
ÚVOD

Smrk ztepilý patří k nejrozšířenějším a hospodářsky nejvýznamnějším 
evropským dřevinám. Je to velmi proměnlivá dřevina, která vytváří 
mnoho odlišných forem. V České republice jsou přirozené původní 
populace smrku ztepilého vylišeny v ekotypy chlumní (pahorkatin-
ný), horský a vysokohorský (např. Paule 1992). Z ekologického, ale 
i ekonomického hlediska je významné uchovávat genofond původních 
ekotypů přizpůsobených daným přírodním podmínkám. Vývoj při-
rozené populace souvisí s její genetickou diverzitou, a to tak, že čím 
jsou populace v genetické výbavě rozmanitější, tím se lépe přizpů-
sobí měnícím se životním podmínkám. Ke genetické charakterizaci 
původních populací chlumního ekotypu smrku ztepilého byly využity 
DNA analýzy.

Pro studium genetických vlastností se stále více využívají molekulární 
markery a především DNA markery, které nejsou ovlivněny podmín-
kami prostředí jako například izoenzymové markery a umožňují pří-
mo studovat genom organismů. Většina metod studia DNA markerů 
je založena na PCR – polymerázové řetězové reakci, při které dochází 
k selektivní amplifi kaci určitého úseku nukleové kyseliny. PCR je cyk-
lovaná reakce o třech teplotních fázích, při které termostabilní DNA 
polymeráza namnoží úsek mezi dvěma oligonukleotidy (primery) na 
základě komplementarity bází se sekvencí templátové DNA. Při PCR 
reakci je využívána schopnost DNA opakovaně denaturovat a reasoci-
ovat v závislosti na různé teplotě. Směs, v níž PCR probíhá, obsahuje 
templátovou DNA, většinou dva různé primery, nukleotidtrifosfáty, 
termostabilní polymerázu a reakční pufr. Koncentrace a vzájemné 

poměry koncentrací templátu, prekurzorů i primerů a především 
hořečnatých iontů jsou v průběhu PCR klíčové. Velmi často je nezbyt-
né optimalizovat složení reakční směsi tak, aby výtěžky byly dostateč-
ně vysoké a spolehlivé. V prvním kroku je zahřátím na cca 92 – 96 ºC 
denaturována templátová dvojřetězcová DNA na jednořetězcové 
molekuly. Termostabilní polymerázy při této teplotě nedenaturují, ale 
uchovávají si svou funkci. V druhém kroku je reakční směs ochlaze-
na na takovou teplotu, při níž mohou příslušné primery hybridizovat 
s templátovou DNA. Teplota hybridizace je stanovena podle velikosti 
a vlastností primerů, zpravidla se pohybuje mezi 37 – 58 ºC. V třetím 
kroku je teplota zvýšena na 70 – 78 ºC, což je teplota v rozsahu teplot-
ního optima termostabilní DNA polymerázy, která je pro PCR použí-
vána (u Tag polymerázy se doporučuje teplota 72 ºC). Po době, která 
je nezbytná k vytvoření příslušné kopie DNA podle předlohy (zpravi-
dla 2 – 3 minuty), je posloupnost reakcí opakována od začátku. Tak 
vznikne vyšší počet jednořetězcových templátů, k nimž se mohou po 
zchlazení reakční směsi opět připojovat primery. Opakováním těchto 
tří kroků dochází k amplifi kaci studovaného úseku nukleové kyseliny. 
Výsledek replikace se stává matricí následujícího cyklu, a tak žádaný 
úsek přibývá exponenciální rychlostí (Vondrejs, Storchová 1997).

Genetická proměnlivost byla prověřována u vybraných embryogen-
ních linií odvozených z cenných jedinců chlumního ekotypu smrku 
ztepilého. Metoda somatické embryogeneze představuje efektivní 
způsob mikropropagace lesních dřevin vhodný zejména pro jehlič-
nany a představuje perspektivní metodu reprodukce obzvláště pro 
smrk ztepilý, u kterého se podařilo somatická embrya zregenerovat 
v kompletní rostliny (Hakman et al. 1985; Chalupa et al. 1990; Malá
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1991). Pro testování genetické variability vybraných linií smrku ztepi-
lého byla použita metoda odvozená od PCR technik – metoda RAPD 
(Random Amplifi ed Polymorphic DNA – polymorfi zmus náhod-
ně amplifi kované DNA), vycházející z práce Williams et al. (1990). 
Reakce probíhá díky náhodnému nasedání krátkého oligonukleotidu 
(primeru) na analyzovanou genomovou DNA. Při této metodě se jako 
primer používá oligonukleotid většinou o délce kolem 10 nukleoti-
dů s libovolnou sekvencí. U této délky primeru a nižší teplotě annea-
lingu (35 – 38 °C) je značná pravděpodobnost, že v genomu bude 
mnoho míst homologních k použitému oligonukleotidu a některá
z nich budou dostatečně blízko u sebe, aby v úseku mezi nimi při 
využití PCR docházelo k amplifi kaci DNA. Výsledkem je velká sku-
pina amplifi kovaných fragmentů, které se elektroforeticky podle veli-
kosti rozdělí v gelovém nosiči do proužků. Genomy příbuzných, ale 
často i vzdálenějších druhů jsou velmi shodně organizovány. Většina 
poloh proužků bývá shodná, proto je třeba pro studium polymorfi z-
mu vyhledat primer, který vykazuje různou polohu proužků i u vel-
mi příbuzných organizmů. Soubor otestovaných primerů umožňuje 
například i odrůdu charakterizovat velmi přesně (Čurn, Sáková
1997). RAPD markery jsou vhodným systémem pro rychlé hodnoce-
ní variability a diverzity ve sledovaných populacích. Cílem práce bylo 
primární ověření genetické proměnlivosti sledovaných jedinců smrku 

ztepilého chlumního ekotypu pomocí metody RAPD, která nevyžadu-
je znalost cílových sekvencí a studovaného genomu. Byl vyhledáván 
primer, pomocí kterého se získá polymorfní spektrum fragmentů.
Pro populačně-genetické studie budou optimalizovány další markero-
vací systémy analýz DNA.

Genetická proměnlivost byla studována u embryogenních linií odvo-
zených z vybraných cenných jedinců chlumního ekotypu smrku ztepi-
lého rostoucích v lokalitách Českosaského Švýcarska a na Křivoklátě 
(obr. 1). Embryogenní kultury smrku ztepilého byly založeny ze zygo-
tických embryí nezralých semen a jsou kultivovány v genové bance 
explantátů jako zdroj reprodukčního materiálu (Malá et al. 1995).

Označené vzorky představují vybrané jednotlivé stromy z Českosas-
kého Švýcarska, a to z lokalit Doubice – 2B, Tokáň – 26C, 27K, 28, 
29K, U Tabule – 16, 17, 31D, 22B, Kyjovský potok – 10, 12D, 13, 34C, 
35A, 36B, 37B a z lokality na Křivoklátě – 102G, 104D, 106L, 107L, 
108A, 110A, 111A, 112A, 113D, 114A, 114F, 115A, 116B, 117A, 120H, 
121A. Z lokality Tokáň byly ještě zařazeny ke zkoumané sérii vzorků 
i linie odvozené z různých semen jednoho stromu označené 27N, 27T, 
27S, 27J, 27L, 27CH, 27I. Pro srovnání s jiným typem ekotypu smrku 
ztepilého byla studována DNA i z embryogenních kultur 3 smrků hor-
ského ekotypu z Neveklova označené 202B, 203A, 204A a jedné linie 
Se ze Strnad. Před vlastní izolací DNA byly vzorky z důvodu vysoké-
ho obsahu vody v embryogenních pletivech nejprve lyofi lizovány, pak 
rozdrceny na prášek pomocí tekutého dusíku a izolovány pomocí kitu 
DNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN) dle dodaného izolačního protokolu 
(DNeasy® Plant Handbook). Úspěšnost vyizolování vzorků DNA byla 
detekována po proběhlé elektroforéze na 0,8% agarózovém gelu (Aga-
rose SERVA for DNA) a vizualizována pomocí ethidium bromidu pod 
UV zářením pomocí kamerového systému Discovery 10gD. 

Každá PCR reakce probíhala v objemu 25 μl a obsahovala 2,5 μl 
10 x PCR pufru (100 mM Tris – HCl, pH = 8,3, 500 mM KCl, 15 mM 
MgCl2), 2 μl směs dNTP (každý 2,5 mM), 0,3 μl Takara Taq polymerá-
zy (5 jednotek /μl) (TAKARA Biotechnology, Co., Ltd.), 4 μl 10 -mer 
primeru (18 – 25 pmol) získaného od Operonu (QIAGEN Operon 
GmbH), 2 μl DNA a doplněno sterilní ultračistou vodou do objemu 
25 μl. RAPD reakce probíhaly v termocyklerech Perkin Elmer 2400 
a Bioer XP cycler. Teplotní režim teplotního cyklovače byl nastaven 
následovně: 93 ºC 3 min pro počáteční separaci DNA řetězců, dále se 
opakovalo v 45 cyklech: 92 ºC 1 min pro denaturaci DNA do jedno-
řetězcových molekul, 35 ºC 2 min pro nasedání primerů na molekuly 
DNA, 72 ºC 3 min elongační teplota pro syntézu nových vláken. Po 
těchto cyklech následovala konečná elongační teplota 72 ºC 10 min 
a pak byly testované vzorky chlazeny při 4 ºC. Pro získání polymorfní 
struktury amplifi kovaných produktů byly testovány primery Operon 
Biotechnologie GmbH ze sad OPR, OPC a OPBC.

RAPD produkty byly rozděleny elektroforeticky na 1,5% agarózových 
gelech v 0,5 x TBE pufru (Tris borate EDTA pufr, Duchefa Biochemie 
B. V.) a vizualizovány pomocí ethidia bromidu (Sambrook, Russell
2001). Agarózový gel byl připraven zahřátím agarózy (Agarose SERVA 
for DNA, SERVA Electrophoresis GmbH) s 200 ml roztoku 0,5 x TBE. 
Do vlažného čirého roztoku bylo přidáno 10 μl ethidium bromidu 
(Čurn et al. 2008).

Na gel v horizontální elektroforetické aparatuře se nanášelo 25 μl PCR 
produktu a 4 μl loading pufru. Doba trvání elektroforézy byla 30 mi-
nut při napětí 40 V a pokračovala 120 – 150 minut při napětí 90 V. 
Gely byly dokumentovány pod UV zářením pomocí kamerového sys-
tému. Jako standard pro defi nování velikosti amplifi kovaných prouž-
ků byl použit 100 bp DNA Ladder (NEW ENGLAND Biolabs). Pro 
ověření hodnocenných amplifi kovaných fragmentů byly PCR reakce 
zopakovány.

Obr. 1.

Fig. 1.
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Elektroforetické záznamy byly upraveny pomocí specializovaného 
soft ware UltraQuant a amplifi kační produkty na gelu (proužky) zpra-
covány na základě jejich přítomnosti (1) nebo nepřítomnosti (0) do 
binární sestavy. Pro zhodnocení genetické vzdálenosti mezi sledova-
nými jedinci byl použit statistický program Multi Variate Statistical 
Package (Kovach Computing Services). Dendrogram s grafi cky vyzna-
čenou genetickou podobností sledovaných linií smrku byl vytvořen 
pomocí klastrové metody UPGMA (Unweighted Pair Group Method 
with arithmetic averages) za použití Jaccardova indexu. 

Pro ověření genetické proměnlivosti vybraných linií chlumního eko-
typu smrku ztepilého byly jako primery odzkoušeny oligonukleotidy 
s nahodilou sekvencí o velikosti 10 nukleotidů speciálně vyvinuté pro 
analýzy RAPD ze sad OPR, OPC a OPBC. Genomická DNA od růz-
ných jedinců poskytuje rozdílné PCR produkty, náhodně rozdělené 
v genomu templátové DNA, které mohou být využity k identifi kaci 
polymorfi smu DNA nebo jako genetické markery (Williams et al. 
1990). Počet získaných PCR produktů závisí na sekvenci nukleotidů 
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v primeru a v genomové DNA a na velikosti genomové DNA, protože 
se u této metody očekává, že vhodná místa k nasednutí primeru se 
nachází v délce celého genomu.

Na základě zpracovaných výsledků byly nejzřetelnější polymorfní 
profi ly proužků potvrzující genetickou proměnlivost sledovaných 
linií smrku ztepilého získány s primerem OPBC – 17 s nukleotidovou 
sekvencí CCGTTAGTCC (obr. 2, 3, tab.1). Výsledky genetické podob-
nosti sledovaných vzorků smrku ztepilého jsou znázorněné ve formě 
dendrogramu (obr. 4). Sledované linie smrků jsou dle výsledku vari-
abilní, ale nejsou na výsledném dendrogramu rozřazeny podle lokalit 
původu a ani se nevylišil horský ekotyp smrku ztepilého z Neveklova 
a ze Strnad. Na gelu je zřetelná velmi podobná struktura RAPD frag-
mentů linií z lokality Tokáň, odvozených z různých semen jednoho 
stromu (vzorky 27N, 27T, 27S, 27J, 27L, 27CH, 27I). I z dendrogramu 
vyplývá jejich bližší genetická podobnost.

RAPD markery byly využity pro genetické studie a různé biologické 
přístupy u mnoha rostlinných rodů včetně několika druhů smrku. 
V případě smrku ztepilého Heinze a Schmidt (1995) využili RAPD 
analýzu ke studiu identifi kace klonů reprodukovaných obdobně jako 
v této práci somatickou embryogenezí. Geneticky testována a porov-
návána byla somatická embrya a z nich regenerující výpěstky různých 
smrkových linií pocházejících převážně z rakouských Alp. RAPD 
markery byly prokázány shodné a rozdílné linie a také bylo ověřeno, že 
v průběhu regeneračního systému nedošlo k somaklonální variabilitě. 
RAPD markery byly také použity k testování polymorfi zmu proveni-
encí u druhů smrku Picea mariana, Picea rubens, Picea glauca lesnic-
ky významných druhů v Severní Americe, extrakce DNA byla prove-
dena též z embryogenních kultur. Nižší proměnlivost RAPD profi lů 
byla zjištěna mezi populacemi uvnitř sledovaných druhů (Nkongolo
1999). RAPD markery byly úspěšně využity i pro otestování klonové 
variability u rodičovských stromů smrku sitka (Picea sitchensis), kdy 
byly vytipovány 4 primery vylišující klonově množený materiál (Ven,  
Mcnicol 1995). Pro smrk ztepilý Collignon a Favre (2000) použili 
RAPD analýzu k porovnání diverzity původních proveniencí smrků 
z francouzských Alp se smrky z Hercynsko-karpatské oblasti a z Alp 
střední Evropy. Pomocí RAPD markerů se podařilo vylišit proveni-
enci jihofrancouzských Alp pravděpodobně pocházející z odlišného 
apeninského refugia. RAPD markery se také uplatnily při konstruk-
ci genetické vazbové mapy příbuzenské podobnosti populace smrku 
ztepilého z oblasti Apenin (Bucci et al. 1997).

V ČR byla variabilita smrku ztepilého sledována pomocí izoenzymo-
vých analýz v lokalitách Krkonoše, Krušné hory a Šumava (Ivanek
2000, 2006; Ivanek et al. 2009; Mánek 1999) a u somatických embryií 
smrku ztepilého odvozených z lokalit Brno a Beskydy pomocí analýz 
RAPD a SCAR (Sequence Characterized Amplifi ed Regions for ampli-
fi cation of specifi c band), kdy byl navržen RAPD primer pro odliše-
ní a SCAR marker pro charakterizaci vybraných klonů (Hanáček,
Havel 2002). 

Nevýhodou RAPD analýz je, že důsledkem krátké délky tzv. nespe-
cifi ckých primerů a nízké teploty, při které primery nasedají na tem-
plátovou DNA, bývají spektra RAPD analýz při reprodukci nestabilní 
a mezi různými laboratořemi hůře porovnatelné než například AFLP 
a jiné markery. Williams et al. (1990) poukazuje, že nelze předpo-
kládat, že by u všech RAPD segmentů proběhlo perfektní párová-
ní primerů s templátovou DNA. Ne všechny RAPD produkty jsou 
snadno a jednoznačně pro polymorfi smus hodnotitelné. Pro repro-
dukovatelné výsledky je nutné optimalizovat amplifi kační podmín-
ky PCR – reakce a používat stejné postupy a laboratorní vybavení. 
Dále, i když RAPD metoda patří k jednodušším technikám DNA 
analýz nevyžadujícím předcházející znalost DNA sekvencí, nemu-
sí být výsledky při hodnocení populačně genetických parametrů
u diploidního materiálu spolehlivé (Perry et al. 1999). U RAPD 

markerů převládá dominantní charakter, nelze rozlišit zda je DNA 
fragment naamplifi kovaný z heterozygotního nebo homozygotního 
lokusu. RAPD markery bývají zřídka kodominantní (Williams et 
al. 1990). Dominantní charakter RAPD markerů může zkreslovat 
výsledky hodnocení genetických parametrů u organismů charakte-
ru diploidů se vzdáleným křížením, k nimž patří i smrk. V případě 
polymorfního lokusu s recesivní alelou vyskytující se v nízké frekven-
ci budou RAPD analýzou tyto lokusy hodnoceny jako monomorfní. 
Zhodnocení heterozygotů mohou poskytnout RFLP markery, které 
jsou kodominantní (Nkongolo 1999). Dominatní charakter RAPD 
markerů, kdy u heterozygotů byla zjištěna nižší genetická diverzita 
než u homozygotů, byl prokázán např. u Pinus sylvestris (Szmidt et 
al. 1996) nebo Pinus strobus (Isabel et al. 1999). 

RAPD analýza patří k jednodušším a levnějším metodám analýz 
DNA, a i proto byla využita pro předběžné ověření genetické proměn-
livosti sledovaných jedinců smrku ztepilého chlumního ekotypu. Pro 
hodnocení dalších genetických parametrů budou analýzy DNA roz-
šířeny i na jiné DNA markery, jak již někteří autoři pro smrk ztepilý 
použili, např. STS- Sequence tagged site – amplifi kace cílového místa 
(Perry et al. 1999), SSR – Simple Sequence Repeats - mikrosatelity 
(Yazdani et al. 2003, Maghuly et al. 2006, Tollefsrud et al. 2009), 
RFLP – Restriction Fragment Lenght Polymorphism – polymorfi s-
mus délky restrikčních fragmentů (Nkongolo 1999, Jeandroz et al. 
2002).

Pro studium polymorfi zmu smrku ztepilého chlumního ekotypu byla 
zvolena analýza DNA – RAPD (Random Amplifi ed Polymorphic 
DNA – polymorfi zmus náhodně amplifi kované DNA), která je jednou 
z aplikací PCR technik. Polymorfní spektrum RAPD produktů po-
tvrzující genetickou variabilitu sledovaných vzorků smrku ztepilého 
bylo získáno amplifi kací s primerem OPBC 17. Výsledný dendro-
gram byl sestrojen pomocí soft waru Multi Variate Statistical Packa-
ge (Kovach Computing Services). I když byl hodnocen polymorfní 
profi l RAPD produktů, sledované linie smrků nejsou na výsledném 
dendrogramu rozřazeny do klastrů podle lokalit původu a ani hor-
ský ekotyp smrku ztepilého nebyl vyčleněn v odlišný klastr od smrků 
chlumního ekotypu. RAPD analýzou byla prokázána proměnlivost 
sledovaných smrků různých jedinců chlumního ekotypu a ze získa-
ných výsledků vyplývá, že RAPD analýza s primerem OPBC 17 je 
vhodnější ke sledování variability uvnitř populace a může být vhod-
ným systémem pro rychlé hodnocení variability a diverzity ve sledo-
vaných populacích.
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Somatic embryogenesis is considered as an advantageous technique for in vitro clonal propagation of conifers. Embryogenic cultures were 
established from immature zygotic embryos of hurst ecotype of Norway spruce (Picea abies [L.] Karst.) growing in the České Švýcarsko 
National Park and the Křivoklátsko Protected Landscape Area. Random amplifi ed polymorfi c DNA (RAPD) analysis was used to determine 
polymorphism of embryogenic cell lines in Norway spruce hurst ecotype. Th is method is based on the polymerase chain reaction (PCR) with 
single primers of arbitrary nucleotide sequence. It is assumed that primer-target sites are randomly distributed along the template genome. 
Diff erent sequences may be amplifi ed depending on the nucleotide sequence of the primer used and on the source of the template DNA; thereby 
some RAPD amplifi ed fragments are polymorphic.

Amplifi cation reactions were prepared in volume of 25 μl containing 2.5 μl 10xPCR buff er (100 mM Tris- HCl, pH = 8.3, 500 mM KCl, 15 mM 
MgCl2), 2 μl mix dNTP (each 2.5 mM), 0.3 μl Takara Taq polymerase (5 units /μl) (TAKARA Biotechnology, CO., LTD.), 4 μl primer (18 – 
25 pmoles) from Operon (QIAGEN Operon GmbH), 2 μl DNA and water for molecular biology (Sigma – Aldrich) to complete 25 μl of 
amplifi cation reaction.

Amplifi cation was performed in thermal cycler Perkin Elmer 2400 or Bioer XP cycler. Aft er an initial denaturation at 93 °C thermal cycler 
was programmed for 45 cycles of 1 min denaturation at 92 °C, 2 min annealing at 35 °C, 3 min extension at 72 °C. Aft er cycles fi nal extension 
continued 10 min at 72 °C and subsequent cooling to 4 °C. Amplifi cation products were analyzed by electrophoresis in 1.5% agarose gels and 
detected by staining with ethidium bromide (Sigma – Aldrich). Th e oligonucleotides 10 – mers of sets OPR, OPC and OPBC from Operon 
supplied by company Operon Biotechnologie GmbH were tested. A high level of polymorphism was detected with primer OPBC – 17. Th e 
dendrogram of genetic similarity was constructed by the UPGMA (Unweighted Pair Group Method with arithmetic averages) based on the 
Jaccard coeffi  cient using Multi Variate Statistical Package (Kovach Computing Services). Th ese results show that RAPD method with primer 
OPBC – 17 can be used to amplify genomic DNA segments, and that polymorphism can be detected between the amplifi cation products of 
observed individuals of Norway spruce.
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