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Abstrakt


	Jednou z možností rychlého namnožení klonového materiálu smrku [Picea abies (L.) Karst.] jsou in vitro kultury embryí vzniklé indukovanou somatickou polyembryogenezí. Zdrojem pro tyto kultury jsou zralá či nezralá zygotická embrya vzniklá volným opylením. V důsledku vysoké heterozygotnosti smrku a výraznému patroklinnímu charakteru jeho nejaderné dědičnosti, se od sebe jednotlivé klony kultur embryí liší, a to i v případě, že byly získány z jednoho jedince (rychlost růstu a stárnutí, vzhled kolonií apod.).


	Při charakterizování jednotlivých klonů polyembryogení kultury a zjišťování jejich genetické stability je výhodné použít markery založené na PCR (polymerázová řetězová reakce). V porovnání s tradičními metodami získávání DNA markerů založených na hybridizaci (např. RFLP), má PCR několik výhod - k analýze je potřeba minimální množství genomové DNA, která může být připravena poměrně jednoduchými metodami z malého množství rostlinného materiálu. To umožňuje nedestruktivní genetickou analýzu jednotlivých rostlin nebo dokonce semen. RAPD  (Random Amplified Polymorphic DNA) je metoda založená na amplifikaci úseků genomové DNA pomocí krátkých primerů s náhodnou sekvencí. Tyto fragmenty jsou s určitou pravděpodobností rozmístěny po celém genomu a mohou sloužit jako cenné genetické markery. Rozsáhlost genomu smrku může být v tomto směru výhodná, protože poskytuje velký počet markerů.


	Pro PCR analýzu je nezbytné získání kvalitní DNA pokud možno z co nejmenšího množství rostlinného materiálu. Teoreticky obsahuje jedno embryo dostatek DNA na přípravu templátu pro PCR, musí však být nalezena jednoduchá a šetrná metoda izolace s vysokou výtěžností.


	Izolace DNA z rostlinného materiálu je často komplikovaná přítomností buněčné stěny, značného množství polysacharidů a jiných metabolitů kontaminujících výsledný preparát a snižujících tak kvalitu a použitelnost připravené DNA. Charakter polyembryogenní kultury je odlišný od normálního rostlinného pletiva, a proto musí být standartní metody přípravy rostlinné DNA vhodně modifikovány.


	Vyzkoušeli jsme zatím tři metody izolace DNA:


a) metodu využívající srážení nežádoucích proteinů a polysacharidů pomocí SDS (sodium dodecylsulfát)


b) srážení pomocí CTAB (cetyltrimetylamonium bromid)


c) metodu využívající proteinázu K často používanou u živočišných vzorků.


	Jako nejvýhodnější se jeví metoda srážení pomocí CTAB. Touto metodou se nám podařilo získat kvalitní DNA detekovatelnou na agarosovém gelu z 20 mg polyembryogenní kultury.
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