., 1999) a byl nazván SCR 

SRGOH� RVPL� NRQ]HUYDWLYQtFK� F\VWHLQRYêFK� ]E\WN$�� NWHUp� PX� GiYDMt� FKDUDNWHULVWLFNRX� �'�
VWUXNWXUX��7HQWR�JHQ�MH�S�tEX]Qê�VNXSLQ��VDPþtFK�SURWHLQ$�R]QDþRYDQêFK�MDNR�3&3��3ROHQ�
&RDW� 3URWHLQV��� R� NWHUêFK� MH� ]QiPR�� åH� PDMt� XUþLWRX� DILQLWX� N SLG a SLR1 

(DOUGHTY et al., 1998). Gen SCR je podle SCHOPFERA (1999) v JHQRYp�YD]E��V geny 

6/*� D� 65.�� 6NXWHþQRVW�� åH� 6&5� MH� VDPþtP� GHWHUPLQDQWHP� E\OD� SURNi]iQD� GY�PD�
odlišnými postupy. Za prvé byly jedinci S2 haplotypu transformováni genem SCR z S6 

haplotypu. Pyl transformovaných rostlin byl odmítán rostlinami S6 haplotypu 

�6&+23)(5� HW� DO��� ������� =D� GUXKp� VH� SRGD�LOR� XP�OH� Y\YRODW� $,� UHDNFL� SRXåitím 

rekombinantního SCR proteinu z E. coli�� 3RNXG� E\O� UHNRPELQDQWQt� SURWHLQ� XP�OH�
DSOLNRYiQ�SDSLOiUQtP�EX�NiP�VWHMQpKR�KDSORW\SX�E\O�EORNRYiQ�S\O�MDNpKRNROLY�KDSORW\SX��
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VH� NWHUêP� E\� VH� P�OD� PDWH�VNi� URVWOLQD� QRUPiOQ�� VSUDãRYDW�� 'R� GQHãND� E\OR� L]RORYiQR�
dvDFHW�U$]QêFK�DOHO�6&5��YãHFKQ\�V osmi konzervovanými cysteinovými zbytky a potvrdil 

VH� L� Y\VRNê� VHNYHQþQt� SRO\PRUILVPXV� �:$7$1$%(� HW� DO��� ������� 3RGREQp� DOHO\� JHQX�
6&5� W�tG\� ,� MDNR� X� URGX� %rassica byly objeveny u rodu Raphanus 

(OKAMOTO et al., 2004). 

Alely�JHQ$�6/*�D�65.�W�tG\�,,�PDMt�] I\ORJHQHWLFNpKR�KOHGLVND�RGOLãQê�S$YRG�QHå�
DOHO\� W�tG\� ,� �+,1$7$� HW� DO��� ������ .86$%$� HW� DO��� ������� 2EGREQp� SR]RURYiQt� E\OR�
SURYHGHQR� L� X� DOHO\� JHQX� 6&5� �6+,%$� HW� DO��� ������� 3�L� PH]LGUXKRYpP� N�tåHQt� GUXK$�
Brassica napus a Brassica oleracea se na pozadí druhu Brassica napus jevily S-alely 

druhu Brassica oleracea jako dominantní (RIPLEY, BEVERSDORF, 2003).  

Specifita je v $,�UHDNFL�XUþHQD�DOHORY��VSHFLILFNRX�LQWHUDNFt�PH]L�65.�UHFHSWRUHP�
a SCR ligandem. Z WRKR� Y\SOêYi�� åH� JHQ\� 65.� D� 6&5� VH�PXVt� Y\YtMHW� ]iURYH��� DE\� VH�
XGUåHOD�MHMLFK�LQWHUDNFH��&+22.$-251�HW�DO����������6WDWLVWLFN\�E\OR�SURNi]iQR��åH�JHQ\�
SP11 a SRK jednoho S-KDSORW\SX�X�GUXK$�Brassica oleracea i Brassica rapa se odchylují 

VRXE�åQ���6$72�HW�DO��������� 
 

2.3.2. Genetická struktura S-lokusu 

Klasickými genetickými postupy byl S-haplotyp definován jako jediný 

mendelovský lokus (S-lokus). Rekombinace mezi SLG a SRK nebyla nikdy pozorována, 

S�HVWRåH�E\OR� WHVWRYiQR����� URVWOLQ�JHQHUDFH�)2 (BOYES et al., 1997). Fyzikální hranice 

S-ORNXVX� QHMVRX� MHGQR]QDþQ�� XUþHQ\�� 7HRUHWLFN\� E\�PRKO\� EêW� KUDQLFH� 6-ORNXVX� XUþHQ\�
]DPDSRYiQtP�QHMEOLåãtFK� UHNRPELQDþQtFK� ERG$� Y RNROt� JHQ$� 6/*� D�65.� WM�� XUþLW� REODVW�
S-ORNXVX��NGH�MH�UHNRPELQDFH�VLJQLILNDQWQ��QLåãt�QHå�MH�SU$P�UQi�IUHNYHQFH�UHNRPELQDFe 

v MLQêFK� þiVWHFK� JHQRPX� SRGREQ�� MDNR� VH� SRGD�LOR� GHILQRYDW� KUDQLFH� PW� �PDWLQJ� W\SH��
ORNXVX� X� �DV\� Chlamydomonas (FERISH, GOODENOUGH, 1994). Vzhledem k nízké 

KXVWRW��PROHNXOiUQtFK�PDUNHU$� D� QXWQRVWL� WHVWRYDW� VWRYN\� MHGLQF$� )�� N detekci vzácných 

rekombinact� QHMVRX� ]DWtP� S�HVQp� KUDQLFH� 6-ORNXVX� ]QiP\��1LFPpQ�� Y]KOHGHP� N KXVWRW��
JHQ$�Y QHMEOLåãtP�RNROt�JHQ$�6/*�D�65.�VH�MHKR�YHOLNRVW�RGKDGXMH�QD����–�����NE��P$åH�
EêW�YDULDELOQt�X�U$]QêFK�6-ORNXV$�� 
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2.3.3. Metody detekce S-KDSORW\S$ 

3$YRGQ�� VH� MHGQRWOLYp�6-haplotypy identifikovaly pomocí testovacích skupin linií 

VH� ]QiPêPL� KDSORW\S\� FRå� MH� YãDN� Y]KOHGHP� NH� JHQHUDþQt� GRE�� �HSN\� þDVRY�� YHOPL�
QiURþQp� ��� P�VtF$�� X� R]LPêFK� RGU$G� MH� QDYtF� QXWQi� MDURYL]DFH��� . identifikaci jednoho 

KDSORW\SX�PH]L�QDS��� ��� MLQêPL� MH�SRW�HED�PLQLPiOQ�� ����N�tåHQt� �MVRX� QXWQi� UHFLSURþQt�
N�tåHQt��� 1DYtF� QD� VtOX�$,� UHDNFH�PDMt� YOLY� I\]LRORJLFNp� SRGPtQN\� �S�HGHYãtP� WHSORWD� D�
YOKNRVW��� SURWR� MH� QXWQp� NDåGp� N�tåHQt� Q�NROLNUiW� RSDNRYDW�� FRå� QHS�HGVWDYXMH� S�tOLã�
HIHNWLYQt�]S$VRE�LGHQWLILNDFH�MHGQRWOLYêFK�KDSORW\S$� 

Proto se v SRVOHGQtFK� GHVtWL� OHWHFK� S�HãOR� QD� LGHQWLILNDFL� SRPRFt� PROHNXOiUQtFK�
]QDN$� 6-KDSORW\S$�� 1HMVSROHKOLY�Mãt� PHWRGRX� MH� LGHQWLILNDFH� SRPRFt� 6RXWKHUQRY\�
hybridizace (NASRALLAH et al., 1985, OKAZAKI et al., 1999) pomocí prob 

specifických pro SLG nebo SRK. Vzhledem k vysokému polymorfismu S-ORNXV$��D�WXGtå�
U$]Qp� GLVWULEXFL� UHVWULNþQtFK� PtVW� Y RNROt� 6/5� D� 65.�� MH� PRåQp� SRGOH� VSHNWHU�
K\EULGL]XMtFtFK� IUDJPHQW$� UROLãLW� MHGQRWOLYp� KDSORW\S\�� 7HQWR� SRVWXS� MH� YãDN� ILQDQþQ��
QiURþQê�� Y\åDGXMH� GRVWDWHN� þDVX� D� SURWR� QHQt� ]FHOD� LGHiOQt� SUR� UXWLQQt� WHVWRYiQt� YHONpKR�
PQRåVWYt�MHGLQF$��â,021296.é�������� 

3UR� ILQDQþQt� QHQiURþQRVW� D� U\FKORVW� ]SUDFRYiQt� MHGQRWOLYêFK� Y]RUN$� MVRX� SUR�
LGHQWLILNDFL� KDSORW\SX� QHMYKRGQ�Mãt� PHWRG\� ]DORåHQp� QD� 3&5�� 3RGOH� VHNYHQFt� Y genové 

EDQFH� MH� PRåQR� QDV\QWHWL]RYDW� YKRGQH� SULPHURYp� SiU\� SUR� 6/*� QHER� 65.�� 7DNWR� MH�
PRåQp�EH]SHþQ�� UR]OLãLW�UHFHVLYQt�KDSORW\S\�RG�GRPLQDQWQtFK��9 kombinaci s UHVWULNþQtP�
ãW�SHQtP�3&5�SURGXNW$� UHVWULNþQtPL� HQ]\P\� �PHWRGD�3&5-RFLP, BRACE et al., 1993, 

199��� 1,6+,2�� 6$.$0272�� ������ MH� PRåQR� XUþLWpPX� KDSORW\SX� S�L�DGLW� NRQNUpWQt�
UHVWULNþQt�VSHNWUXP�WDNWR�Y]QLNOêFK�IUDJPHQW$��.RPELQDFt� W�t� UHVWULNWi]�VH�]DWtP�SRGD�LOR�
identifikovat všechny známé haplotypy u rodu Brassica (NISHIO et al., 1997). 

 

2.4. Molekulární markery 

2.4.1. &KDUDNWHULVWLND�D�W\S\�PROHNXOiUQtFK�PDUNHU$ 

*HQRYp� LQåHQêUVWYt� XPRå�XMH� Y\XåtYDW� SUR� FKDUDNWHUL]DFL� JHQRP$� MHGQRWOLYêFK�
RGU$G� NXOWXUQtFK� URVWOLQ�� KRVSRGi�VNêFK� ]Yt�DW� L� SUR� ]tVNiQt� LQGLYLGXiOQtKR� SURILOX�
MHGQRWOLYêFK�RVRE�PROHNXOiUQt� ]QDN\�'1$� �21'�EJ, DROBNÍK, 2002). Pomocí DNA 
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PDUNHU$� O]H� MHGQRGXãH� GHWHNRYDW� UR]GtO\� Y genetické informaci, kterou sledovaní jedinci 

QHVRX��'�tYH�E\O\�MDNR�PROHNXOiUQt�PDUNHU\�SRXåtYiQ\�S�HGHYãtP�EtONRYLQ\�D�MHMLFK�U$]Qp�
varianty, tzv. izoenzymy. V VRXþDVQp�GRE��VH�YãDN�Y\XåtYi�QHMþDVW�ML�'1$�PDUNHU$��NWHUp�
MVRX�RSURWL�L]RHQ]\P$P�YtFH�YDULDELOQt�D�PRKRX�FKDUDNWHUL]RYDW�FHOê�JHQRP���(3.29È��
5(/,&+29È���������1DUR]GtO�RG�SURWHLQRYêFK�PDUNHU$�QHMVRX�WDN�Yê]QDPQ��RYOLYQ�Q\�
SURVW�HGtP� D� QHQt� WHG\� QDUXãHQD� MHMLFK� VHOHNWLYQt� QHXWUiOQRVW�� FRå� Y Q�NWHUêFK� S�tSDGHFK�
QHEêYi� VSOQ�QR� X� L]RHQ]\PRYêFK� PDUNHU$�� QD� NWHUp� P$åH� VHOHNFH� S$VRELW� EX�� S�tPR��
nebo skrze geny vystavenými selekci, s QLPLå�EêYDMt�þDVWR�YH�YD]E���%(5*0$11�������� 

9\XåtYiQt�PROHNXOiUQtFK�PDUNHU$�Y SUD[L�]QDPHQi��åH�QHQt�W�HED�KRGQRWLW�REWtåQ��
KRGQRWLWHOQê�]QDN��QDS�tNODG�RGROQRVW�N KRXERYpPX�RQHPRFQ�Qt���DOH�MH�PRåQR�VL�Y\EUDW�
molekulární znak, který se na chromozomu nachází velmi blízko genu pro odolnost 

k KRXERYpPX� RQHPRFQ�Qt�� 9 SRWRPVWYHFK� MH� SDN� PRåQR� S�HVQ�� VOHGRYDW� S�HQRV� WRKRWR�
PROHNXOiUQtKR� ]QDNX� �QD� ]iNODG�� VRQG\� '1$�� Y ]DVWRXSHQt� QHS�HVQ�� VOHGRYDWHOQpKR�
znaku (odolnosti k KRXERYpPX� RQHPRFQ�Qt�� QDS�tNODG� SDGOt� MHþPHQH��� -H� WR� SRGVWDWQp�
]S�HVQ�Qt� D� ]YêãHQt� PRåQRVWt� Y\XåLWt� YD]ERYêFK� PDS� NXOWXUQtFK� URVWOLQ�� 0ROHkulární 

PDSRYiQt�XPRå�XMH�SRGVWDWQ��XU\FKOLW�D�]S�HVQLW�SURFHV�ãOHFKW�Qt��21'�(-��'52%1Ë.��
�������1DS�tNODG�Y S�tSDG��SRW�HE\�VWDQRYHQt�SDWRJHQQtKR�DJHQV�] vegetativního vzorku je 

]DSRW�HEt�S�L�NXOWLYDþQtFK�PHWRGiFK�PLQLPiOQ���-��WêGQ$��3�L�LPXQRORJLFNêFK�testech pak 

WDWR� GRED� þLQt� YþHWQ�� S�tSUDY\� Y]RUNX� FFD� ��� KRGLQ�� X� SRO\PHUi]RYp� �HW�]RYp� UHDNFH� MH�
PRåQR�WXWR�GREX�]NUiWLW�QD���- 4 hodiny (JANKOVSKÝ, ŠMERDA, 2003).  

3RGOH�21'�(-(� ������� O]H� VHNYHQFH�'1$�Y HXNDU\RQWQtP�JHQRPX�SRGOH�SRþWX�
RSDNRYiQt�G�OLW�QD�W�L�]iNODGQt�W\S\� 

• 9HOPL�þDVWR�VH�RSDNXMtFt�VHNYHQFH���� ���NUiW�þDVW�ML�� 
• 6W�HGQ��VH�RSDNXMtFt�VHNYHQFH��Q�NROLNUiW�Då�GHVHW�WLVtFNUiW�� 
• 1HRSDNXMtFt� VH� VHNYHQFH� �MHGLQHþQp� VHNYHQFH� – single copy 

CHLOUPEK, 1995). 

 

7\WR� VHNYHQFH� PDMt� UR]OLþQp� IXQNFH� D� Yê]QDP� �NyGXMtFt�� UHJXODþQt� D� QHNyGXMtFt�
VHNYHQFH��� -H� SURNi]iQR�� åH� Y SU$P�UX� ���� ORNXV$� URVWOLQQêFK� GUXK$� MH� SRO\PRUIQtFK�
(CHLOUPEK, 1995). 
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5R]G�OHQt�PDUNHU$�GOH�Y\XåLWt�S�L�PDSRYiQt�JHQRPX� 
 

I. typ – kódující exprimované geny, mohou být kandidátními geny pro QTL 

�4XDQWLWDWLYH� 7UDLW� /RFL��� 0DMt� Qt]NRX� KODGLQX� SRO\PRUILVPX�� MVRX� PiOR� SRXåLWHOQp� SUR�
VWXGLH� GLYHU]LW\� URGLQ� D� SRSXODFt�� 9\XåtYDMt� VH� DOH� Yê]QDPQ�� Y komparativním 

(srovnávacím) mapování. 

II. typ –� Y\VRFH� YDULDELOQt� VHNYHQFH� '1$�� =GH� VH� Y\XåtYDMt� S�edevším mikro a 

PLQLVDWHOLW\��9OLYHP�Y\VRNpKR�VWXSQ��SRO\PRUILVPX��YHONê�SRþHW�DOHO�� MVRX�PLNURVDWHOLW\�
vysoce informativní v SRSXODþQtFK�VWXGLtFK�D�S�L�XUþRYiQt�URGLþRYVWYt��D�MVRX�]iNODGHP�SUR�
YD]ERYp�PDSRYiQt�JHQ$��7\WR�PDUNHU\�QHPDMt�S�tPR�YOLY�QD�YDULabilitu znaku, ale mohou 

EêW�YH�YD]E��V QTL. 

III. typ –� MHGQRQXNOHRWLGRYp� SRO\PRUILVP\� �613��� NWHUp� PRKRX� OHåHW� XYQLW��
NyGXMtFtFK�JHQ$�� DOH� þDVW�ML� Y nekódujících intronech nebo intergenových oblastech. Jsou 

Y\XåLWHOQp� SUR� SRSXODþQt� D� URGLQQp� VWXGLH�� 9\VN\tují se v JHQRPX� S�LEOLåQ�� NDåGêFK�
500 - 1000 bp. Význam získávají s rozvojem automatických metod skreeningu (micro 

arrays) (KNOLL, VYKOUKALOVÁ, 2002). 

 

5R]G�OHQt�PDUNHU$�GOH�FKDUDNWHUX�VYpKR�SRO\PRUIL]PX� 
 

a) 3RO\PRUILVPXV�GpON\�UHVWULNþQtFK�IUDJPHQW$��5)/3�– Restriction Fragment  

Length Polymorphism). 

b) Polymorfismus v délce sekvence (SSLP – Simple Sequence Length  

3RO\PRUSKLVP���=DKUQXMH�PLNURVDWHOLW\��Wpå�R]QDþRYDQp�675�– Short Tandem Repeats) a 

PLQLVDWHOLW\� �Wpå� R]QDþRYDQp� 9175� – Variable Number Tandem RepeDW��� 6HP� SDW�t� L�
Y]iFQ��VH�Y\VN\WXMtFt�GHOHFH�QHER�LQ]HUFH�Y LQWURQRYp�þiVWL�]S$VREHQp�QDS���WUDQVSR]RQ\� 

c) 3RO\PRUILVPXV�MHGQRWOLYêFK�QXNOHRWLG$��613�– Single Nucleotide  

3RO\PRUSKLVP��� -HGQi� VH� R� ERGRYp�PXWDFH��1�NWHUp�PRKRX� EêW� GHWHNRYiQ\� MDNR�5)/3��
V S�tSDG��� åH� QHH[LVWXMH� UR]SR]QiYDFt�PtVWR� SUR� UHVWULNWi]X�� O]H� N GHWHNFL� SRXåtW� '**(�
(Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) nebo SSCP (Single Strand Conformation 

3ORO\PRUSKLVP��� S�tSDGQ�� SRX]H� VHNYHQRYiQt�� 9�WãLQRX� MVRX� WR� ELDOHOLFNp� PDUNHU\�
(KNOLL, VYKOUKALOVÁ, 2002). 
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Z KOHGLVND�SRXåLWp�PHWRG\�VH�'1$�PDUNHU\�G�Ot�QD� 
  

���PDUNHU\�]DORåHQp�QD�SRO\PHUi]RYp��HW�]RYp�UHDNFL 
���PDUNHU\�]DORåHQp�QD�K\EULGL]DFL�'1$ 

 

2.4.2. 7HFKQLN\�]DORåHQp�QD�SRO\PHUi]RYp��HW�]RYp�UHDNFL 
Rozdíly mezi metodami, spadajícími do této kateJRULH��VSRþtYDMt�Y U$]QêFK�GpONiFK�

D� VHNYHQFtFK� SRXåLWêFK� SULPHU$�� S�tVQRVWt� 3&5�SRGPtQHN� D�PHWRGRX� VHSDUDFH� D� GHWHNFH�
IUDJPHQW$� �.$53�� (':$5'6�� ������� 9ãHFKQ\� 3&5� WHFKQLN\� SRXåtYDMt� N amplifikaci 

'1$�SURGXNW$��YþHWQ��SURGXNW$�RGYR]HQêFK�] RNA) primery. 

 

2.4.2.1. PCR  

3RO\PHUi]RYi� �HW�]RYi� UHDNFH� �3RO\PHUDFH� &KDLQ� 5HDFWLRQ�� MH� PHWRGD� in vitro 

DPSOLILNDFH�VSHFLILFNpKR�IUDJPHQWX�'1$�R�]QiPp�VHNYHQFL�ED]t��3RGPtQNRX�SRXåLWt�WpWR�
metody je znalost sekvence v EH]SURVW�HGQtP� VRXVHGVWYt� ~VHNX� '1$� XUþHQpKR�
k amplifikaci. Vlastní sekvence tohoto úseku nám však známá být nemusí. Pomocí této 

PHWRG\� MH� WHG\�PRåQp� VHOHNWLYQ�� QDDPSOLILNRYDW� XUþLWp� REODVWL� JHQRPX� ] Q�NROLND�PiOR�
NRSLt�GR��iGRY��ELOLRQ$�NRSLt��SRNXG�]QiPH�VHNYHQFH�OHåtFt�Y blízkosti této cílové oblasti 

(obr. 2.2).  

 

6ORåHQt�UHDNþQt�VP�VL�3&5 

∗� WHPSOiW� þL� PDWULFH� –� '1$� REVDKXMtFt� SRåDGRYDQê� ~VHN�� NWHUê� FKFHPH�
amplifikovat (amplikon). 

∗ prekurzory DNA –� GHR[\ULERQXNOHRVLGWULIRVIiW\� �G173V�� VORXåtFt� N syntéze 

SRO\QXNOHRWLGRYpKR� �HW�]FH�� NWHUp� VH� V S�LGDQêP� WHUPRVWDELOQtm enzymem 

Taq SRO\PHUi]RX�VWiYDMt�]iURGNHP�SUR�V\QWp]X�QRYpKR�YOiNQD��3RP�U�&��*��$��7�E\�P�O�
EêW�YH�VWHMQpP�PQRåVWYt� 

∗�GYRMLFH�SULPHU$� �W]Y��ÄIRUZDUG³�D�ÄUHYHUVH³��� FRå� MVRX�NUiWNp�ROLJRQXNOHRWLGRYp�
MHGQR�HW�]FRYp� VSHFLILFNp� ÄPDWULFRYp³� ~VHN\� '1$� RKUDQLþující amplikon. Primery by 

QHP�O\� EêW� PH]L� VHERX� NRPSOHPHQWiUQt�� ]HMPpQD� QD� �¶ NRQFL�� NGH� P$åH� S�HNU\Wt� GYRX�
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QHER� W�t� Ei]t� ]S$VRELW� Y]QLN� ROLJRGLPHU$� �W]Y�� SULPHU�PLVVSDLULQJ��� ]YOiãW�� S�L� QDGE\WNX�
primeru. 

∗ Mg2+�þL�MLQp�LRQW\�QH]E\WQp�SUR�'1$-polymerázu. 

∗ voda vhodná pro PCR –�UHGHVWLORYDQi��GHVWLORYDQi�D�QiVOHGQ��GHLRQL]RYDQi�DWG��
s vodivostí do 0,2 �6�PO�� 
Reakce se provádí v termocyklerech dle zvoleného programu. 

 

3�tSUDYD�3&5 

V závislosti na þHWQRVWL� Y]RUN$� GDQpKR� E�KX� MH� Y\SRþWHQR� PQRåVWYt� YêFKR]tFK 

NRPSRQHQW$�WYR�tFtFK�UHDNþQt�VP�V�D�WR�GOH�SRN\Q$�YêUREFH�GDQpKR�NLWX�� 
3�LSUDYHQi�UHDNþQt�VP�V�VH�UR]SLSHWXMH�GR�MHGQRWOLYêFK�]NXPDYHN�Y PQRåVWYtP�XYHGHQpP�
YêUREFHP� NLWX�� 'R� NDåGp� ]NXPDYN\� �NURP�� W]Y�� EH]WHPSOiWRYp� NRQWURO\�� VH� S�LGi�
S�tVOXãQê�L]ROiW�'1$��QH�HG�Qê�QHER�Y RSWLPiOQtP��HG�Qt�SRGOH�SRW�HE\�� 
 

3�L�DPSOLILNDFL�'1$�]H�VWDQRYHQêFK�Y]RUN$�VH�SRXåtYDMt�W\WR�NRQWURO\� 
 

9QLW�Qt�NRQWUROD� templátová DNA, která obsahuje úsek DNA specifický pro daný rostlinný 

druh; amplifikace tohoto úseku potvrzuje kvalitu vyizolované DNA (je schopna 

DPSOLILNDFH��� 3�L� HOHNWURIRUHWLFNpP� Y\KRGQRFHQt� Pi� GiW� RGSRYtGDMtFt� SUXK� QD� JHOX��
SRXåtYi�VH�SUR Y\ORXþHQt�IDOHãQ��QHJDWLYQtKR�YêVOHGNX� 
 

Pozitivní kontrola (P): templátová DNA, která obsahuje úsek DNA specifický pro danou 

genetickou modifikaci; amplifikace této sekvence po elektroforetickém vyhodnocení dá na 

gelu pruh odpovídající svou polohou délce této sekvence. 

 

Negativní kontrola (N): WHPSOiW��NGH�S�tVOXãQi�*0�VHNYHQFH�FK\Et��S�L�HOHNWURIRUHWLFNpP�
vyhodnocení se nesmí na gelu objevit pruh odpovídající délce této sekvence. 

 

Beztemplátová kontrola (BT): REVDKXMH� YãHFKQ\� VORåN\� 3&5� NURP�� WHPSOiWRYp� '1$��
RY��XMH�þLVWRWX�UHDNþQt�VP�VL�RG�QiKRGQp�NRQWDPLQDFH�WHPSOiWRYRX�'1$��Y\OXþXMH�IDOHãQ��
SR]LWLYQt� YêVOHGHN� DPSOLILNDFH�� 3�L elektroforetickém vyhodnocení se na gelu nesmí 

objevit pruh odpovídající délce hledané transgenní sekvence (SUCHOMELOVÁ, 2004).  
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3U$E�K�UHDNFH�3&5 

3&5� UHDNFH� VH� VNOiGi� ]H� W�t� SR� VRE�� MGRXFtFK� NURN$�� NWHUp� VH� OLãt� WHSORWQtPL�
podmínkami. 

• Teplotní denaturace dsDNA –�]DK�iWt�UR]WRNX�'1$�QD�WDNRYRX�WHSORWX��]SUDYLGOD� 
90–���&���S�L�Qtå�VH�RED�NRPSOHPHQWiUQt��HW�]FH�GYRXãURXERYLFH�]FHOD�GLVRFLXMt�RG�VHEH� 

• Teplotní hybridizace (annealing) –�S�L�Q�På�MH�UHDNþQt�VP�V�]FKOD]HQD�QD�WHSORWX� 
(35-���&� GOH� SRXåLWpKR� SULPHUX�� D� MVRX� S�LSRMHQ\� VSHFLILFNp� DPSOLILNDþQt� SULPHU\�
k 5’ NRQF$P� GYRX� MHGQRYOiNQRYêFK� PDWULFRYêFK� �HW�]F$�� .DåGê� SULPHU� MH� S�LSRMHQ�
k specifickému (komplementárnímu) místu na templátu díky své specifické sekvenci. Tak 

MH��¶�NRQFL�SULPHU$�Y\PH]HQ�GDQê�DPSlikon. 

• 6\QWp]D�GYRX�HW�]FRYp�'1$�–�SURGOXåRYiQt�SULPHU$��H[WHQVLRQ��– DNA- 

SRO\PHUi]D� NDWDO\]XMH� Y]QLN� IRVIRGLHVWHURYp� YD]E\� QHMG�tYH� PH]L� �¶� XKOtNHP� QD� NRQFL�
primeru a 5´uhlíkem prvního volného nukleotidu, dále mezi 3’uhlíkem tohoto nukleotidu a 

5´uhlíkem následujícího atd. Dochází tedy k ]DEXGRYiQt� YROQêFK� G173V� GR� QRY��
Y]QLNDMtFtKR� �HW�]FH� SRGOH� WHPSOiWRYp� '1$�� 7HQWR� �HW�]HF� MH� SURGOXåRYiQ� YH� VP�UX�
5’: �¶��)i]H�UHDNFH�REY\NOH�SUREtKi�S�L�WHSORW�����&�� 
 

7\WR� W�L� NURN\� VH� F\NOLFN\� RSDNXMt�� .DåGê� NURN� WUYi obvykle 1-�� PLQXW\�� 3RþHW�
F\NO$�VH�Y�WãLQRX�SRK\EXMH�NROHP���-��WL��S�LþHPå�PQRåVWYt�QDV\QWHWL]RYDQêFK�VHNYHQFt�
S�LEêYi�H[SRQHQFLiOQt��DGRX���n��Q� �SRþHW�F\NO$���REU������� 
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Obr. 2.2.�3U$E�K�3&5 

 

(http://upload.wikimedia.org/wikipedia/he/thumb/a/a5/PCR.gif/180px-PCR.gif)
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Obr. 2.3. Exponenciální amplifikace cílového fragmentu DNA s S�LEêYDMtFtP� SRþWHP�
F\NO$ 

 

(http://fig.cox.miami.edu/~cmallery/150/gene/c7.20.7.pcr.jpg) 
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2.4.2.2. PCR-RFLP 

3RPRFt�3&5�VH�QD�]iNODG��JHQRPRYp�'1$�DPSOLILNXMH�VSHFLILFNi�VHNYHQFH��QDS���
~VHN�JHQX���7HQWR�IUDJPHQW�'1$�VH�ãW�St�VRXERUHP�UHVWULNþQtFK�HQGRQXNOHi]��9 S�tSDG��
bodové mutace v UHVWULNþQtP�PtVW��WRWR�PtVWR�]DQLNi�QHER�QDRSDN�Y]QLNi�QRYp��7R�Pi�]D�
QiVOHGHN� Y]QLN� IUDJPHQW$� '1$� U$]Qp� YHOLNRVWL�� NWHUp� MVRX� VHSDURYiQ\� QD� DJDUy]RYpP� 
nebo PAGE gelu. Vizualizace DNA se provádí pomocí ethidium bromidu. Výhodou této 

PHWRG\� MH� MHMt� QHQiURþQRVW� D� PRåQRVW� XUþHQt� PtVWD� PXWDFH��0H]L� QHYêKRG\� SDW�t� WR�� åH�
SUDYG�SRGREQRVW� GHWHNFH� PXWDFH� �SRO\PRUIL]PX�� MH� UHODWLYQ�� Qt]Ni� D� ]iYLVt� QD� SRþWX�
SRXåLWêFK�HQ]\P$��0HWRGD�MH�YKRGQi�SUR�JHQ\�V Y�WãtP�SRO\PRUIL]PHP�QHER�QHNyGXMtFt�
VHNYHQFH��DQDOê]\�LQWURQ$���.12//��9<.28.$/29È��������� 
 

2.4.2.3. RAPD  

RAPD –� SRO\PRUIL]PXV� QiKRGQ�� DPSOLILNRYDQp� '1$� �5DQGRP� $PSOLILHG�
Polymorphic DNA) je jednou z PHWRG� ]DORåHQêFK� QD� 3&5�� 9\XåtYi� WRKR�� åH� GR�
DPSOLILNDFH� YVWXSXMH� SRX]H� MHGHQ� QiKRGQê� SULPHU� R� GpOFH� GHVHWL� QXNOHRWLG$�
(dekanukleotid). Princip metody je v WRP��åH�VH�Q�NROLNUiW�Y celém úseku studované DNA 

VWDQH��åH�SULPHU\�QDVHGQRX�QD�SURWLE�åQêFK��HW�]FtFK�'1$�Y amplifikovatelné vzdálenosti 

od sebe (do cca 4 kb). V WXWR� FKYtOL� MH� XPRåQ�QD� DPSOLILNDFH� þiVWL� '1$� PH]L� QLPL�
(obr. 2.4). 

'pOND� SRXåtYDQêFK� SULPHU$� MH� QD� GROQt� KUDQLFL� SRXåLWHOQRVWL� D� ]Y\ãXMH�
SUDYG�SRGREQRVW�� åH� Y JHQRPX�� R� Q�På� QHMVRX� N GLVSR]LFL� åiGQp� VHNYHQþQt� LQIRUmace, 

bude nalezeno místo s DOHVSR��þiVWHþQRX�KRPRORJLt��%�KHP�UHDNFH�GRFKi]t�N amplifikaci 

�DG\�SURGXNW$�OLãtFtFK�VH�GpONRX�D�LQWHUQtP�QXNOHRWLGRYêP�VORåHQtP��=iMHP�VH�XStUi�MHQ�QD�
to, který z SULPHU$� Y\ND]XMH� X� VWXGRYDQêFK� Y]RUN$� SRO\PRUIQt� VSHNWUXP�� 5R]díl oproti 

NODVLFNp�3&5� MH� WHQ�� åH� VH�SRXåtYi�YåG\� MHQ� MHGHQ�SULPHU�� NWHUê�S�LVHGQH�N homologním 

PtVW$P�Y SURWLOHKOêFK� �HW�]FtFK�GYRXãURXERYLFH��9]GiOHQRVW�SULPHU$�PH]L�QLPLå�GRFKi]t�
k DPSOLILNDFL� ]SUDYLGOD� QHS�HVDKXMH� ����ES�� 5HDNFH� SUREtKi� Y programovatelném 

WHUPRF\NOHUX�� )UHNYHQFH� DOHO� MVRX� VSRþtWiQ\� ] S�tWRPQRVWL� þL� QHS�tWRPQRVWL� NRQNUpWQtFK�
DPSOLILNRYDQêFK� SURGXNW$�� NWHUp� MVRX� YH� Y�WãLQ�� S�tSDG$� HOHNWURIRUHWLFN\� VHSDURYiQ\� QD�
agarózovém gelu. K YL]XDOL]DFL�MH�SRXåLW�HWKLGLXP�EURPLG� 
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RAPD vykazují vysokê� VWXSH�� SRO\PRUIL]PX�� D� SURWR� PRKRX� EêW� JHQHWLFNêPL�
PDUNHU\� SUR� WYRUEX� JHQHWLFNêFK�PDS��PDSRYiQt�47/�� ILQJHUSULWLQJ��P��HQt� JHQHWLFNêFK�
vzdáleností mezi populacemi atp. RAPD mají dominantní charakter – proto nelze odlišit 

hetero- a homozygotní genotyp.  

 

3UR�]tVNiQt�UHSURGXNRYDWHOQêFK�YêVOHGN$�MVRX�NULWLFNp�S�HGHYãtP�W\WR�IDNWRU\�� 
S�HVQi�RSWLPDOL]DFH�NRQFHQWUDFH�'1$ 

reprodukovatelnost cykleru 

NYDOLWD�D�NRQFHQWUDFH�SULPHU$ 

koncentrace Mg2+ 

YêE�U�'1$�SRO\PHUi]\� 
S�HVQRVW�S�L�SLSHWRYiQt��.12//��9<.28.$/29È��2002) 

 

Výhody metody RAPD: 

1. nízké náklady a malá pracnost (KNOLL, VYKOUKALOVÁ, 2002).  

��� 5$3'� QD� UR]GtO� RG� VSHFLILFNp� 3&5� QHY\åDGXMH� ]QDORVW� FtORYêFK� VHNYHQFt� '1$�
��(3.29È��5(/,&+29È��������� 
���SRXåLWi�'1$�QHPXVt�EêW�SXULILNRYDQi�D�SRVWDþt�Y PDOpP�PQRåství. 

 

1HYêKRGRX� MH� MLå� ]PL�RYDQi� QHPRåQRVW� RGOLãLW� KHWHUR]\JRWD� RG� GRPLQDQWQtKR�
KRPR]\JRWD��.RPSOLNDFL�WDNp�S�HGVWDYXMH�RPH]HQi�SRXåLWHOQRVW�5$3'�SUR��HãHQt�RWi]HN�
QD� ~URYQL� Y\ããt� QHå� GUXKRYp�� QDS�tNODG� VWDQRYHQt� S�tEX]QRVWL� Y UiPFL� URGX�� )DNW�� åH� GYD�
fraJPHQW\�SXWXMt�QD�JHOX�VWHMQRX�U\FKORVWt��NRPLJUXMt���QHO]H�DXWRPDWLFN\�EUiW�MDNR�G$ND]�
MHMLFK� KRPRORJLH�� 0$åH� VH� MHGQDW� R� VWHMQ�� YHONp� IUDJPHQW\� SRFKi]HMtFt� ] naprosto 

RGOLãQêFK� REODVWt� JHQRPX�� 7\WR� QHYêKRG\� YãDN� QLMDN� QHRPH]XMt� SRXåLWt�5$3'�PDUNHU$�
pro studie genetické variability populací (RUSSEL et al., 1993). 

 

,QIRUPDWLYQt�FKDUDNWHU�5$3'�PDUNHU$�O]H�]YêãLW�GDOãt�PRGLILNDFt��NWHURX�XPRå�XMH�
metoda RAMPO (Random Amplified Microsatellite Polymorphism). V první fázi je 

genomová DNA amplifikována pomocí jednoho náhodného primeru nebo pomocí dvojice 

SULPHU$�NRPSOHPHQWiUQtFK�N VHNYHQFL�PLNURVDWHOLW$��3R�HOHNWURIRUHWLFNp�VHSDUDFL�SURGXNWX�
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DPSOLILNDFH� D� MHKR� S�HQHVHQt� QD� PHPEUiQX� VH� SURYiGt� K\EULGL]DFH� VH� ]QDþHQRX�
mikrosatelitovou sondou. 

DAF (DNA Amplification Fingerprinting) je modifikovaná RAPD. Na rozdíl od 

RAPD je produkt PCR separován v polyakrylamidovém gelu a vizualizován po barvení 

VW�tEUHP�� 3ULPHU\� MVRX� Då� �� QXNOHRWLG$� GORXKp� D� Y\WYi�t� NRPSOH[Qt� VSHNWUXP�� $SOLNDFH�
PHWRG\� MH� YKRGQi� S�HGHYãtP� SUR� ]tVNiQt� Jenomového otisku (tzv. fingerprint) 

��(3.29È��5(/,&+29È�������� 
 

 



 27 

Obr. 2.4. Metoda RAPD: 

(http://www.plantsciences.ucdavis.edu/gepts/pb143/lec05/RAPD.GIF) 

 

 



 28 

2.4.2.4. AFLP 

Metoda AFLP – (Amplified Fragment Length Polymorphisms) kombinuje postupy 

jak RFLP tak PCR.�8VNXWHþ�XMH�VH�Y Q�NROLND�NURFtFK�D�MH�]DORåHQD�QD�GHWHNFL�IUDJPHQW$�
'1$�]tVNDQêFK�ãW�SHQtP�UHVWULNþQtPL�HQGRQXNOHi]DPL�SURVW�HGQLFWYtP�3&5�DPSOLILNDFH�
(obr. 2.5).  

• V prvním kroku se provede ãW�SHQt rostlinné genomové DNA� UHVWULNþQtPL�
endonukleázami. PoXåtYDMt�VH�GY���þDVWR�D�Y]iFQ��ãW�StFt�URVWOLQQRX�'1$��QDS�tNODG�(FR5,�
a MseI.  

• V dalším kroku se provádí OLJDFH�DGDSWRU$��FRå�MVRX�NUiWNp�Y�WãLQRX�UDGLRDNWLYQ��
]QDþHQp� ROLJRQXNOHRWLG\�� NWHUp� MVRX� NRPSOHPHQWiUQt� N Y\WYR�HQêP� UHVWULNþQtP� PtVW$P�
rostlinné DNA.  

• Dále se provede DPSOLILNDFH� IUDJPHQW$� V primery�� NWHUp� VH� NRPSOHPHQWiUQ��
YiåRX�QD�VHNYHQFH�DGDSWRU$�D�VRXVHGQt�VHOHNWLYQt�QXNOHRWLG\�� 

• V posledním kroku se provede elektroforéza v polyakrylamidovém gelu a 

autoradiografie. 

6SHNWUXP� IUDJPHQW$� MH�PRåQp� ]tVNDW� EH]� S�HGFKi]HMtFt� ]QDORVWL� VHNYHQFH� D� SRþHW�
IUDJPHQW$�GHWHNRYDQêFK�Y MHGQp�UHDNFL�MH�ÄY\ODG�Q³�VDGDPL�VSHFLILFNêFK�SULPHU$��0HWRGD�
MH�YKRGQi�S�HGHYãtP�N GHWHNFL�SRO\PRUIL]PX�X�EOt]FH�S�tEX]QêFK�JHQRW\S$���(3.29È��
RELICHOVÁ, 2001). 

 

9êKRG\�D�Y\Xåití AFLP: 

��� QHQt� QXWQp� ]QiW� VHNYHQFL� ]NRXPDQp� '1$�� 7R� MH� YKRGQp� S�L� VWXGLX� ELRGLYHU]LW\� D�
genetických vzdáleností; 

���$)/3�O]H�RGHþtWDW�NRGRPLQDQWQ���SURWR�VH�KRGt�QD�JHQHWLFNp�PDSRYiQt� 
���Y\ND]XMH�Y\VRNRX�KXVWRWX�PDUNHU$��YKRGQp�SUR�SR]LþQt�NORQRYiQt� 
4��SRPRFt�$)/3�PDUNHU$�O]H�SURYiG�W�]iURYH��VURYQiQt�FHONRYp�JHQRPRYp�'1$�L�NORQ$�
JHQRPRYp� '1$� YþHWQ�� WYRUE\� ÄWUDQVNULSþQtFK� SURILO$³� S�L� H[SUHVQt� DQDOê]H� �.12//��
VYKOUKALOVÁ, 2002). 
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Obr. 2.5. Metoda AFLP 

 

(http://www.msu.edu/course/mmg/835/DNAmarkers/aflp.jpg) 
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2.4.2.5. Mikrosatelity 

Mikrosatelity (MS, také STRs – Short Tandem Repeats nebo SSRs – Simple 

6HTXHQFH�5HSHDWV�� MVRX� VHNYHQFH�'1$�VORåHQp� ] PQRKRNUiW� VH�RSDNXMtFtFK� VH�PRWLY$� R�
délce 1 –���QXNOHRWLG$� �QDS��� �GA)n, (GATA)n��7$87=���������-VRX�VRXþiVWt�NyGXjících i 

nekódujících oblastí genomu (WEISING et al., 1995). Obvykle se však tato polymorfní 

místa vyskytují v QHNyGXMtFtFK� REODVWHFK�� MHOLNRå� E\� P�QLOD� þWHFt� UiPHF� RGSRYtGDMtFtKR�
bílkovinného produktu.  

-H� SURNi]iQR�� åH� Y SU$E�KX� HYROXFH� GRFKi]t� N SURGOXåování mikrosatelitových 

VHNYHQFt��FRå�O]H�SR]RURYDW�Xå�Y SU$E�KX�Q�NROLND�VWRYHN�JHQHUDFt��'DOãt�PLNURVDWHOLW\�VH�
RYãHP� PRKRX� VQDGQR� Y\ãW�SLW� UHNRPELQDFt�� =Gi� VH� DOH�� åH� Q�NWHUp� PLNURVDWHOLWRYp�
VHNYHQFH� ]tVNDO\� þDVHP� XUþLWRX� IXQNFL�� NWHUi� S�LVStYi� N jejich� XGUåHQt� Y genomu 

(WEISING et al., 1995). 

3RGOH� VORåHQt� O]H� PLNURVDWHOLW\� UR]G�OLW� QD� GRNRQDOp�� QHGRNRQDOp� D� VORåHQp��
'RNRQDOê� PLNURVDWHOLW� MH� WYR�HQ� VRXYLVOêP� PRWLYHP�� QDS��� �AG)24, u nedokonalých je 

WYR�HQ� Q�NROLND� U$]QêPL� PRWLY\�� QDS��� �AG)14(AT)35 (WEB(5�� ������� 2EODVWL� S�LOHKOp�
k PLNURVDWHOLW$P� MVRX� REY\NOH� XQLNiWQt�� /]H� WHG\� QDYUKQRXW� SULPHU\�� NWHUp�PRKRX� GDQê�
mikrosatelitový marker vyhledávat. Díky malé velikosti a délkovému polymorfosmu 

MHGQRWOLYêFK� ORNXV$� VH� VFUHHQLQJ provádí jednoduše amplifikací ORNXV$� SRPRFt� 3&5�
z RNUDMRYêFK�SULPHU$�D�QiVOHGQRX�HOHNWURIRUp]RX��-H�WR�PHWRGD�þDVRY��QHQiURþQi�D�GDMt�VH�
WDN� KRGQRWLW� U$]Qp� ORNXV\� D� YHONê� SRþHW� Y]RUN$� QDMHGQRX�� 0LNURVDWHOLW\� MVRX� PDUNHU\�
NRGRPLQDQWQt�� WDN� ]tVNiPH�RG�NDåGpKR� MHGLQFH� GYD� W\S\� DPSOLILNiW$. To dokazuje jejich 

Y\VRNRX� LQIRUPDWLYQRVW�� 1HYêKRGRX� MH� QiURþQi� L]RODFH� PLNURVDWHOLWRYêFK� ORNXV$�
z genomu, abychom získali unikátní okolní sekvence. A však ne všechny mikrosatelity 

jsou informativní a snadno identifikovatelné PCR. 

Tyto vysoce polymorfní markery se vyskytují ve všech eukaryotních genomech a 

v Q�NWHUêFK�JHQRPHFK�SURNDU\RW��3RXåLWHOQRVW�665V�MDNR�JHQHWLFNêFK�PDUNHU$�MH�þiVWHþQ��
OLPLWRYiQD� MHMLFK� VSHFLILWRX� SUR� XUþLWp� WD[RQ\�� DOH� E\OR� SURNi]iQR�� åH� VWHMQp� PDUNHU\�
PRKRX�EêW�Q�NG\�SRXåtYiQ\�SUR�S�tEX]Qp�GUXK\��0LNURVDWHOLW\�VH�VWDO\�GREUêP�QiVWURMHP�
SUR� NRQVWUXNFL� JHQRYêFK� PDS� D� PDMt� WDNp� YHONp� Y\XåLWt� Y REODVWL� SRSXODþQt� JHQHWLN\� D�
PROHNXOiUQt�HYROXFH��0LNURVDWHOLWRYp�PDUNHU\�VH�]tVNiYDMt�EX�WR�SURKOHGiYiQtP�]QiPêFK�
VHNYHQFt�REVDåHQêFK�Y databázích nebo izolací z U$]QêFK�W\S$�'1$�NQLKRYHQ� 
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2.4.3. 7HFKQLN\�]DORåHQp�QD�K\EULGL]DFL�'1$ 

2.4.3.1. RFLP  

RFLP –�SRO\PRUIL]PXV�GpON\�UHVWULNþQtFK�IUDJPHQW$��5HVWULFWLRQ�)UDJPHQW�/HQJWK�
3RO\PRUSKLVP�� VH� SRXåtYi� N LGHQWLILNDFL� DOHO� QD� ]iNODG�� S�tWRPQRVWL�� QHER� DEVHQFH�
specLILFNpKR� UHVWULNþQtKR� PtVWD�� *HQRPRYi� '1$� MH� ãW�SHQD� S�tVOXãQRX� UHVWULNþQt�
HQGRQXNOHi]RX��VHSDURYiQD�HOHNWURIRUp]RX�QD�DJDUy]RYpP�JHOX�D�S�HQHVHQD��EORWRYiQD��QD�
SHYQRX�PHPEUiQX�SRPRFt�W]Y��6RXWKHUQRYD�S�HQRVX��3R�K\EULGL]DFL�VH�]QDþHQRX�VRQGRX�D�
vizualizaFL� O]H� ]MLVWLW� SRO\PRUIL]PXV� YH� YHOLNRVWL� Y]QLNOêFK� UHVWULNþQtFK� IUDJPHQW$�'1$�
�.12//�� 9<.28.$/29È�� ������� 5)/3� PDUNHU\� MVRX� ]DORåHQ\� QD� ]P�QiFK�
v VHNYHQFtFK�'1$�� NH� NWHUêP�GRFKi]HOR� E�KHP�HYROXFH��7\WR� ]P�Q\� ]S$VREXMt� ERGRYp�
mutace v PtVWHFK�ãW�SHQt�UHVWULNþQtPL�HQ]\P\��LQ]HUFH�QHER�GHOHFH��PRKRX�EêW�G$VOHGNHP�
QHURYQRP�UQpKR� FURVVLQJ-overu v UiPFL� XUþLWpKR� FKURPR]RPX�� 5)/3� PDUNHU\� E\O\� X�
URVWOLQ� SRSUYp� SRXåLW\� NH� NRQVWUXNFL� JHQHWLFNêFK� PDS�� -VRX� WR� NRGRPLQDQWQt� PDUNHU\��
NWHUp� XPRå�XMt� XUþLW�� ]GD� MH� Yi]DQê� ]QDN� S�tWRPHQ� X� XUþLWpKR� MHGLQFH� Y homozygotním 

QHER�KHWHUR]\JRWQtP�VWDYX���(3.29È��5(/,&+29È��������� 
9HONRX� YêKRGRX� PHWRG\� 5)/3� MH�� åH� MH� VFKRSQD� LGHQWLILNRYDW� SRO\PRUIL]PXV� L�

XYQLW��PDUNHU$�W\SX�,��NG\å�MH�MDNR�VRQGD�SRXåLWD�NRPSOHPHQWiUQt�'1$��F'1$���0etoda 

je vhodná pro vazbové i komparativní mapování a odhalení variability v kandidátních 

genech pro ekonomicky významné znaky (KNOLL, VYKOUKALOVÁ, 2002). 

1HYêKRGRX� MH� Y\VRNi� YêFKR]t� NRQFHQWUDFH� '1$� SRW�HEQi� SUR� UHVWULNþQt� ãW�SHQt� D�
Southernovu hybridizaci��7DNp�UDGLRDNWLYQt�]QDþHQt�VRQG\�S�LQiãt�XUþLWi�UL]LND��%\OD�YãDN�
MLå� Y\SUDFRYiQD� �DGD� QHUDGLRDNWLYQtFK� PHWRG� ]QDþHQt� VRQG\�� $QDOê]D� MH� þDVRY�� GRVWL�
QiURþQi� D� SUDFQi� D� MHQ� Q�NROLN� PDUNHU$� Pi� SRO\PRUIQt� FKDUDNWHU�� FRå� MH� QHYêKRGQp�
S�HGHYãtP� X� EOt]FH� S�tEX]QêFK� GUXK$� ��(3.29È�� 5(/,&+29È�� ������� 9]KOHGHP�
k UHODWLYQt�SUDFQRVWL�PHWRG\�VH�GQHV�GiYi�S�HGQRVW�MHMt�PRGLILNDFL�Y]QLNOp�VSRMHQtP�V PCR 

(PCR-RFLP). 

5HVWULNþQt�HQGRQXNOHi]\�MVRX�HQ]\P\��NWHUp�VH�VSHFLILFN\�YiåRX�QD�'1$�D�ãW�St�ML�
ve specifických místech nDFKi]HMtFtFK�VH�XYQLW���QHER�EOt]NR�UR]SR]QiYDFt�VHNYHQFH��7\WR�
HQ]\P\�MVRX�UR]G�OHQ\�GR�W�t�VNXSLQ��HQGRQXNOHi]\�W\SX�,��,,�D�,,,��(QGRQXNOHi]\�W\SX�,�D�
,,,� QHPDMt� S�HVQRX� SRORKX� ãW�SHQt� Y]KOHGHP� N UR]SR]QiYDFt� VHNYHQFL� D� SURWR� VH� E�åQ��
QHSRXåtYDMt��9 molHNXOiUQt�JHQHWLFH�VH�SRXåtYDMt�HQGRQXNOHi]\�W\SX�,,��NWHUp�ãW�St�YåG\�YH�
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VWHMQpP� PtVW��� NWHUp� VH� QDFKi]t� Y rozpoznávací sekvenci a nebo v MHMt� W�VQp� EOt]NRVWL��
5R]SR]QiYDFt� VHNYHQFH� MVRX� GORXKp� þW\�L�� S�W�� QHER� ãHVW� QXNOHRWLG$� D� MVRX� RERXVWUDQQ��
symetrické��SDOLQGURP���-H�MLFK�]QiPR�NROHP������D�WYR�t�����U$]QêFK�UHVWULNþQtFK�PtVW��
1�NWHUp� UHVWULNþQt� HQGRQXNOHi]\� PRKRX� PtW� L� GHOãt� QHER� GHJHQHURYDQp� UR]SR]QiYDFt�
VHNYHQFH� �UR]SR]QiYDMt� YtFH� U$]QêFK� QXNOHRWLG$��� 5HVWULNþQt� HQ]\P\� ãW�St� '1$� GY�PD�
]S$VRE\� �REU�� ������ UR]ãW�St� RE�� YOiNQD� YH� VWHMQpP�PtVW�� �WYR�t� W]Y�� WXSp� NRQFH� – blunt 

HQGV�� QHER� ãW�St� NDåGp� YOiNQR� Y MLQp� SROR]H� �WYR�t� W]Y�� NRKH]Qt� QHER-li lepivé konce – 

sticky-ends) (KNOLL, VYKOUKALOVÁ, 2002). 

 

Obr. 2.6.�0RåQRVWL�ãW�SHQt�UHVWULNþQtPL�HQGRQXNOHi]DPi 

 

(http://www.langara.bc.ca/biology/mario/Biol2315notes/biol2315chap13.html) 
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2.5. Sekvenování 

7DWR� PHWRGD� VORXåt� N S�HVQpPX� XUþHQt� QXNOHRWLGRYp� VHNYHQFH� MDNpKRNROLY�
L]RORYDQpKR�IUDJPHQWX�'1$�QHER�51$��-H�QHMS�HVQ�MãtP��YãDN�SUDFRYQ��QHMQiURþQ�MãtP��
QHMVORåLW�MãtP�D�QHMGUDåãtP�]S$VREHP�VWXGLD�'1$��S�L�NWHUpP�VH�XUþXMH�S�HVQp�SR�DGt�Ei]t�
v XUþLWpP�~VHNX�'1$� 

 

3UR�VHNYHQRYiQt�'1$�E\O\�Y\YLQXW\�GY��PHWRG\� 
1) Sangerova metoda (1977) –�WDWR�PHWRGD�Y\XåtYi�V\QWp]\�NRPSOHPHQWiUQtKR� 

�HW�]FH� '1$� SRO\PHUi]DPL� in vitro, XNRQþRYDQp� QiKRGQ�� Y PtVW�� MHGQRWOLYêFK� Ei]t�
�6$1*(5��&28/621���������REU�������3�tORKD�� 

2) Maxam-Gilbertova metoda (1977) –� S�L� WpWR� PHWRG�� GRFKi]t� N chemickému 

ãW�SHQt�'1$�Y PtVW��XUþLWêFK�Ei]t��0$;$0��*,/%(57���������REU�������3�tORKD�� 
 

1HMþDVW�ML�VH�SRXåtYi�6DQJHURYD�PHWRGD��WDNp�QD]êYiQD�GLGHR[\�VHNYHQRYiQt�� 
6HNYHQRYDQê�~VHN�'1$��QDS���NORQRYDQê�IUDJPHQW�QHER�SURGXNW�SRO\PHUi]RYp��HW�]RYp�
UHDNFH� VH� UR]G�Ot� GR� þW\�� þiVWt�� GR� NDåGp� ] W�FKWR� þiVWt� VH� S�LGDMt� YãHFKQ\� YROQp�
GHR[\QXNOHRWLG\� D� SDN� RGG�OHQ�� GR� NDåGp� ] þiVWt� MHQ� SR� MHGQp� ] jejich dideoxy variant: 

ddATP, ddTTP, ddCTP a ddGTP, kterým chybí 3´-OH skupina. Reakci enzymaticky 

]DMLã"XMH� Q�NWHUi� ] '1$� SRO\PHUi]� ��(+287� HW� DO��� ������� 9 WpWR� PHWRG��� MH�
MHGQRYOiNQRYi� �VV��'1$�RVHNYHQRYiQD� D� VORXåt� MDNR� Wemplát pro in vitro DNA syntézu. 

6\QWHWLFN\�]QDþHQê���-NRQHF�ROLJRGHR[\QXNOHRWLGX�VH�SRXåtYi�MDNR�SULPHU��6HNYHQRYDQê�
~VHN� '1$� VH� UR]G�Ot� GR� þW\�� þiVWt� D� NDåGi� þiVW� REVDKXMH� Qt]NRX� NRQFHQWUDFL�
GLGHR[\QXNOHRWLG� WULIRVIiW$� �GG173�� �GG$73�� GG*73�� GG&73�� GG773) a navíc k tomu 

Y\ããt� NRQFHQWUDFL� YROQêFK� GHR[\QXNOHRWLG$�� 9 NDåGp� UHDNFL� MH� GG173� QiKRGQ�� S�LSRMHQ�
v pozici k RGSRYtGDMtFtPX� GHR[\QXNOHRWLGX� �G173��� 3�LGiQt� GG173� XNRQþt� SRO\PHUDFL��
SURWRåH� QHS�tWRPQRVW� ��-� 2+� VNXSLQ\� S�HGHMGH� S�LGiQt� GDOãtKR� QXNOHRWLGX�� 6P�V�
]DNRQþHQêFK�IUDJPHQW$�VH�UR]G�Ot�VRXE�åQ��QD�JHORYp�HOHNWURIRUp]H��2GG�OHQp�IUDJPHQW\�
jsou detekovány autoradiograficky (LODISH et al., 2005). 

6DQJHURYD�PHWRGD�VH�SRXåtYi�þDVW�ML�QHå�PHWRGD�0D[DP-*LOEHUWRYD��SURWRåH�VH�Gi�
touto metodou sekvenovat úsek o délce 500 –� ���� NE�� -HMt� QHYêKRGRX� MH�� åH� S�L� þWHQt�
VHNYHQFH�QHþWHPH�VHNYHQFL�S$YRGQt�'1$��DOH�VHNYHQFL�N ní komplementární.  
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Maxam-*LOEHUWRYD� PHWRGD� Y\XåtYi� WRKR�� åH� þW\�L� Y]RUN\� '1$� MVRX� UHVWULNþQ��
ãW�SHQ\� D� Y\VWDYHQ\� U$]QêP�FKHPLFNêP� UHDNFtP�� NWHUp� VHOHNWLYQ�� ãW�St�'1$�Y U$]QêFK�
VSHFLILFNêFK� QXNOHRWLGHFK�� '1$� MH� QD� VYêFK� NRQFtFK� ]QDþHQi�� =tVNDQp� IUDJPHQW\� MVRX�
RGG�OHQ\� JHORYRX� HOHNWURIRUp]RX� D� SRX]H� NRQFRY�� ]QDþHQi� YOiNQD� MVRX� QiVOHGQ��
YL]XDOL]RYiQD� DXWRUDGLRJUDILFN\�� 6HNYHQFH� S$YRGQtKR� NRQFRY�� ]QDþHQpKR� UHVWULNþQtKR�
IUDJPHQWX� P$åH� EêW� VWDQRYHQD� S�tPR� ] SDUDOHOQt� HOHNWURIRUp]\� þW\�� MHGQRWOLYêFK� UHDNFt�
(LODISH et al., 2005). 

'$YRG��SURþ�VH�WpWR�PHWRG\�PRF�QHY\XåtYi�MH�Q�NROLN��] QLFKå�O]H�XYpVW�QDS�tNODG�
QXWQRVW�SRXåtYiQt�UDGLRDNWLYQ��]QDþHQêFK�NRQF$��S�LQiãHMtFt�Y\VRNRX�~URYH��UDGLRDNWLYLW\� 
6HNYHQRYiQt� FHOêFK� JHQRP$� PXVt� EêW� QXWQ�� VSRMHQR� V Y\WYi�HQtP� PROHNXOiUQ��
JHQRPRYêFK� GDWDEi]t�� NWHUp� XPRå�XMt� XFKRYiYDW�� RUJDQL]RYDW� D� ]S�tVWXS�RYDW� VHNYHQþQt�
data, porovnávat tak sekvence celého genomu s MLå� G�tYH� ]MLãW�QêPL� VHNYHQFHPL�
MHGQRWOLYêFK� JHQ$� MLQêFK� RUJDQLVP$� VH� ]QiPRX� IXQNFt�� 7tP� MH� XPRåQ�QR� S�L�DGLW� QRY��
]tVNDQêP�� ]DWtP� QH]QiPêP� VHNYHQFtP� SUDYG�SRGREQp� IXQNFH�� 9 VRXþDVQp� GRE�� E\O\�
VHNYHQRYiQ\� JHQRP\� þHWQêFK� PLNURRUJDQLVP$�� = HXNDU\RWQtFK� JHQRP$� E\OR� GRkonce 

URNX������VHNYHQRYiQt�GRNRQþHQR�X�JHQRPX�NYDVLQN\��KOtVWLFH��RFWRPLON\�D�Y neposlední 

�DG��L�X�JHQRPX�þORY�ND��21'�(-��'52%1Ë.�������� 
 

2.6. Klonování 

3RG�SRMPHP�NORQRYiQt�VL�O]H�S�HGVWDYLW�MDNêNROLY�G�M��S�L�Q�På�VH�] MHGQp�S�HGORK\�
Y\WYi�t� YtFH� NRSLt�� )RUPRX� S�LUR]HQpKR� NORQRYiQt� MH� YHJHWDWLYQt� UR]PQRåRYiQt� URVWOLQ� D�
Y]QLN�MHGQRYDMHþQêFK�GYRMþDW��.2ýÈ5(.���������3UR�PQRKR�DSOLNDFt�WHFKQRORJLH�'1$�
MH� QXWQp� QDNORQRYDW� �Y\WYR�LW� LGHQWLFNp� NRSLH�� ~VHN� '1$�� Y�WãLQRX� JHQ�� 7R� O]H� XG�ODW�
Q�NROLND� ]S$VRE\� QHMMHGQRGXããt� MH� QDPQRåLW� SRåDGRYDQê� ~VHN� Y U\FKOH� VH� G�OtFtFK�
EDNWHULtFK�� NG\� MH�S�L� NDåGp� UHSOLNDFL� EDNWHULiOQt�'1$�]NRStURYiQD� L� QDãH�'1$��$E\� VH�
cizorodá DNA v EDNWHULiOQt� EX�FH� XGUåHOD�� MH� SUR� MHMt� DPSOLILNDFL� Y\XåLW� QRVLþ� QHEROL�
vektor, kterým je bakteriální plazmid nebo virový genom. Typický plazmidový klonovací 

YHNWRU� MH� UHODWLYQ�� PDOi� NUXKRYi� PROHNXOD� '1$� R� GpOFH� Q�NROLND� WLVtF� QXNOHRWLGRYêFK�
SiU$�� NWHUi� VH� P$åH� UHSOLNRYDW� XYQLW�� EDNWHULH�� 3OD]PLGRYê� YHNWRU� PXVt� REVDKRYDW�
UHSOLNDþQt� SRþiWHN�� NWHUê� XPRå�XMe replikaci plazmidu nezávisle na bakteriálním 

FKURPR]RPX�� 'DOãtP� SRåDGDYNHP� MH� S�tWRPQRVW� PtVWD� UR]SR]QiYDQpKR� UHVWULNþQt�
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HQGRQXNOHi]RX�� DE\� PRKO� EêW� SOD]PLG� UR]SRMHQ� D� GR� Y]QLNOp� PH]HU\� YORåHQ� FL]RURGê�
fragment DNA. Plazmidy obvykle obsahují také gen pro� Q�MDNRX� UR]OLãLWHOQRX� YODVWQRVW��
Y�WãLQRX�UH]LVWHQFL�N DQWLELRWLN$P��NWHUi�XPRå�XMH�S�tPRX�LGHQWLILNDFL�EDNWHULt�REVDKXMtFt�
tento plastid. (ALBERTS et al., 2005).  

9êKRGRX� WpWR� PHWRG\� MH� U\FKORVW�� PDOi� FK\ERYRVW� D� YHONp� PQRåVWYt�
amplifikovaného úseku DNA. 

 

3�L�NORQRYiQt�'1$�JHRQRPX�PDMt�SRNXV\�GY��]iNODGQt�HWDS\� 
1D� ]iNODG�� L]RORYDQp� VSHFLILFNp� P51$� VH� SRPRFt� UHYHU]Qt� WUDQVNULSWi]\� D� '1$�
SRO\PHUi]\�RGYRGt�F'1$�D�YORåt�VH�GR�YHNWRUX��]SUDYLGOD�EDNWHULiOQtKR�SOD]PLGX�� 
9\WYR�HQt�JHQRYp�EDQN\�URVWOLQQp�JHRQRPové DNA a hybridizací s cDNA inzerované ve 

vektoru se v Qt�Y\KOHGiYDMt�S�tVOXãQp�NORQRYDQp�JHQ\��21'�(-�������� 
 

2.6.1. Klonovací vektory 

.ORQRYDFt�YHNWRU\�PXVt�VSO�RYDW�W\WR�SRGPtQN\� 
• Mají SRþiWHN�UHSOLNDFH�N�]DMLãW�Qt�MHMLFK�UHSOLNDFH�Y KRVWLWHOVNp�EX�FH�� 
• 0XVt�REVDKRYDW�PLQLPiOQ��MHGHQ�VHOHNWRYDWHOQê�PDUNHURYê�JHQ� 
��0DMt�MHGQR��QHER�YtFH�XQLNiWQtFK�UHVWULNþQtFK�PtVW��%�Ë=$��FLW������–11-28). 

 

2.6.1.1. Plazmidy 

Plazmidy jsou kruhové, dvouvláknové DNA (dsDNA) molekuly, které jsou 

RGG�OHQ\� RG� EXQ�þQp� FKURPR]RPiOQt�'1$� �/2',6+� HW� DO��� �������1�NWHUp� ]� QLFK� MVRX�
S�tWRPQ\� Y� EX�FH� Y�PQRKD� NRSLtFK� �UHOD[HG� SODVPLGV�� UHSOLNDþQ�� QHRPH]HQp�� ��� – 200 

NRSLt��� Q�NWHUp� QDRSDN� Y� MHGQp� QHER� Q�NROLND� �VWULQJHQW� SODVPLGV�� UHSOLNDþQ�� RPH]HQp���
nesou geny, které nejsou pro bakterii esenFLiOQt��DOH�NWHUp�Mt�GiYDMt�VHOHNþQt�YêKRGX� 

ýDVWR� MH� WR� VGUXåHQi� UH]LVWHQFH� N Q�NROLND� DQWLELRWLN$P� �UH]LVWHQFL� NyGXMtFt�
plazmidy, R-plazmidy). Jiné plazmidy (Col-plazmidy bakterie E. coli) produkují toxiny, 

NWHUp� MVRX� WR[LFNp� SUR� EDNWHULH� GDOãtFK� NPHQ$� WpKRå� GUXKX� �NROFLQ\�� �21'�(-��
DROBNÍK, 2002).  

3OD]PLG\�PDMt� YODVWQt� SRþiWHN� UHSOLNDFH�–� UHSOLNXMt� VH� QH]iYD]Q�� QD� EDNWHULiOQtP�
FKURPR]RPX��%�Ë=$���������3OD]PLG\�PRKRX�EêW�YHONp�RG�Q�NROLND�WLVtF�SiU$�Ei]t��ES��
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Då� YtFH� QHå� ���� NLOREi]t� �NE��� 6WHMQ�� MDNR� Fhromozomální DNA je plazmidová DNA 

NRStURYiQD�S�HG�NDåGêP�EXQ�þQêP�G�OHQtP� 
7\WR� SOD]PLG\� E\O\� XSUDYHQ\� D� ]NRQVWUXRYiQ\� SUR� SRXåLWt� MDNR� YHNWRU\� Y� '1$�

NORQRYiQt��3OD]PLG\�QHME�åQ�ML�XåtYDQp�Y rekombinantních DNA technologiích se kopírují 

v E. coli (LODISH et al., 2005). 

Ti-plazmidy bakterií Agrobacterium tumefaciens se skládají se ze dvou základních 

þiVWt��þiVWL�7-'1$��WUDQVIHUUHG�'1$���NWHUi�VH�NRQVWDQWQ��YþOH�XMH�GR�URVWOLQQêFK�EXQ�N�
QD�]iNODG��EDNWHULiOQtKR�SURFHVX��MHKRå�YHONi�þiVW�MH�NyGRYiQD�SOD]PLGRYRX�'1$�D�þiVWL��
NWHUi�VH�XSODW�XMH�Y EDNWHULtFK��ýiVW��NWHUi�VH�XSODW�XMH�Y EDNWHULtFK��Pi�SRþiWHN�UHSOLNDFH��
MHQå�VH�XSODW�XMH�MDN�Y E. coli, tak v A. tumefaciens. ÒSUDY\�SOD]PLG$��PDQLSXODFH�in vitro, 

VH� SURYiG�Mt� Y bakteriích E. coli.� 6SRþtYDMt� ]SUDYLGOa v WRP�� åH� GR� 7-DNA výchozího 

YHNWRURYpKR� SOD]PLGX� VH� YþOHQt� JHQ�� NWHUê� FKFHPH� S�HQpVW� GR� URVWOLQ�� 3OD]PLG� Pi�
v T-DNA zpravidla tzv. polylinkerovou sekvenci (multiple cloning site). To je syntetická 

sekvence DNA, která se skládá z cílových míst pro mnoho UHVWULNþQtFK� HQGRQXNOHi]�
XVSR�iGDQêFK�]D�VHERX��-VRX�WR�WDNRYi�FtORYi�PtVWD�SUR�NRQNUpWQt�UHVWULNþQt�HQGRQXNOHi]\��
která jinde na plazmidu nejsou (unikátní místa). 

*HQ�� NWHUê� VH� Pi� YþOHQLW� GR� URVWOLQ�� VH� Y\ãW�St� ] RVWDWQt� '1$� Q�NWHUêP�
z UHVWULNþQtFK�HQ]\P$��9HOLNRVW�FL]RURGp�'1$�VH�S�LEOLåQ��SRK\EXMH�PD[LPiOQ��GR����NE��
6WHMQêP�UHVWULNþQtP�HQ]\PHP�VH�UR]ãW�St�Y polylinkerovém úseku také vektorový plazmid 

D�JHQ�VH�YþOHQt� OLJDFt�GR�SOD]PLGX��3OD]PLG�VH�SDN�WUDQVIRUPDFt�YSUDYt�GR�EXQ�N�E. coli. 

%X�N\� V plazmidHP� VH� Y\VHOHNWXMt� D� SOD]PLG� VH� Y� QLFK� QHFKi� QDPQRåLW�� 3RWp� VH� ]QRYX�
L]ROXMH�� UR]ãW�St� UHVWULNþQtPL� HQGRQXNOHi]DPL� D� RY��t�� åH� Pi� S�HGSRNOiGDQRX� VWUXNWXUX��
Pokud ano, pak se z EXQ�N�E. coli�S�HQHVH�GR�A. tumefaciens��7HQWR�S�HQRV� VH�]SUDYLGOD�
G�MH�EDNWHULiOQt�NRQMXJDFt��S�tSDGQ�� WUDQVIRUPDFt��9 þiVWL��NWHUi�VH�XSODW�XMH�Y bakteriích, 

PXVt� EêW� EDNWHULiOQt� �REVDKXMtFt� EDNWHULiOQt� UHJXODþQt� VHNYHQFH�� JHQ� SUR� UH]LVWHQFL�
k Q�NWHUpPX� DQWLELRWLNX�� NWHUê� VH� SURMHYXMH� Y EDNWHULiOQtP� JHRQRPX�� 3RXåLWtP� WRKRWR�
antibiotika v EDNWHULiOQtP�PpGLX�VH�VHOHNWXMt�W\�EDNWHULiOQt�EX�N\�] SRSXODFH�EXQ�N�E. coli 

nebo A. tumefaciens, do kterých byl plazmid vnesen. V U$]QêFK� YHNWRUHFK� VH� ]SUDYLGOD�
SRXåtYi� JHQ$� SUR� UH]LVWHQFL� NH� NDQDP\FLQX�� WHWUDF\NOLQX�� VSHNWRP\FLQX�� VWUHSWRP\FLQX�
(ON'�(-��'52%1Ë.��������FKORUDQIHQLNROX��K\JURPLFLQX��QHER�QHRPLFLQX�� 

3UDYG�SRGREQ��QHMSRSXOiUQ�Mãt�D�QHMSRXåtYDQ�Mãt�MH�NRPHUþQt�SOD]PLG�S%OXHVFULSW��
NWHUê� REVDKXMH� SUR� ]DMLãW�Qt� UHSOLNDFH� VHNYHQFL�� NWHUi� MH� UR]SR]QiQD� '1$-polymerázou 
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KRVWLWHOVNp� EX�N\�� 7DWR� VHNYHQFH� R]QDþRYDQi� MDNR� ori �]� DQJOLFNpKR� ÄRULJLQ³� ]DþiWHN�
replikace). V S�tSDG�� S%OXHVFULSWX� MGH� R� VHNYHQFL� ColE1ori a dále obsahuje gen pro 

rezistenci k ampicilinu (jedná se o sekvenci kódující enzym �-laktamázu. Tento enzym 

ãW�St� VSHFLILFN\� �-laktamoYê� NUXK� Y\VN\WXMtFt� VH� YH� VWUXNWX�H� SHQLFLOLQRYêFK� DQWLELRWLN��
-HOLNRå� VH� N selekci z �DG\� SHQLFLOLQRYêFK� DQWLELRWLN� SRXåtYi� WpP��� YêKUDGQ�� DPSLFLOLQ��
]tVNDO�WDN�R]QDþHQt�ÄJHQ�SUR�UH]LVWHQFL�N ampicilinu“ ). 

7\SLFNêP�S�tNODGHP�MH�WDNp�S8&����NWHUê�Pi�SRþiWek replikace, dva selektovatelné 

JHQ\� D� �DGX� XQLNiWQtFK� UHVWULNþQtFK� PtVW� VGUXåHQêFK� GR� SRO\OLQNHUX�� $PSLFLOLQRYi�
rezistence je kódovaná genem amp

R . Gen lacZ kóduje �-JDODNWR]LGi]X�� NWHUi� QRUPiOQ��
ãW�St�ODNWy]X�QD�PRQRVDFKDULG\�– glukózu a galaktózua kterê�S�L�VHOHNFL�EDNWHULt�QHVRXFtFK�
S�tVOXãQê� SOD]PLG� ãW�St� ;-gal v PpGLX� QD� PRGUê� SURGXNW�� 3�L� WUDQVIRUPDFL� SOD]PLGHP�
S8&���VH�KOHGDMt�EtOp�OQLH�UH]LVWHQWQt�QD�DPSLFLOLQ���%�Ë=$��FLW������–11-28). 

 

Z výše uvedeného, musí tedy plazmid obsahovat (obr. 2.9): 

 

- pRþiWHN�UHSOLNDFH��Ori) 

- úsek terminace (Ter) 

- selektivní marker (obvykle s antibiotikovou rezistencí –�QDS���$PS���N selekci 

bakterií obsahující modifikovaný plazmid. 

- polylinkerová sekvence –� SRO\FORQLQJ� VLWH� �XQLNiWQt� UHVWULNþQt�PtVWR� VORXåtFt�
k inzerci fragmentu donora) 

- PQRKR� SOD]PLG$� XPRå�XMH� VHOHNFL� QD� ]iNODG�� modro-bílého rozlišení 

UHNRPELQRYDQêFK�D�QHUHNRPELQRYDQêFK�SOD]PLG$� 
- polylinkerová sekvence s genem pro �-galaktosidázu (produkt tohoto genu 

]S$VREXMH�� GtN\� ½ molekuly indiga p�LSRMHQp� N X-gal, modré zbarvení). 

,Q]HUWRYDQê�IUDJPHQW�GR�WRKRWR�SRO\OLQNHUX�WDN�]S$VREXMH�GLVIXQNFL�JHQX�D�MHKR�
SURGXNWX�þHPXå�RGSRYtGi�QiVOHGQp�POpþQp�]EDUYHQt�EDNWHULiOQt�NRORQLH� 
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Obr. 2.9.�3�tNODG�SOD]PLGX�SRXåLWHOQpKR�NH�NORQRYiQt 

 

(http://www.langara.bc.ca/biology/mario/Biol2430notes/biol2430chap16.html) 

 

2.6.1.2. Bakteriofágy  

'1$�EDNWHULRIiJ$�VH�Y EDNWpULtFK�PQRåt�REY\NOH�MHãW��U\FKOHML�QHå�'1$�SOD]PLG$�
D�Gi�VH�WDNp�SRXåtW�MDNR�YHNWRU�FL]RURGp�'1$��9\XåLWt�EDNWHULRIiJ$�MH�DOH�SUREOHPDWLFNp�]H�
GYRX� G$YRG$�� PDQLSXODFH� V nimi� MH� REY\NOH� REWtåQ�Mãt�� SURWRåH� MVRX� VDPRVWDWQ�Mãt� QHå�
SOD]PLG\�D�SURWR�PtYDMt� Y�Wãt� D� VORåLW�Mãt� JHQRP\��7pP��� YãHFKQ\� JHQ\� EêYDMt� QH]E\WQp�
SUR� åLYRWDVFKRSQRVW� D� YHOPL� QDKXãW�Qp�� DE\� VH� JHQRP� YHãHO� GR� FR� QHMPHQãt� D� WHG\�
QHMVWDELOQ�Mãt�NDSVLG\��9HOPL�W�åNR se pak hledá prostor pro cizorodou DNA. 

%DNWHULRIiJ\��R]QDþRYDQp�WDNp�MDNR�EDNWHULiOQt�YLU\��VH�VNOiGDMt�] DNA a fágového 

pouzdra, v Q�NWHUêFK� S�tSDGHFK� REVDKXMt� L� GDOãt� SURWHLQ\��9�WãLQD� EDNWHULRIiJ$�Pi� GYRMt�
åLYRWQt�F\NOXV��O\]RJHQQt�D�O\WLFNê� 

3�L� O\]RJHQQtP� EXQ�þQpP� F\NOX� VH� EDNWHULRIiJRYi� þiVWLFH� XVDGt� QD� SRYUFKX�
EDNWHULH�D�YVW�tNQH�VYRX�'1$�GRYQLW��EX�N\��9 EDNWHULiOQt�EX�FH�VH�IiJRYi�'1$�]DþOHQt�
GR� VSHFLILFNpKR� PtVWD� EDNWHULiOQtKR� FKURPR]RPX� D� EDNWHULRIiJ� VH� WDN� VWDQH� VRXþiVWt�
bakteriálního chromozoPX��VH�NWHUêP�VH�VSROHþQ��UHSURGXNXMH��3R�þDVH�GRFKi]t�QiKRGQ���
QHER� YOLYHP� U$]QêFK� YQ�MãtFK� IDNWRU$� �]YêãHQi� WHSORWD�� 89-]i�HQt�� N Y\VW�LåHQt� IiJD�
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z bakteriálního chromozomu. Ten se poté v EDNWHULiOQt� EX�FH� PQRåt� D� ]D� NUiWNR� Y\SOQt�
FHORX�EX�NX��NWHUi�VH�QiVOHGQ��UR]SDGi� 

3�L�O\WLFNpP�F\NOX�S�LVHGQH�EDNWHULRIiJ�D�EH]SURVW�HGQ��SRWp�GRFKi]t�N O\]L�EX�N\�
�21'�(-��'52%1Ë.�������� 
9H� VSHFLiOQtFK� S�tSDGHFK� DOH�PRKRX� EêW� EDNWHULRIiJRYp� YHNWRU\� SUR� NORQRYiQt� YêKRGQp�
díky velké rozmanitosti bakteriofágových funkcí. 

 

Bakteriofág ���6FKRSQRVWL�WRKRWR�IiJD�SRSUYp�REMHYLO�QD�SRþiWNX�SDGHViWêFK�OHW�GYDFiWpKR�
VWROHWt�$QGUp�/ZRII�X�KRVWLWHOVNêFK�EXQ�N�E. coli. Bakteriofág ��Pá schopnost lýzy, kdy se 

EDNWHULRIiJ�QDPQRåt�DVL�QD�����SDUWLNXOt�D�SRWp�VH�EX�ND�UR]SDGQH��QHER�O\sogenizace, kdy 

se jeho DNA integruje do chromozomu bakterie v XUþLWpP�PtVW��D�GiOH�VH�V ním replikje. 

Rozhodnutí, zda dojde k O\]L��QHER�O\VRJHQL]DFL�]iYLVt�QD�DNWLYLW��F,,�SURWHLQX��8YQLW��IiJD�
MH�REVDåHQD�OLQHiUQt�'1$�R�GpOFH��� 502 bp. Krajních 12 bazí na 5´a 3´konci ��JHQRPX�MH�
MHGQR�HW�]FRYêFK�� 7\WR� NRQFH� VH� R]QDþXMt� MDNR� NRKH]LYQt�� QHER-li cos místa, jsou 

NRPSOHPHQWiUQt� D� PRKRX� EêW� Y]iMHPQ�� OLJRYiQ\� EDNWHULiOQt� OLJi]RX� GR� FLUNXODUL]RYDQp�
formy dsDNA molekuly.  

3�tVOXãQp�IXQNþQt�JHQ\��EDNWHULRIiJD���MVRX�Y�WãLQRX�VHVNXSHQ\�Y�JHQRPX�VSROHþQ���
Y\MPD�GYRX�SR]LWLYQtFK�UHJXODþQtFK�JHQ$�1�D�4��*HQ\�QD� OHYp� VWUDQ��NRQYHQþQt�JHQRYp�
PDS\� NyGXMt� KODYX� D� þiVW� IiJRYêFK� SURWHLQRYêFK� SDUWLNXOt�� 7\WR� REVDåHQp� JHQ\� D� MHMLFK�
S�tVOXãQp� SURWHLQRYp� SURGXNW\� MVRX� ]D� SRPRFL rekombinace a lyzogeního procesu 

inzertovány v SRGRE�� FLUNXODUL]RYDQpKR� IiJRYpKR� FKURPR]RPX� GR� KRVWLWHOVNpKR�
chromozomu bakterie a dochází tak k jejich stabilní replikaci. Pravá strana mapy obsahuje 

geny týkající se regulace transkripce a schopnosti profága k nové infekci (N, cro, cI), dále 

JHQ\� SUR�'1$� V\QWp]X�� SR]GQt� UHJXODþQt� IXQNFL� �4�� D� Oê]X� KRVWLWHOVNp� EX�N\� �5((&(��
2004). 

3R�QDKURPDG�Qt�IiJRYêFK�VWUXNWXUQtFK�SURWHLQ$�VH�VDPRYROQ��VORåt�]YOiã"�KODYLþN\�
a ocásky fága. Do hlav se navine konkatemerní DNA a v FRV�PtVW��MH�YåG\�'1$�SR�MHGQp�
GpOFH� JHQRPX� XVW�LåHQD� $� SURWHLQHP� ]D� WYRUE\� ��E� NRKH]LYQtFK� NRQF$�� 3RWp� GRMGH�
k S�LSRMHQt� RFiVNX� D� Y]QLNi� WDN� LQIHNþQt� SDUWLNXOH�� 3RGOH� 9/$6È.$� �FLW�� ����-11-26) 

dojde k S�LSRMHQt�RFiVNX�SRX]H�Y S�tSDG���åH�MH�Y KODYLþce navinuta DNA v PQRåVWYt�PH]L�
78% –� ����� QRUPiOQtKR� JHQRPX�� =PHQãHQp� YHNWRU\� WHG\� QHVPt� EêW� PHQãt�� QHå� ����
�MLQDN�MH�QHO]H�PQRåLW��D�V integrovanou cizorodou DNA nad 105%. 
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2.6.1.3. Kosmidy 

.RVPLG\� �tNiPH�PDOêP�SOD]PLG$P��∼��NE���GR�NWHUêFK�E\OR�S�LGiQR�cos místo z 

λ-bakteriofága HOHNOVÁ, 1978, COLLINS, %5%1,1*������). Pokud jsou cos místa ve 

vhodné vzdálenosti a to v UR]PH]t� S�LEOLåQ�� ��� – 51 kbp, lze za pomoci unikátního 

UHVWULNþQtKR� HQ]\PX� QDOLJRYDW� GR� VSHFLILFNpKR� PtVWD� IUDJPHQW� '1$�� 7DNWR� XSUDYHQi�
lineární D1$� MH� LQMLNRYiQD� GR� EDNWHULt� D� QiVOHGQ�� FLUNXODUL]RYiQD� SRPRFt�
komplementárních cos NRQF$��'1$�MH�XGUåRYiQD�Y bakteriích E. coli�YH�IRUP��SOD]PLGX�D�
QiVOHGQ��VH�UHSOLNXMH�] SOD]PLGRYpKR�SRþiWNX�UHSOLNDFH��8�NRVPLG$�O]H�WHG\�]DNORQRYDW�Då�
47 kbp velký genomRYê�IUDJPHQW�FRå�S�HGVWDYXMH�SRGVWDWQ��YtF��QHå�P$åH�EêW�NORQRYiQR�
GR�VDPRWQêFK�ODPEGRYêFK�YHNWRU$� 

.RVPLG\�MVRX�VWHMQ��MDNR�SOD]PLG\�YHOPL�VWDELOQt��DOH�LQ]HUFH�GORXKêFK�IUDJPHQW$�
'1$�P$åH� ]S$VRERYDW�SRWtåH�S�L� XGUåHQt� UHNRPELQDQWQtFK�NR]PLG$� XYQLW�� EDNWHriálních 

EXQ�N�� 1HMSUREOHPDWLþW�Mãt� MH� YãDN� S�L� SUiFL� V kosmidy produkce lineární DNA 

s naligovaným fragmentem geonomové DNA, kde dochází u kozmidu a inzertu k WYRUE��
NRQNDWHPHU$��([LVWXMt�]GH�]iNODGQt�GYD�SUREOpP\� 
 

3�L� OLJDFL� LQ]HUWX� '1$� GR� NRVPLGX� Y]QLNá cirkulární molekula DNA, která není 

VFKRSQD�~þDVWQLW�VH�LQ]HUFH�in vitro. 

0$åH� GRMtW� ND� ]DOLJRYiQt� YtFH�� QHå� MHGQp� LQ]HUWQt� PROHNXO\� '1$� PH]L� NDåGê�
IUDJPHQW� '1$� NR]PLGX�� 7R� P$åH� ]S$VRERYDW� IDOHãQRX� S�HGVWDYX� R� XVSR�iGiQt� LQ]HUWX�
v DNA. 

 

Tyto problémy mohRX� EêW� S�HNRQiQ\� VHVW�LKHP� NRVPLG$� GY�PD� UHVWULNþQtPL�
enzymy k Y\WYR�HQt� OHYpKR� D� SUDYpKR� NRQFH�� NGH� QHEXGH� GRFKi]HW� N RS�WRYQp� OLJDFL�
s ostatními. (ISH-HOROWICZ, BRUKE, 1981). V GQHãQt�GRE��VH�SRXåtYDMt�YHNWRU\��NWHUp�
PDMt�GY��cos místa – snadno se pak zaEUiQt�NRQNDWHQDFL��VSRMHQt��SUi]GQêFK�YHNWRU$��QHER�
YHNWRU$� V malými fragmenty i bez defosforylace (VLASÁK, cit. 2006-11-26). Vhodné 

RãHW�HQt� LQ]HUW$� '1$� IRVIDWi]RX� ]DEH]SHþt�� åH� QHGRMGH� N vícenásobnému zaligování 

LQ]HUW$�GR�'1$�NRVPLGX��5((&(��������� 
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Obr. 2.10. Celková stavba kosmidu a schéma inzerce cizorodé DNA 

 

 

 

 

.RVPLGRYê� YHNWRU� SRXåLWê� NH� NORQRYiQt�� &HONRYi� VWDYED� NRVPLGRYpKR� YHNWRUX� S-%�� D�
VFKpPD�LQ]HUFH�FL]t�'1$�GR�NRVPLGX��3R�RGVWUDQ�Qt�RVWDWQtFK���JHQ$�MH�'1$�LQ]HUWRYiQD�
GR�EXQ�N�E. coli a jH�XGUåRYiQD�Y SRGRE��SOD]PLGX�D�VHOHNWRYiQD�QD�]iNODG��DQWLELRWLFNp�
rezistence (REECE, 2004). 

 



 42 

2.6.1.4. YAC vektor 

<$&� �<HDVW� $UWLILFDO� &KURPRVRPH� YHNWRU�� NYDVLQNRYê� XP�Oê� FKURPR]RP�� 7\WR�
YHNWRU\�XPRå�XMt�NORQRYiQt�YHOPL�GORXKêFK�IUDJPHQW$�R�Q�NROLND�����NES�Y kvasinkách 

(BURKE et al., 1987). 

5HNRPELQRYDQp�PROHNXO\� YHNWRU$� ] NYDVLQNRYêFK� FKURPR]RP$� MVRX� R]QDþRYDQp�
jako YAC s vektorovou sekvencí na konci lineárního fragmentu. Vektory obsahují 

FHQWURPHUX�� GY�� WHORPHU\�� Y\EUDQp� JHQ\� �Trp1, Ura3�� D� DXWRQRPQt� UHSOLNDþQt sekvenci 

�$56��� 6FKRSQRVW� UHSOLNDFH� GORXKêFK� IUDJPHQW$� MH� YHOPL� G$OHåLWi�� ]HMPpQD� X� �OLGVNpKR��
genomu (ERLICH et al., 1989). 

 

3UR� ~SOQRVW� VH� ]GH� FKFL� ]PtQLW� R� H[LVWHQFL� GDOãtFK� XP�OêFK� FKURPR]RP$� %$&�
(Bacterial Artifical Chromosomes) a HAC (Human Artifical Chromosomes). Výhodou 

W�FKWR�FKURPR]RP$�MH�PRåQRVW�NORQRYDW�IUDJPHQW\�R�YHOLNRVWL�����NES�Då���PES� 
 

2.6.2. 7UDQVIRUPDFH�SOD]PLG$�GR�KRVWLWHOVNêFK�EXQ�N 

7UDQVIRUPDFH�MH�QHMþDVW�Mãt�]S$VRE��S�L�Qtå�MVRX�EDNWHULiOQt�EX�N\�QHMSUYH�XYHGHQ\�
GR�VWDYX�NRPSHWHQFH��MHå�VH�QDYRGt�S$VREHQtP�FKORULGX�YiSHQDWpKR�]D�Qt]Np�WHSORW\��QHER�
NDSDOQêP�GXVtNHP��.RPSHWHQWQt�EX�N\�MVRX�EX�N\��NWHUêP�VH�QDUXãt�MHMLFK�EXQ�þQi�VW�QD�
D�PRKRX�S�LMPRXW�FL]RURGRX�'1$��3R�S�LGiQt�'1$�NH�NRPSHWHQWQtP�EX�NiP�D�NUiWNpP�
]DK�iWt� QD� ��°&� S�HFKi]t� WUDQVIRUPXMtFt� '1$� GR� EXQ�N�� 7UDQVIRUPRYDQp� EX�N\� VH�
VHOHNWXMt� QD� DJDURYêFK� SORWQiFK� REVDKXMtFtFK� S�tVOXãQp� DQWLELRWLNXP� �â0$5'$� HW� DO���
2005). 

2.6.3. Identifikace kolonií s rekombinantní DNA 

2.6.3.1.  Metoda negativní selekce 

3OD]PLG� SRXåtYDQê� NH� NORQRYiQt� REVDKXMH� GYD� JHQ\� ]RGSRY�GQp� ]D� UH]LVWHQFL�
k XUþLWêP�DQWLELRWLN$P��S�LþHPå�Y jednom je klonovací místo. Vnesením cizorodé DNA do 

KRVWLWHOVNp� EX�N\� ]S$VREtPH� LQDNWLYDFL� WRKRWR� JHQX� D� SURWR� VH� EX�N\� QHVRXFt� SOD]PLG�
stávají citlivé k WRPXWR�DQWLELRWLNX��%X�N\�REVDKXMtFt�SOD]PLG�EH]�FL]RURGp�'1$�]$VWiYDMt�
rezistentní. 
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3RNXG� SRXåtYiPH� QDS��� JHQ� UH]LVWHQWQt� N tetracyklinu a k ampicilinu (Amp), ve 

NWHUpP� MH� NORQRYDFt� PtVWR�� SDN� VH� EX�N\� Y\VHMt� QD� SORWQ\� V WHWUDF\NOLQHP� D� QD� W�FKWR�
SORWQiFK�Y\URVWRX�YãHFKQ\�WUDQVIRUPRYDQp�EX�N\��9yrostlé kolonie obtiskneme na plotny 

s DPSLFLOLQHP�� QD� NWHUpP� QHY\URVWRX� EX�N\� REVDKXMtFt� UHNRPELQDQWQt� SOD]PLG�� SURWRåH�
JHQ� SUR� $PS� E\O� S�HUXãHQ�� 7\WR� NRORQLH� SDN� Y\KOHGiPH� QD� SORWQ�� V tetracyklinem a 

SRXåtYiPH�N GDOãtPX�PQRåHQt��1HMþDVW�ML�SRXåtYDQêP�SODzmidem pro negativní selekci je 

SOD]PLG� S%5����� %\O� Y\WYR�HQ� ] divoké E. coli, má ampicilinovou a tetracyklinovou 

UH]LVWHQFL��REVDKXMH�þW\�L�XQLNiWQt�UHVWULNþQt�PtVWD� 
3�L� WpWR� PHWRG�� MH� QXWQp� SRXåtW� GRNRQDOp� ]QDþHQt� N dohledání správné kolonie. 

Metoda má Y\VRNRX�~þLQQRVW�DYãDN�MH�SRQ�NXG�NRPSOLNRYDQi� 
 

2.6.3.2.  Metoda pozitivní selekce 

Vektor nese krátký segment laktózového operonu E. coli� REVDKXMtFt� UHJXODþQt�
VHNYHQFH� D� þiVW� JHQX� NyGXMtFt� β-galaktosidázu (lac=��� MHKRå� H[SUHVt� Y]QLNi� 1-koncový 

IUDJPHQW�� R]QDþRYiQ� také jako α� IUDJPHQW�� 9HNWRU\� WRKRWR� W\SX� MVRX� SRXåtYiQ\�
v KRVWLWHOVNêFK�EX�NiFK�E. coli, které kódují C-NRQFRYê� IUDJPHQW��R]QDþRYDQê� Wpå�]DGQt�
ω-þiVW��β-JDODNWRVLGi]\��7\WR�IUDJPHQW\�VH�PRKRX�VSRMRYDW�]D�Y]QLNX�HQ]\PRY��DNWLYQtKR�
proteinu. Bakterie, do niFKå�MH�S�HQHVHQ�YHNWRU�EH]�LQ]HUWX�� WYR�t�DNWLYQt�β-galaktosidázu, 

MHMtå� WYRUEX� O]H�SURNi]DW� QD�SORWQiFK� V chromogenním substrátem X-gal. Jeho rozkladem 

β-JDODNWRVLGi]RX� Y]QLNi� SURGXNW� ]EDUYXMtFt� EDNWHULiOQt� NRORQLH� PRG�H�� ,Q]HUFH� FL]RURGp�
DNA inaktivuuje N-koncový fragment enzymu a nedojde ke komplementaci a kolonie 

s rekombinantním plazmidem jsou pak bílé. Indukce tvorby β-JDODNWRVLGi]\� MH� ]DMLãW�QD�
izopropyl-β-D-tiogalaktozidem (IPTG), který se S�LGiYi� GR� åLYQpKR� PpGLD�
(ŠMARDA et DO����������1HMþDVW�ML�SRXåtYDQp�SOD]PLG\�MVRX�S8&����S8&���D�%OXHVFULSW� 
6\VWpP�SR]LWLYQt�VHOHNFH�MH�U\FKOHMãt�D�Y\åDGXMH�MLQRX�JHQHUDFL�SOD]PLG$� 
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3. MATERIÁL A METODIKA 

3.1.  Materiál 

Rostlinný materiál 

 

Populace 1 

Analýzy byly provedeny u dihaploidních linií vzniklých z F1� N�tåHQF$�AI linií a 

GRQRUD����NYDOLW\��3URWRåH�VH�MHGQi�R�GLKDSORLG\��MH�]DUXþHQD�DEVROXWQt�KRPR]\JRWQRVW��$,�
OLQLH� SRXåLWp� NH� N�tåHQt� SRFKi]HMt� ] cíleného vyhledávání rostlin, které probíhalo na 

pracovišti VÚOL v 2SDY���9\]QDþXMt�VH�Y\VRNRX�VWDELOLWRX�$,�UHFHVLYQtho typu (HAVEL, 

1996).� 3RNXV\� R� GRVDåHQt� YKRGQp� NRPELQDFH� ]QDN$� $,� D� ��� NYDOLW\� VH� NODVLFNêP�
ãOHFKWLWHOVNêP� SRVWXSHP� XNi]DO\� MDNR� QH~VS�ãQp� �$,� VH� Y následných generacích 

vytrácela). Z WRKRWR� G$YRGX� E\O\� QD� SUDFRYLãWL� 9Ò59� 3UDKD� –� 5X]\Q�� Y\SURGXNRYiQ\�
dihaploidní linie z )��N�tåHQF$�$,�OLQLt�7DQGHP�V recesivní AI (AIK-3 a AIK-���D�GRQRU$�
00 kvality (Rasmus, OP-BN-03 a Lisek.) s cílem fixovat AI genotyp a nízký obsah 

JOXNRVLQROiW$��3URGXNFH�GLKDSORLG$�SUREtKDOD�PHWRGRX�PLNURVSRURYp�HPEU\RJHQH]H�� 
Tato výsledQi� JHQHUDFH� )�� �R]QDþXMtFt� VH� MDNR� 5��� VH� VNOiGDOD� ] 118 rostlin a 

IHQRW\SRYê�SURMHY�QHE\O�]MLã"RYiQ�� 
6HPHQD� MHGQRWOLYêFK� RGU$G� D� OLQLt� E\OD� ]tVNiQD� S�tPR� ]H� ãOHFKWLWHOVNêFK� VWDQLF�

v 2SDY���'+�OLQLH�E\O\�Y\WYR�HQ\�PLNURVSRURYRX�HPEU\RJHQH]t�] AI rostlin s REMHNWLYQ��
VWDQRYHQêP� VWiOêP� $,� IHQRW\SHP� D� Qt]NêP� REVDKHP� JOXNRVLQXOiW$� YH� 9Ò59�  Praha - 

5X]\Q�� 
 

-DNR�URVWOLQQê�PDWHULiO�E\O\�SRXåLWL�GLKDSORLGL�] W�FKWR�N�tåHQt�� 
AIK-6 x Rasmus – rostliny 1-33 

AIK-6 x OP-BN-03 – rostliny 34-66 

AIK-6 x Lisek – rostliny 67-92 

AIK-3 x Rasmus – rostliny 93-118  

AIK-6, AIK-3 – AI linie odvozené z Tandemu 6/85 
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Populace 2 

 

Analýzy byly provedeny u AI linií získaných na pracovišti VÚOL v 2SDY���7DWR�
populace se skládala z ���� URVWOLQ� X� NWHUêFK� E\O� ]MLã"RYiQ� IHQRW\SRYê� SURMHY� pomocí 

VHPHQQpKR�WHVWX��WDE��������-DNR�X�SRSXODFH�þ����E\O\�QD�SUDFRYLãWL�9Ò59�3UDKD�–�5X]\Q��
vyprodukovány dihaploidní linie z )�� N�tåHQF$� $,� OLQLt� V recesivní AI (Start, Liropa, 

WRG 15, Tandem) a donora OO kvality (linie 2051) s cílem fixovat AI genotyp a nízký 

REVDK� JOXNRVLQROiW$�� 3URGXNFH� GLKDSORLG$� SUREtKDOD� PHWRGRX� PLNURVSRURYp�
HPEU\RJHQH]H��YêVOHGQi�JHQHUDFH�VH�R]QDþXMH�MDNR�5���~URYH��)��JHQHUDFH��� 
 

-DNR�URVWOLQQê�PDWHULiO�E\O\�SRXåLWL�GLKDSORLGL�] W�FKWR�N�tåHQt� 
Start x AK linie 2051 

Liropa x AK linie 2051 

WRG 15 x AK linie 2051 

Tandem 1/85 x AK linie 2051 

OP-BN-03, Lisek, Rasmus, 2051 –�GRQR�L�NYDOLW\ 

 

3.2.  Metody 

3.2.1. Izolace DNA z �HSN\�ROHMQp��Brassica napus) 

,]RODFH� E\OD� SURYiG�QD� SRPRFt� ,QYLVRUE� 6SLQ� 3ODQW� 0LQL� .LWX� – Invitek dle 

uvedeného postupu (REU�������3�tORKD���z PODGêFK�OLVW$���WêGHQQtFK�VD]HQLF� Tato metoda je 

]DORåHQD�QD�SULQFLSX�Oê]\�URVWOLQQêFK�EXQ�N�O\]DþQtP�SXIUHP�]D�S�tWRPQRVWt�SURWHLQi]\�D�
QiVOHGQRX� SXULILNDFt� REVDåHQp� '1$�� ýLVWi� JHQRPLFNi� '1$� MH� ]tVNiQD� SRVWXSQêP�
RGVWUDQ�QtP� RVWDWQtFK� EXQ�þQêFK� NRPSRQHQW� MDNR� QDS�tNODG� SURWHLQ$�� SRO\VDFKDULG$��
GHWHUJHQWX� D� MLQêFK� QHþLVWRW� D� QiVOHGQêP� Y\P\WtP� '1$� HOXþQtP� UR]WRNHP� QD� SRYUFKX�
speciálních mikrokolon. K '1$� H[WUDNFL� E\OR� SRXåLWR� S�LEOLåQ�� ��� PJ� ELRPDV\�
z �HSNRYêFK� OLVW$� Y þHUVWYp� þL� PUDåHQp� IRUP��� NWHUi� E\OD� SR� S�HGFKR]tP� Y\VWDYHQt�
WHNXWpPX�GXVtNX�GRNRQDOH�KRPRJHQL]RYiQD��9]RUN\�]tVNDQp�'1$�E\O\�XFKRYiYiQ\�S�L�-
20°C.  

3�L�NDåGp�L]RODFL�'1$�] GDQêFK�Y]RUN$�VH�SURYiGt� W]Y��QHJDWLYQt�NRQWUROD� L]RODFH�
(blank) –�þtPå�MH�RY��HQD�þLVWRWD�FKHPLNiOLt�RG�NRQWDPLQDFH�FL]t�'1$�E�KHP�L]RODFH�� 
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3.2.2. PCR reakce 

•�6ORåHQt�3&5�VP�VL�SUR�DPSOLILNDFL�6&5,,�DOHOD����ä$/8'29È��QHSXEOLNRYiQR� 
DNA 1 µl  

Pufr (10 mM Tris-HCl; pH 8,3; 50mM KCL; 2 mM MgCl2; 1 % Triton X-100) 

Nukleotidy dNTP 2 µO������PPRO�NDåGpKR�QXNOHRWLdu) 

3UR� 6&5� JHQ� E\O\� SRXåLW\� 6&5� DOHORY�� VSHFLILFNp� ROLJRQXNOHRWLGRYp� SULPHU\� ,,�� W�tG\�
NRQVWUXRYDQp� SUR� IXQNþQt� DOHO\� Y]QLNOp� ] $,� OLQLt� 7DQGHP� XUþXMtFt� DOHO\� ��
(5'-TTGGACTTTGACATATGTTC-3' a 5'-CTCTGAAGTGGGTTTTACAG-3') 25 pmol 

NDåGpKR 

1U Taq pol. (0,2 µl) (TaKaRa) 

5HDNFH�E\OD�GRSOQ�QD�PLOOLSRUH�+2O do finálního objemu 25 µl 

 

3&5�UHDNFH�P�OD����F\NO$�D�SUREtKDOD�]D�W�FKWR�SRGPtQHN� 
 1 cyklus: GHQDWXUDFH�S�L����&����YWH�LQ 

DQQHDOLQJ�S�L����&����YWH�LQ 

SRO\PHUDFH�S�L����&���PLQ�� 
 

• 6ORåHQt�3&5�VP�VL�SUR�DPSOifikaci SLGI 

DNA 1 µl  

Pufr (10 mM Tris-HCl; pH 8,3; 50mM KCL; 2 mM MgCl2; 1 % Triton X-100) 

Nukleotidy dNTP 3 µl (2 nmol) 

3&5� E\OD� SURYHGHQD� SRPRFt� VSHFLILFNêFK� 6/*� SULPHU$� ,�� W�tG\� 36�� D� 36���
(NISHIO et al.,1996) 

1U Taq pol. (0,2 µl) (TaKaRa) 

Reakce byla�GRSOQ�QD�PLOOLSRUH�+2O do finálního objemu 25 µl 

 

3&5�UHDNFH�P�OD����F\NO$�D�SUREtKDOD�]D�W�FKWR�SRGPtQHN� 
 1 cyklus: GHQDWXUDFH�S�L����&����YWH�LQ 

DQQHDOLQJ�S�L����&�����YWH�LQ 

HORQJDFH�S�L����&���PLQ� 
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3.2.3. 3�tSUDYD�DJDUy]RYpKR�JHOX 

$JDUy]D�E\OD�S�LSUDYHQD�GOH�E�åQp�PHWRGLN\�Y ]iYLVORVWL�QD�VWDQRYHQpP�PQRåVWYt�D�
koncentraci (viz. tab. 3.1. a 3.2.).  

 

Tab. 3.1.�6ORåHQt����DJDUy]RYpKR�JHOX 

objem agaróza 5 x TBE voda ethidium bromid 

50 ml 0,50 g 10 ml 40 ml 1,5 µl 

100 ml 1,0 g 20 ml 80 ml 2 µl 

200 ml 2,0 g 40 ml 160 ml 4 µl 

 

Tab. 3.2.�6ORåHQt������DJDUy]RYpKR�JHOX 

objem agaróza 5 x TBE voda ethidium bromid 

50 ml 0,75 g 10 ml 40 ml 1,5 µl 

100 ml 1,5 g 20 ml 80 ml 2 µl 

200 ml 3,0 g 40 ml 160 ml 4 µl 

 

Zásobní roztok ethidiumbromidu (EtBr) je 1% (tj. 1 mg ethidiumbromidu ve 100 µl 

UR]WRNX��� 3UDFRYQt� UR]WRN� ]tVNiPH� ]�HG�QtP� ]iVREQtKR� UR]WRNX� ��[� �UH�GHVWLORYDQRX�
vodou. 

 

6ORåHQt���[�7%(�SXIUX� 54 g TRIS 

    27,5 g kyselina boritá 

    37 g EDTA 

    1000 ml H2O pH 8,0 
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3RVWXS�S�tSUDY\�JHOX� 
- všechny komponenty (vyjma EtBr) smícháme v ED�FH�] varného skla 

-�GRNRQDOH�UR]YD�tPH�Y�PLNURYOQQp�WURXE��– roztok nesmí obsahovat vlákna 

-�ED�NX�RFKODGtPH�S�LEOLåQ��QD���°C 

-�S�LGiPH�HWKLGLXP�EURPLG��(W%U� 
-� GRNRQDOH� SURPtFKDQê� JHO� QDOLMHPH� GR� G$NODGQ�� RP\Wp� IRUP\� V S�LSUDYHQêPL� K�HEHQ\�
s YKRGQ��]YROHQêP�SRþWHP�]XE$�–�GOH�REMHPX�D�PQRåVWYt�Y]RUN$� 
-�Y]QLNOp�EXEOLQ\�RGVWUDQtPH�VP�UHP�NH�VW�QiP�D�FR�QHMGiOH�RG�VORW$��GR�NWHUêFK�EXGHPH�
nanášet vzorky. 

 

3.2.4. Elektroforéza v agarózovém gelu 

%\OD�SRXåLWD����FP�HOHNWURIRUHWLFNi�YDQD�%,2�-�5$'��3XIU��[�7%(�YH�VSRGQt�YDQ���
'pOND�SRXãW�Qt�HOHNWURIRUp]\�SUREtKDOD�SRGOH�SRW�HE\��REY\NOH�SUYQtFK����PLQ�S�L����9 a 

QiVOHGQ����KRGLQ\�S�L�QDS�Wt����9� 
 

3.2.5. Semenný test 

8� NDåGp� URVWOLQ\� E\O\� QD� MHGQX� Y�WHY� V� SRXSDW\� QDYOHþHQ\� L]ROiWRU\� ]� QHWNDQp�
textilie�� NWHUp� ]GH� E\O\� XPtVW�Q\� GR� RGNY�WX�� SRWp� E\O� L]ROiWRU� RGVWUDQ�Q� D� Y�WHY� E\OD�
R]QDþHQD�EDUHYQêP�SURYi]NHP��)HQRW\SRYê�SURMHY�$,�E\O�KRGQRFHQ�SRGOH�SRþWX�VHPHQ�Y�
šešuli. Semena z AI rostlin byla získána opylením v SRXS�WL�� 

.H� VWDQRYHQt� SU$ND]QRVWL� $,� URVWOLQ� E\OD� XUþHQD� PD[LPiOQt� KUDQLFH� SU$P�UQpKR�
SRþWX�VHPHQ�GR����� 
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4. VÝSLEDKY 

%\O\�SRXåLW\�GYD�PDUNHURYp�JHQ\�N selekci AI rostlin. 

 

3RPRFt�3&5�E\O\�]D�SRXåLWt�VSHFLILFNêFK�6/*-SULPHU$�,��W�tG\�VWDQRYHQ\�S�LEOLåQ��
����� ES� YHONp� IUDJPHQW\� VSROHþQ�� V cca 1000 bp dlouhými nespecifickými fragmenty 

(obr. 4.1). 

Tyto fragmenty jsou v URVWOLQiFK� SRYDåRYDQp� ]D� ]GURM� $.�� 7\WR� PDUNHURYp� JHQ\� E\O\�
GHWHNRYDQp�Y�ãLURNpP�VSHNWUX�S�LUR]HQ��$.�RGU$G��HSN\��DYãDN�QH�X�$,�OLQLt� 
 

'UXKê�PDUNHURYê� V\VWpP� VSHFLILFN\� ]QDþtFt� DOHO\� 6&5� JHQX� W�tG\� ,,�� 7\WR� DOHO\�
byly nalezeny u AI linií odvozených z linie Tandem. Amplifikované fragmenty genu 

SCR II obsahující dané alely, byly 280 bp dlouhé a typicky se vyskytující v rostlinách 

SRYDåRYDQêFK�]D�$,��REU������� 
 

Oba markerovací systémy segregují v SRP�UX�����MDN�MVPH�S$YRGQ��S�HGSRNOiGDOL�
D� QDYtF� S�HVQ�� NRUHOXMt� V RVWDWQtPL�� 1D� ]iNODG�� PROHNXOiUQt� PDUNHURYp� VHOHNFH�
GLKDSORLGQtFK�URVWOLQ��HSN\�E\O\�Y\EUiQ\�$,�MHGLQFL� 
 

Ö�6HOHNFH�$.�MHGLQF$��NWH�t�QHE\O\�GiOH�SRXåtYiQ\�YH�ãOHFKW�Qt� 
Obr. 4.1.�3�tNODG�DPSOLILNDFH�JHQX�6/*� �,�� W�tG\� Horní pruhy o délce 1300 bp byly 

amplifikovány u rostlin izolovaných dihaploidních populací s S�HGSRNOiGDQRX�$.�SURMHYX�
�URVWOLQ\���Då����� 
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8� SRSXODFH� þ�� �� D� þ�� �� E\O� S�HGSRNOiGiQ� ãW�SQê� SRP�U� PDUNHURYêFK� JHQ$� ��� 

�$,�$.�� �RGSRYtGDMtFt� GLKDSORLGQt� SRSXODFL��� 8� URVWOLQ� E\O� VRXþDVQ�� V genem SLG1 

DPSOLILNRYiQ�SUDYG�SRGREQ��QHVSHFLILFNê�IUDJPHQW�R�GpOFH������ES� 
6/*,� JHQ� VH� DPSOLILNRYDO� X� URVWOLQ�� NWHUp� E\O\� SRYDåRYiQ\� ]D� $.�� 9ãHFKQ\� SR]LWLYQ��
detekované AK rostliny byO\� Y\ORXþHQ\� ] QiVOHGQpKR� ãOHFKW�Qt�� 8� VWHMQêFK� URVWOLQ� E\OD�
SRNXVQ��SURYHGHQD�VHOHNFH�QD�]iNODG��DPSOLILNDFH�JHQX�6&5,,�DOHO\����REU������� 
 

Vyhodnocení pro SLG: 

3RSXODFH�þ��� XUþHQR����URVWOLQ�MDNR�$. 

3RSXODFH�þ��� XUþHQR����URVWOLQ�MDNR�$. 

 

Ö Selekce AI�MHGLQF$��NWH�t�E\O\�GiOH�SRXåtYiQ\�YH�ãOHFKW�Qt� 
2EU�������3�tNODG�DPSOLILNDFH�JHQX�6&5��,,�W�tG\��V 280 bp pruhu byly amplifikovány 

fragmenty z rostlinek izolovaných dihaploidních populací s S�HGSRNOiGDQRX�$,� 

 

 

3UXK\�R�GpOFH�����ES�]QDþt�$,�URVWOLQ\� 
 

Vyhodnocení PCR pro SCR: 

3RSXODFH�þ��� XUþHQR����URVWOLQ�MDNR�$, 
3RSXODFH�þ��� XUþHQR����URVWOLQ�MDNR�$, 
 

 

2ED�PDUNHURYp�JHQ\�VSROX�NRUHVSRQGRYDO\��NURP��VSRUDGLFNpKR�YêVN\WX�VODEêFK��
QHVSHFLILFNêFK�SUXK$�S�L�GHWHNFL�JHQX�6/*��,�W�tG\���� 
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Tabulky 4.1. V QiVOHGXMtFtFK� WDEXONiFK� MVRX� SRURYQiQ\� YêVOHGN\� PDUNHU$� V� YêVOHGN\�
VHPHQQpKR�WHVWX�SUR�NRQNUpWQt�N�tåHQt�Start x AK 2051; Tandem 1/85 x AK 2051; WRG 

15 x AK 2051; Liropa x AK 2051 X�SRSXODFH�þ���� 
 

Tab.4.1.1. AI start x AK 2051 

markery SU$P�UQê�
SRþHW�VHPen 

reakce 
sem. 
testu 

markery SU$P�UQê�
SRþHW�
semen 

reakce 
sem. 
testu 

1AK 11,3 AK 19AI 19,5 AK 
2AK 9,2 AK 20AI 21,0 AK 
3AK 13,7 AK 21AI 14,6 AK 
4AK 21,2 AK 22AK 18,1 AK 
5AI 10,8 AK 23AI 17,8 AK 
7AK 34,3 AK 24AK 9,8 AK 
8AK 15,5 AK 25AK 5,2 - 
9AK 17,4 AK 26AK 23,5 AK 
10AK 2,0 AI 27AK 30,6 AK 
11AI 18,2 AK 28AK 23,9 AK 
12AK 6,5 AK 29AI 0 - 
14AI 4,5 AI 30AK 17,1 AK 
15AI 19,2 AK 31AK 6,7 AK 
16AI 23,6 AK 32AK 16,7 AK 
17AK 25,6 AK 33AK 25,1 AK 
18AI 16,5 AK 35AK 2,0 AI 
 

 

Tab.4.1.2. AI tandem 1/85 x AK 2051 

markery SU$P�UQê�
SRþHW�VHPHQ 

reakce 
sem. 
testu 

markery SU$P�UQê�
SRþHW�
semen 

reakce 
sem. 
testu 

1AI 1,3 AI 10AK 17,8 AK 
2AK 2,0 AI 11AK 6,7 AK 
3AI 10,0 AK 12AI 9,6 AK 
4AI 3,9 AI 13AI 15,8 AK 
5AK 20,1 AK 14AI 9,2 AK 
6AK 22,8 AK 15AI 2,3 AI 
7AI 6,8 - 16AI 2,8 AI 
8AK 21,6 AK 17AI 1,5 AI 
9AI 11,2 AK 18AI 1,0 AI 
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Tab.4.1.3. AI WRG15 x AK 2051 

markery SU$P�UQê�
SRþHW�VHPHQ 

reakce 
sem. 
testu 

markery SU$P�UQê�
SRþHW�
semen 

reakce 
sem. 
testu 

1AK 25,9 AK 6AK 26,7 AK 
2AK 7,6 AK 7AI 9,7 AK 
3AI 2,3 AI 8AI 2,1 AI 
4AK 9,9 AK 9AI 1,0 AI 
5AI 2,9 AI 10AI 1,0 AI 
 

 

Tab.4.1.4. AI Liropa x AK 2051 

markery SU$P�UQê�
SRþHW�VHPHQ 

reakce 
sem. 
testu 

markery SU$P�UQê�
SRþHW�
semen 

reakce 
sem. 
testu 

1AI 12,1 AK 29AK 19,2 AK 
2AK 11,7 AK 30AK 20,6 AK 
3AI 6,4 AI 31AI 5,2 - 
4AK 14,7 AK 32AI 18,7 AK 
5AK 28,6 AK 33AI 14,3 AK 
6AK 8,5 AK 34AK 16,0 AK 
7AK 22,6 AK 35AK 8,0 AK 
8AI 13,1 AK 36AI 8,9 AK 
9AK 15,4 AK 37AI 9,2 AK 
10AK 7,3 AK 38AI 2,3 AI 
11AK 1,9 AI 39AK 10,0 AK 
12AK 25,9 AK 40AK 19,7 AK 
13AK 3,0 AI 41AI 17,9 AK 
14AI 19,6 AK 42AI 1,9 AI 
15AI 11,0 AK 43AK 7,8 AK 
16AI 21,2 AK 44AI 12,2 AK 
17AK 9,6 AK 45AI 15,1 AK 
18AI 2,0 AI 46AI 30,4 AK 
19AK 5,1 - 47AK 24,2 AK 
20AK 5,6 - 48AK 12,8 AK 
21AI 14,0 AK 49AK 16,2 AK 
22AK 6,4 - 50AI 6,5 - 
23AI 4,4 AI 51AK 21,5 AK 
24AK 19 AK 52AI 5,5 - 
25AK 5,3 - 53AI 0,0 AI 
26AK 6,3 - 55AI 1,3 AI 
27AI 6,0 - 56AI 1,0 AI 
28AK 24,9 AK 57AI 3,4 AI 
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Tabulky 4.2. 9\KRGQRFHQt�VHPHQQpKR�WHVWX�X�SRSXODFH�þ���� 
 

Tab. 4.2.1. Porovnání selekce pomocí markeru a semenného testu 

gen selekce 

markerem 

selekce 

markerem* 

IHQRW\SRY� 

souhlasilo 

IHQRW\SRY� 

nesouhlasilo 

selekce 

fenotypem 

SLGI pro AK 59 (51%) 53 (51%) 48 (46%) 5 (5%) 78 (75%) 

SCRII pro AI 57 (49%) 51 (49%) 21 (20%) 30 (29%) 26 (25%) 

celkem 116 (100%) 104 (100%) 69 (66%) 35 (33%) 104 (100%) 

*�SR�Y\ORXþHQt�LQGLIHUHQWQtFK�URVWOLQ��VHPHQQêP�WHVWHP�- 12 rostlin) 

 

8� PDWHULiOX� þ�� ��� VHJUHJRYDO� PDUNHU� Y SRP�UX� ���� �$,�$.��� ]DWtPFR� YêVOHGN\�
IHQRW\SRYpKR� WHVWX� XND]RYDO\� QD� SRP�U� ����� 3�L� KRGQRFHQt� IHQRW\SRYpKR� WHVWX�� QHE\O�
PDUNHURYê� JHQRW\S� ]QDþHQê� MDNR� S�HFKRGQê�� SUR� ]MHGQRGXãHQt� DQDOê]\�� SRþtWiQ� GR�
ãW�SQpKR�SRP�UX� 

3URWRåH� $,� E\OD� UHFHVLYQtKR� W\SX�� QHPRKO� EêW� GRPLQDQWQt� JHQ� 6/*� W�tG\� ,�
DPSOLILNRYiQ��SUDYG�SRGREQ��NY$OL�GLVIXQNFL� WRKRWR�JHQX��NWHUê�P$åH�]S$VRERYDW�$.�X�
E�åQêFK�RGU$G��HSN\� 

 

Graf 4.3. 
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Tab. 4.2.2. 6RXKUQ�YêVOHGN$�IHQRW\SRYpKR�WHVWX�D�MHMLFK�SRURYQiQt�V markery 

4.1.1. 4.1.2 4.1.3 4.1.4 

1AK AK 22AK AK 1AI AI 1AK AK 1AI AK 20AK - 39AK AK 

2AK AK 23AI AK 2AK AI 2AK AK 2AK AK 21AI AK 40AK AK 

3AK AK 24AK AK 3AI AK 3AI AI 3AI AI 22AK - 41AI AK 

4AK AK 25AK - 4AI AI 4AK AK 4AK AK 23AI AI 42AI AI 

5AI AK 26AK AK 5AK AK 5AI AI 5AK AK 24AK AK 43AK AK 

7AK AK 27AK AK 6AK AK 6AK AK 6AK AK 25AK - 44AI AK 

8AK AK 28AK AK 7AI - 7AI AK 7AK AK 26AK - 45AI AK 

9AK AK 29AI - 8AK AK 8AI AI 8AI AK 27AI - 46AI AK 

10AK AI 30AK AK 9AI AK 9AI AI 9AK AK 28AK AK 47AK AK 

11AI AK 31AK AK 10AK AK 10AI AI 10AK AK 29AK AK 48AK AK 

12AK AK 32AK AK 11AK AK   11AK AI 30AK AK 49AK AK 

14AI AI 33AK AK 12AI AK   12AK AK 31AI - 50AI - 

15AI AK 35AK AI 13AI AK   13AK AI 32AI AK 51AK AK 

16AI AK   14AI AK   14AI AK 33AI AK 52AI - 

17AK AK   15AI AI   15AI AK 34AK AK 53AI AI 

18AI AK   16AI AI   16AI AK 35AK AK 55AI AI 

19AI AK   17AI AI   17AK AK 36AI AK 56AI AI 

20AI AK   18AI AI   18AI AI 37AI AK 57AI AI 

21AI AK       19AK - 38AI AI   

 

AK AK markery stanovená AK u SLG I byla SRWYU]HQD�L�IHQRW\SRY������Y]�� 
AK AI PDUNHU\�VWDQRYHQi�$.�X�6/*�,�QHE\OD�SRWYU]HQD�IHQRW\SRY�����Y]�� 
AI AI PDUNHU\�VWDQRYHQi�$,�X�6&5�,,�E\OD�SRWYU]HQD�L�IHQRW\SRY������Y]�� 
AI AK PDUNHU\�VWDQRYHQi�$,�X�6&5�,,�QHE\OD�SRWYU]HQD�IHQRW\SRY������Y]�� 
AK - markery stanovená AK u SLG I stanovena jako indiferentní (6 vz.) 

AI - markery stanovená AI u SCR II stanovena jako indiferentní (6 vz.) 
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Tab. 4.2.3. 3RURYQiQt�YêVOHGN$�IHQRW\SRYpKR�WHVWX�GOH�NULWpULt�.8ý(5<������� 
4.1.1. 4.1.2 4.1.3 4.1.4 

1AK 11,3 22AK 18,1 1AI 1,3 1AK 25,9 1AI 12,1 20AK 5,6 39AK 10,0 

2AK 9,2 23AI 17,8 2AK 2,0 2AK 7,6 2AK 11,7 21AI 14,0 40AK 19,7 

3AK 13,7 24AK 9,8 3AI 10,0 3AI 2,3 3AI 6,4 22AK 6,4 41AI 17,9 

4AK 21,2 25AK 5,2 4AI 3,9 4AK 9,9 4AK 14,7 23AI 4,4 42AI 1,9 

5AI 10,8 26AK 23,5 5AK 20,1 5AI 2,9 5AK 28,6 24AK 19 43AK 7,8 

7AK 34,3 27AK 30,6 6AK 22,8 6AK 26,7 6AK 8,5 25AK 5,3 44AI 12,2 

8AK 15,5 28AK 23,9 7AI 6,8 7AI 9,7 7AK 22,6 26AK 6,3 45AI 15,1 

9AK 17,4 29AI 0 8AK 21,6 8AI 2,1 8AI 13,1 27AI 6,0 46AI 30,4 

10AK 2,0 30AK 17,1 9AI 11,2 9AI 1,0 9AK 15,4 28AK 24,9 47AK 24,2 

11AI 18,2 31AK 6,7 10AK 17,8 10AI 1,0 10AK 7,3 29AK 19,2 48AK 12,8 

12AK 6,5 32AK 16,7 11AK 6,7   11AK 1,9 30AK 20,6 49AK 16,2 

14AI 4,5 33AK 25,1 12AI 9,6   12AK 25,9 31AI 5,2 50AI 6,5 

15AI 19,2 35AK 2,0 13AI 15,8   13AK 3,0 32AI 18,7 51AK 21,5 

16AI 23,6   14AI 9,2   14AI 19,6 33AI 14,3 52AI 5,5 

17AK 25,6   15AI 2,3   15AI 11,0 34AK 16,0 53AI 0,0 

18AI 16,5   16AI 2,8   16AI 21,2 35AK 8,0 55AI 1,3 

19AI 19,5   17AI 1,5   17AK 9,6 36AI 8,9 56AI 1,0 

20AI 21,0   18AI 1,0   18AI 2,0 37AI 9,2 57AI 3,4 

21AI 14,6       19AK 5,1 38AI 2,3   

 

$.�þL�$, 0-2 ~þLQQê�$,�IHQRW\S��GR���VHPHQ�QD�ãHãXOL������Y]�� 
$.�þL�$, 2,1-15 YêVN\W�þiVWHþQp�VWHULOLW\�þL�DXWRVWHULOLW\������– 15 sem. na šešuli) (55 vz.) 

$.�þL�$, > 15 SOQ��NRPSDWLELOQt�URVWOLQ\�����Y]�� 
AI 0 WDWR�URVWOLQD�QHE\OD�]DSRþtWiYiQD�GR�SU$P�UX��QHY\URVWOD� 
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5. DISKUZE 

8�PDWHULiOX�þ�����E\OR�SURNi]iQR��åH�JHQ�6/*�QHQt�Yê]QDPQê�S�L�UHDNFL�UR]SR]QiQt�
S\ORYpKR� ]UQD� QD� EOL]Q�� X �HSN\�� 7R� SRWYU]XMH� L� YH� VYp� VWXGLL OKAZAKI et al., 1999; 

68=8.,�HW�DO���������68=8.,�HW�DO���������3RXåLWi�GYRMLFH�SULPHU$�36��D�36����1,6+,2�
HW�DO���������E\OD�YHOLFH�~þLQQi��3�HVWRåH�GpOND�W�FKWR�SULPHU$�E\OD�SRP�UQ��YHONi�����D����
ES��� NRPSOHPHQWiUQt� VHNYHQFH� X� Y�WãLQ\� GRPLQDQWQtFK� 6/*� JHQ$� VH� OLãLOD�PD[LPiOQ�� R�
GY�� Då� W�L� Ei]H�� 3RGOH� 62%27.<� ������� VH� QDRSDN� VHNYHQFH� MHGQRKR� ] SULPHU$� Y S-

GRPpQ��65.�$���QHY\VN\WXMH�Y$EHF�D�QHQt�DQL�Y JHQHFK�S�tEX]QêFK�N SLG I. Gen SLG I 

se tak proto, jak dokazují výsledky PCR-RFLP, nebo separace na polyakrylamidovém 

gelu, amplifikuje velmi specificky  

6ORåLW�Mãt�VH�]Gi�QDYUKQRXW�SULPHU\�SUR�VSHFLILFNRX�DPSOLILNDFL�6/* ,,��VWHMQ�� WDN�
jako pro S-GRPpQX�65.���.RQ]HUYDWLYQt� ~VHN\� UHFHVLYQtFK�6/*� JHQ$� MVRX� WDNp� Y SRK, 

6/5�� D� SUDYG�SRGREQ�� L� Y dalších genech jak uvádí TANTIKANJANA et al., 1996. 

62%27.$� ������� VH� ]PL�XMH� R� SUREOpPX� V GYRMLFt� SULPHU$� 36�� D� 36���� NGH� GRFKi]t�
NURP�� DPSOLILNDFH� UHFHVLYQtFK�6/*�JHQ$�N amplifikaci dalších sekvencí, z QLFKå�Q�NWHUp�
]�HMP�� DQL� QHPDMt� åiGQRX� VSRMLWRVW� V S-lokusem. V S�tSDG�� GLSORLGQtFK� GUXK$� YãDN� QHQt�
SUREOpP�XQLYHU]iOQtFK�SULPHU$�SUR�6/* II tak výrazný. Dochází zde k DPSOLILNDFL�GYRX�Då�
W�t� VHNYHQFt� �6/* II, SRK II, SLR2) a jednotlivé recesivní S-haplotypy jsou pomocí 

PCR-5)/3�GRE�H�UR]OLãLWHOQp��1,6+,2�HW�DO����������6H�]DP��HQtP�QD�NRQNUpWQt�VHNYHQFH�
jednotlivých S-JHQ$� O]H� GRMtW� N ]QDþQpPX� ]MHGQRGXãHQt� SUiFH� S�L� 3&5-5)/3� D� XãHW�HQt�
SUiFH� S�L� KOHGiQt� YKRGQp� UHVWULNþQt� HQGRQXNOHi]\�� 1HMHIHNWLYQ�MãtP� VH� ]Gi� QDYUKQRXW�
GYRMLFL�SULPHU$�YKRGQêFK�N specifické amplifikaci SLG z vybraných AI linií. Selekce na 

$,� JHQRW\S� SDN� VSRþtYi� SRX]H� Y 3&5� UHDNFL� EH]� QXWQRVWL� GDOãtKR� UHVWULNþQtKR� ãW�SHQt��
.DåGê� WDNRYê�SiU�SULPHU$� MH�VLFH�SRXåLWHOQê�SRX]H�SUR� MHGHQ�6-haplotyp (resp. AI linii), 

ãOHFKWLWHOp�RYãHP�VWHMQ�� SUDFXMt�SRX]H� V Q�NROLND�RVY�GþHQêPL�6-haplotypy (SOBOTKA, 

2001). 

U analyzovaných AI linií došlo v QDãHP� S�tSDG�� X� W�HFK� Y]RUN$� N amplifikaci 

fragmentu genu SLG I. Fragmenty se nevyskytovaly s E�åQRX� LQWHQ]LWRX� SURMHYX� D�
v porovnání s ostatními fragmenty, byl jejich výskyt detekován v SRGRE��PpQ��]QDWHOQêFK�
SUXK$��YL]� obr. 4.1 – Y]RUHN�þ� 12 a 18). 
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3URWRåH�E\O\�SRXåLWp�$,� OLQLH��HSN\�UHFHVLYQtKR�W\SX�X�JHQX�6&5�W�tG\� ,,�QHGRãOR�
k S�HGSRNOiGDQpPX�SURMHYX�$,�Y URVWOLQiFK��MHOLNRå�X�URVWOLQ�GRãOR�N�SRUXãHQt�$,�SURMHYX��
Vzhledem k tomX��åH�6/*�EtONRYLQD�QHQt�HVHQFLiOQt�S�L� UHDNFL�UR]SR]QiQt�S\ORYpKR�]UQD�
EOL]QRX��FK\E�MtFt�6/*�JHQ�W�tG\�,�P$åH�QDVY�GþRYDW�R�MHKR�GLVIXQNFL��QHER�DEVHQFL�FHOpKR�
S-ORNXVX�W�tG\�,��NWHUp�PRKRX�EêW�Q�MDNêP�]S$VREHP�RYOLYQ�Qp� 

'UXKRX�PRåQRVWt�E\OR�SRXåtW�MDNR�]QDþtFt�PDUNHU�IXQNþQt�DOHOX�QHSRVWUDGDWHOQpKR�
základního genu v $,� UHDNFL�� 7HQWR� ]S$VRE� S�HGSRNOiGDO� Y�Wãt� S�HVQRVW�� QHå� S�HGFKR]t��
Avšak porovnáním s SUYQtP�]QDþtFtP�V\VWpPHP�E\O\�YêVOHGN\�VWHMQp��1HO]H�WDNp�Y\ORXþLW�
PRåQRVW��åH�VH�Y\VN\WXMH�L�X�MLQêFK�RGU$G�V IXQNþQt�DOHORX�JHQX�6&5�W�tG\�,,�D�VRXþDVQ��V�
G\VIXQNþQtP�JHQHP�6/*�W�tG\�,��9 WRPWR�S�tSDG��E\�6-ORNXVX�W�tG\�,�REVDKRYDO�JHQ�6/*�
SRYDåRYDQê�]D�GRPLQDQWQt�–� WHQ�P$åH�SRWODþRYDW� IXQNþQt�6-lokus s JHQHP�6&5� W�tG\� ,,�
E�åQ�� VH�Y\VN\WXMtFt�X�$,� URVWOLQ��.8ý(5$��������YH�VYp�SUiFL�XYiGt��åH�Y R1 generaci 

má pouze 10 – 25 �� MHGLQF$� ~þLQQê�$,� IHQRW\S� �GR� GYRX� VHPHQ� QD� ãHãXOL��� $QL� RVWDWQt�
URVWOLQ\�YãDN�QHMVRX�SOQ��NRPSDWLELOQt��7pP���X�GYRX�W�HWLQ�NRPSDWLELOQtFK�URVWOLQ�VH�SRGOH�
YêVOHGN$� VHPHQQpKR� WHVWX� Y\VN\WXMH� DOHVSR�� þiVWHþQi� VWHULOLWD� þL� DXWRVWHULOLWD� �KRGQRW\�
semen v šešuli se pohybují v rozmezí od 5 do 15). Pokud porovnáme naše výsledky 

VHPHQQpKR�WHVWX�SRGOH�KUDQLþQtFK�KRGQRW�VWDQRYHQêFK�.8ý(528���������QDOH]QHPH�WDN�
12 �� MHGLQF$� V ~þLQQêP� $,� JHQRW\Sem a 48 % rostlin s þiVWHþQRX� VWHULOLWRX� �E\O\�
]DSRþtWiYiQ\�URVWOLQ\�Y rozmezí 2,1 – 15 semen na šešuli).  

3RGOH� YãHFK� YêVOHGN$� QHPXVt� ]QDPHQDW� S�tWRPQRVW� IXQNþQtKR� 6-lokusu v R1 

JHQHUDFL�N�tåHQt�$,�OLQLt�V NRPSDWLELOQt��HSNRX�$,�IHQRW\S��1D�]iNODG��GHWHNFH�IXQNþQtKR�
S-ORNXVX� WHG\�QHQt�PRåQp�]tVNDW�SRX]H�$,� OLQLH��ýiVW�Y\VHOHNWRYDQêFK�URVWOLQ�EXGH�YåG\�
kompatibilní (nebo pouze z þiVWHþQ�� NRPSDWLELOQt��� ,� WDN� Pi� WDNWR� SURYHGHQi� VHOHNFH�
YHOLNê�Yê]QDP�� MHOLNRå�GRMGH�N 50 ��VQtåHQt�SRþWX� UHJHQHUDQW$ R1 generace a v následné 

populaci F2 dochází dokonce k VQtåHQt�R��� ��DQLå�E\�GRFKi]HOR�NH�]WUiWiP�MDNêFKNROLY�
$,� MHGLQF$�� 7HQWR� ]S$VRE� VHOHNFH� S�HGVWDYXMH� QH]DQHGEDWHOQRX� ~VSRUX� þDVX� D� HQHUJLH��
MHOLNRå�S�L�E�åQpP�WHVWRYiQt�PXVt�EêW�NDåGê�MHGLQHF�S�VWRYiQ�GR�GRE\�QDVazování šešulí, 

PXVt�EêW�RãHW�RYiQ��VDPRVSUDãRYiQ�DWG��1XWQR�SRGRWNQRXW��åH�S�L�QiVOHGQpP�Y\KRGQRFHQt�
MH�QDNRQHF�����URVWOLQQpKR�PDWHULiOX�R]QDþHQR�MDNR�RGSDG��62%27.$�������� 

9êVN\W�þiVWHþQp�VWHULOLW\�QHPXVt�S�tPR�VRXYLVHW�V AI reakcí. Na fenotypový projev 

UHFHVLYQtKR� W\SX� $,� Pi� QHMVStãH� YOLY� MHGHQ�� QHER� Q�NROLN� PRGLILNDþQtFK� JHQ$�� NWHUp� VH�
SUDYG�SRGREQ�� Y\VN\WXMt� Y NRPSDWLELOQt� �HSFH� D� PRKRX� QD� U$]QêFK� ~URYQtFK� VQLåRYDW�
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~þLQQRVW�$,�UHDNFH��1D�H[SUHVL�6-JHQ$�PRKRX�PtW�YOLY�WDNp�PXWDFH��MHMLFKå�YOLY�P$åH�]Fela 

blokovat AI reakci (NASRALLAH et al., 1992). Mutace v lokusu S15 mohla usnadnit 

Y]QLN� �HSN\� MDNR� GUXKX�� MHOLNRå� X� þHOHGL� Brassicaceae� VH� $,� UHDNFH� WDNp� XSODW�XMH� S�L�
blokování mezidruhového opálení (HISCOCK, DICKINSON, 1993). Je tedy 

SUDYG�SRGREQp��åH�je tento S-ORNXV�X��HSN\�RG�SRþiWNX�QHIXQNþQt��(YROXFL�WRKRWR�ORNXVX�
O]H� QDYUKQRXW� SRPRFt� DQDOê]\� VHNYHQFt� LQWURQ$� UHFHVLYQtFK� 6-JHQ$�� 7DNp� H[LVWHQFH�
PRGLILNDþQtFK�JHQ$�P$åH�]S$VRELW�RVODEHQt�$,�UHDNFH�EH]�GHWHNRYDWHOQêFK�]P�Q�H[SUHVH�
JHQ$� QD�6-lokusu. O vê]QDPX�JHQ$�� NWHUp�QHOHåt� QD�6-ORNXVX�� VY�Gþt� VWXGLH�� SRGOH�NWHUp�
Y\ND]XMH�~þLQQRVW�$,�UHDNFH�Yê]QDPQRX�YDULDELOLWX�PH]L�U$]QêPL�$,�OLQLHPL�VH�VKRGQêP�
S-haplotypem (RUFFIO-CHABLE, 1998).  

-DN�E\OR�MLå�YêãH�XYHGHQR��QHO]H�Y\ORXþLW�DQL�PRåQRVW��åH�]GH�MDNR�PRGLILNDþQt�JHQ�
S$VREt�Q�NWHUê�] S-JHQ$�QD�GRPLQDQWQtP�6-ORNXVX��,�NG\å�MH�DOHOD�6-ORNXVX�$���QHIXQNþQt�
(mutace v SRK), gen SLG a také zkrácená forma SRK se exprimují (GORING et al., 

1993). Mohlo by zde tedy docházet k blokování recesivních S-KDSORW\S$� SRGREQ�� MDNR�
v S�tSDG�� KHWHUR]\JRWD� V dominantním a recesivním S-lokusem (podstata recesivity stále 

QHQt�]QiPD���7DNWR�MH�PRåQp�Y\VY�WOLW�MDN�QHS�tWRPQRVW�GRPLQDQWQtKR�6/*�X�$,�MHGLQF$��
WDN�YêVN\W�NRPSDWLELOQtFK�MHGLQF$�EH]�WRKRWR�JHQX� 

9ãHREHFQ�� VH� ]Gi� EêW� YtFH� ~þLQQi� GHWHNFH� SRPRFt� PDUNHU$� JHQX� 6/*� W�tG\� ,�� QHå�
VSHFLiOQ�� Y\YLQXWê� PDUNHU� 6&5� Y]QLNOê� ] XUþLWêFK� $,� OLQLt�� 9\YLQXWt� VSHFLILFNêFK�
S-KDSORW\S$� P$åH� EêW� G$OHåLWp� L� MDNR� SUHYHQFH� SURWL� NRQWDPLQDFL� $,� OLQLt� V U$]QêPL� 6-

alelami. 

8�PDWHULiOX� þ�� ��� E\O� S�HGSRNOiGDQê� ãW�SQê� SRP�U� ���� �$,�$.��SRWYU]HQ�SRPRFt�
PROHNXOiUQtFK� PDUNHU$�� ]DWtPFR� SRPRFt� IHQRW\SRYpKR� WHVWX� E\O� VWDQRYHQ� RGOLãQ�� �������
-DNR�PRåQi�S�tþLQD�WRKRWR�RGOLãQpKR�ãW�SQpKR�SRP�UX�E\�PRKOD�EêW�SRYDåRYiQD�H[LVWHQFH�
MHãW�� MLQpKR� ORNXVX�RYOLY�XMtFtKR�$.�X� �HSN\��3RNXG�E\� VH�SRGD�LOR� WHQWR� ORNXV�QDOp]W�D�
Y\WYR�LW� YKRGQê�PROHNXOiUQt�PDUNHU�N MHKR� LGHQWLILNDFL�� E\OR�E\�PRåQp� S�HVQ�ML� VWDQRYLW�
$,�D�$.�JHQRW\S�D�XPRåQLW�WDN�L�S�HVQ�Mãt�VHOHNFL� 

=MLãW�QRX� ~þLQQRVW� $,� YH� VNOHQtNX� YãDN� QHO]H� SRYDåRYDW� ]D� NRQHþQRX�� QHER"� VH�
YHOLFH�þDVWR�RGOLãXMH�RG�~þLQQRVWL�Y polních podmínkách (MARSHALL et al., 1994). 

&HONRYp�SRKOHG\�QD�HYROXFL��HSN\�VH�L�QDGiOH�U$]Qt��1�NWH�t�DXWR�L�MDNR�%2+821�
HW�DO����������3$5.,1��/<',$7(��������MVRX�S�HVY�GþHQt��åH�RED�JHQRP\��HSN\�]$VWDOy 

SUDNWLFN\� QH]P�Q�Q\� RG� GRE\� Y]QLNX� GUXKX� D� QHGRãOR� N vzájemné rekombinaci. Toto 
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tvrzení je však v rozporu s S�HVY�GþHQtP��åH�JHQRP�&�MH�S$YRGHP�] MLQpKR�GUXKX��QHå�] B. 

oleracea jak uvádí SONG, OSBORN (1992). 
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6. =È9�5 

 

K selekci autoinkopatibilních rostlin ze segregovaných dihaploidních populací 

�HSN\�E\OR�SRXåLWR�GYRX�VHOHNþQtFK� V\VWpP$� ]DORåHQêFK�QD�GYRX�PDUNHURYDFtFK�JHQHFK��
které dávaly stejné výsledky. Specifické markery pro S-ORNXV� �� IXQNþQt� DOHO\� JHQX� 6&5�
W�tG\� ,,� S�HVQ�� NRUHOXMt� V univerzálními maUNHU\� SUR� QHIXQNþQt� JHQ� 6/*� W�tG\� ,�� 2ED�
]QDþtFt�V\VWpP\�PRKRX�EêW�SRXåLW\�N marker-DVLVWRYDQp�VHOHNFL�X�S�VWRYDQêFK�K\EULGQtFK�
URVWOLQ��HSN\� 

V S�tSDG��� åH� MH� ]MLãW�Q� JHQ� 6/*� W�tG\� ,�� P$åH� ]QDPHQDW� S�tWRPQRVW� FHOpKR� 6-

ORNXVX�W�tG\�,��NWHUê�P$åH�SRWODþRYDW celý projev S-ORNXVX�W�tG\�,,�X�E�åQêFK�RGU$G� 
9êKRGQ�MãtP�VH�MHYt�SRXåLWt�JHQX�V IXQNþQt�DOHORX�JHQX�6&5��MHMtå�YêVN\W�]QDþt�$,�

rostliny. Vzhledem k jeho nepostradatelnosti v UHDNFL�S�HGSRNOiGiPH� MHKR�Y�Wãt�S�HVQRVW��
3RXåLWt� PDUNHURYpKR� JHQX� 6/*� W�tG\� ,� VH� ]Gi� EêW� YêKRGQ�Mãt�� MHOLNRå� EH]SUREOpPRY��
IXQJRYDO� X� YãHFK� W\S$� N�tåHQt� D� ]iURYH�� WDWR� VHOHNFH� XPRå�XMH� GHWHNFL� URVWOLQ� Y ranném 

stádiu ontogeneze. 
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8. 3�Ë/2+< 

Obr. 2.7. Sekvenování  • Sangerova metoda 
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(http://www.nonoil.com/bio/engineering/chapt9.htm) 

 

a) nasednutí primeru 

b) místo nahrazení -OH skupiny -+�X�GLGHR[\�YDULDQW�QXNOHRWLG$ 

c) syntéza vlákna –�XNRQþHQR�MHGQRX�]�GLGHR[\�YDULDQW�QXNOHRWLG$ 

d) autoradiografie 
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Obr. 2.8. Sekvenování • Maxam-Gilbertova metoda 
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(http://www.cbs.dtu.dk/staff/dave/roanoke/genetics980211.html) 

 

a) UDGLRDNWLYQ��]QDþHQp�NRQFH�'1$ 

b) UDGLRDNWLYQ��]QDþHQp�YOiNQR�VV'1$ 

c) VHOHNWLYQt�ãW�SHQt�'1$�YH�VSHFLILFNêFK�QXNOHRWLGHFK 

d-M��HOHNWURIRUHWLFNi�VHSDUDFH�IUDJPHQW$�D�QiVOHGQi�DXWRUDGLRJUDILFNi�YL]XDOL]DFH� 
]QDþHQêFK�NRQF$ 
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Obr. 3.1. Izolace DNA z rostlinných tkání (Invisorb Spin Plant Mini Kit – Invitek) 

 

(http://www.invitek.de/shop/pimages/ad2cab1ef0b8ca00d34e5730185e1513_Spin%20Plan

t%20Mini.pdf?PHPSESSID=1f1a26225e76784353287373ec7172a4) 
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(http://www.invitek.de/shop/pimages/ad2cab1ef0b8ca00d34e5730185e1513_Spin%20Plan

t%20Mini.pdf?PHPSESSID=1f1a26225e76784353287373ec7172a4) 
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(Invisorb Spin Plant Mini Kit – Invitek)  

 

1. 60 mg rostlinného materiálu (listy) se v 1,5 ml eppendorfkách za pomoci tekutého 

dusíku dokonale zhomogenizuje. 

��� S�LGiPH� ���� µO� O\]DþQtKR� SXIUX� 3� D� ��� µl proteinázy K, vortexujeme a 30 minut 

LQNXEXMHPH�S�L���°&��%�KHP�LQNXEDFH���–��NUiW�SURPtFKiPH��3�LSUDYtPH�VL�6SLQ�)LOWHU�GR�
2,0 Receiver Tube. 

��� /\]DþQt� UR]WRN� S�HYHGHPH� QD� 6SLQ� )LOWHU� �NRORQNX��� FHQWULIXJXMHPH� �� PLQXWX� S�L�
12000 USP��9RUWH[XMHPH�D�QHFKiPH���PLQ��LQNXERYDW�S�L�SRNRMRYp�WHSORW�� 
4. K ILOWUiWX�S�LGiPH�����µO�%LQGLQJ�%XIIHU��Yi]DFtKR�SXIUX��D�G$NODGQ��YRUWH[XMHPH� 
���1RYê�6SLQ�)LOWHU�YORåtPH�GR���PO�5HFHLYHU�7XEH��9]QLNORX�VXVSHQ]L�S�HQHVHPH�QD�6SLQ 

)LOWHU�D�LQNXEXMHPH���PLQXWX�S�L�������USP��3RWp�Y]QLNOê�ILOWUiW�VOLMHPH�D�NRORQNX�YUiWtPH�
GR�S$YRGQt�5HFHLYHU�7XEH� 
��� 3�LGiPH� ���� µO� :DVK� %XIIHU� ,� �SURPêYDFtKR� SXIUX�� D� FHQWULIXJXMHPH� �� PLQXWX� S�L�
������USP��6OLMHPH�ILOWUiW�D�RS�W�SRQHFKiPH�NRORQNX�Y�5Hceiver Tube. 

���3�LGiPH�����µO�:DVK�%XIIHU�,,�D�FHQWULIXJXMHPH���PLQXWX�S�L�������USP��9]QLNOê�ILOWUiW�
VOLMHPH� D� WHQWR� NURN� ]RSDNXMHPH��1DNRQHF� VOLMHPH� ILOWUiW� D� FHQWULIXJXMHPH� ��PLQXW\� S�L�
12000 rpm k RGVWUDQ�Qt�UH]LGXiOQtKR�HWKDQROX�� 
8. Spin Filter s naYi]DQRX� '1$� S�HQGiPH� GR� QRYêFK� ���� PO� 5HFHLYHU� 7XEH�� S�LGiPH�
100µO� (OXWLRQ�%XIIHU�'� �HOXþQtKR� SXIUX�'�� S�HGHP� S�HGHK�iWpKR� QD� ��° C. Inkubujeme 

3 PLQXW\�D�SRWp���PLQXWX�FHQWULIXJXMHPH�S�L�������USP� 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 


