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Prístupy a techniky molekulárnych analýz v súčasnosti 
poskytujú metodickú oporu najširšiemu spektru hodnotenia 
biologického materiálu cez sledovanie a  popisovanie epide-
miologických zmien v ľudskej populácii (Zeleňáková et al., 2011, 
2012a,b), vyhodnocovanie pravosti a  autentifikácie potravín 
(Revák et al., 2011; Židek et al., 2012) až po hodnotenie rozma-
nitosti genofondu kultúrnych či voľne rastúcich rastlín (Bežo et 
al., 2005; Hrubíková et al., 2007; Oslovičová et al., 2010; Vivodík 
et al., 2011; Žiarovská, 2003).

Techniky molekulárnej genetiky umožňujú aj priamu ana-
lýzu konkrétnych génov rastlinného organizmu zodpovedných 
za hospodársky významné vlastnosti. Jedným z  predmetov 
molekulárnych analýz láskavca je GBBSI gén (granule bound 
starch synthetase I) – waxy gén. Štruktúra génu GBBSI pre 
láskavec metlinatý (Amaranthus cruentus L.), ktorý je v databáze 
NCBI evidovaný pod kódom AB456685, je uvedená na obrázku 

1. GBSSI gén má 3492 bp, 12 intrónov a 13 exónov. Tento gén 
bol zaznamenaný aj v genóme iných druhov napr. pšenica 
letná (Triticum aestivum L.) v  databáze NCBI uvedený pod 
kódom AF286320, ryža siata (Oryza sativa L.) AF141955 a  i., 
kukurica siata (Zea mays L.) HQ423245, a iné. Zaznamenaný bol 
aj v genómoch iných druhov rodu láskavec, ako napr. láskavec 
chvostnatý (Amaranthus caudatus L.) a  láskavec smutný (Ama-
ranthus hypochondriacus L.).

Pomocou BLAST analýzy bol v  GBSSI géne zaznamenaný 
vysoký stupeň podobnosti na základe aminokyselinových sek-
vencií medzi láskavcom a  ostatnými rastlinnými druhmi (Park 
et al., 2009). 

GBSSI gén, tiež známy ako waxy bielkovina, je zodpovedný 
za syntézu amylózy v  amyloplastoch rastlinných zásobných 
orgánoch (James et al., 2003; Tsai 1974). Produkcia amylózy je 
kontrolovaná len jedným hlavným štruktúrnym génom waxy 
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The aim of presented paper was to detect the GBSSI gene. Concretely, the detection of polymorphisms in restriction sites using restriction 
endonuclease HpaII was performed. Firstly, four parts of the GBSSI gene were amplified in PCR reactions, and then the amplified parts of 
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their controls, two fragments were cleaved. In the part of the GBSSI gene with the size of 1255 bp – 2 725 bp (primer GBSSI 1) there were 
two fragments with the size of 1 261 bp and 229 bp; in the part of the GBSSI gene with the size of 1 bp – 1 098 bp (primer GBSSI 3) there 
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Obrázok 1	 Schematické znázornenie GBSSI génu. Obdĺžniky reprezentujú exóny a čiary medzi nimi intróny. CDS – kódujúce oblasti génu 
sú nasledujúce (bp) 1–330, 503–423, 596–694, 873–784, 1238–1301, 1416–1516, 1598–1707, 1784–2027, 2116–2292, 2422–
2613, 2707–2793, 2899–3027, 3121–3237
Zdroj: Park et al., 2009

Figure 1	 Schematic depiction of the GBSSI gene. The rectangles represent exons, and lines between them represent introns. CDS – 
coding regions of the gene are as follows (bp) 1–330, 503–423, 596–694, 873–784, 1238–1301, 1416–1516, 1598–1707, 1784–
2027, 2116–2292, 2422–2613, 2707–2793, 2899–3027, 3121–3237
Source: Park et al., 2009
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(GBSSI) s  waxy recesívnou alelou k dominantnej waxy alele 
(Konishi et al., 1985; Okuno a Sakaguchi 1981; Park et al., 2009; 
Sugimoto et al., 1981). Nachádza sa na waxy lokuse (Park et al., 
2009). Škrob je lokalizovaný v bunkách perispermu, v ktorých 
sa tvoria veľmi malé škrobové zrná s priemerom 1–2 μm (Mar-
cone, 2001). V súčasnosti je známych len málo dostupných 
informácií, ktoré poukazujú na genetickú kontrolu veľkosti 
zŕn (Lindeboom, Chang and Tyler, 2004). V  Amaranthus 
cruentus L. podobne ako aj v Amaranthus hypochondriacus L. 
boli pozorované dva typy škrobu nevoskový typ (non-waxy) 
s obsahom amylózy 19,4 – 27,8 %, teda perisperm tohto typu 
obsahuje aktívny GBSSI gén a voskový (waxy) s obsahom 0 % 
amylózy neaktívny (Inouchi et al. 1999; Park et al., 2009). 

Park et al. (2010) sledovali variabilitu waxy génu v  troch 
rozdielnych druhoch rodu láskavec (Amaranthus caudatus 
L., Amaranthus   cruentus L. a   Amaranthus hypochondriacus 
L.), pričom porovnaním ich nukleotidovej sekvencie bol 
zaznamenaný vysoký stupeň podobnosti. Mutácie GBSSI génu 
v podstate vylučujú alebo redukujú obsah amylózy v škrobe 
narušením expresie alebo znížením funkcie GBSSI génu (Park 
et al., 2011). Nakurama et al. (1998) ukázal významné rozdiely 
v aktivite  GBSSI génu medzi endospermom waxy a non-waxy 
typom pšenice. Fujita et al. (1998) zistili, že nebola detego-
vaná žiadna aktivita GBSSI génu vo waxy mutantoch pšenica 
jednozrnná (Triticum monococum L.). Tento gén a pochopenie 
jeho expresie predstavuje hlavnú úlohu v stanovovaní funkcie 
v  potravinárskom a  nepotravinárskom priemysle. Preto zlep-
šovanie kvality škrobu a funkcie závisí na pochopení činnosti 
a  účinkov tohto génu. Pre efektívne využívanie genetických 
zdrojov, tvorbu nových kmeňov s rozdielnym zložením škrobu, 
je potrebná analýza genetickej diverzity z rozličných regiónov 
(Park et al., 2009; Park et al., 2011).

Cieľom práce bolo vypracovanie protokolu identifikácie 
a detekcie génu GBSSI pri krokovom zmnožení pomocou PCR 
reakcie a analýza prítomnosti reštrikčných miest štiepenia 

enzýmom HpaII deviatich mutantných línií láskavca a dvoch 
kontrolných genotypov.

Použitý biologický materiál (tabuľka 1) rodu láskavec 
Amaranthus L. bol reprezentovaný genotypom Ficha druhu 
Amaranthus cruentus L. a  hybridom K-433, ktorý je výsled-
kom medzidruhového kríženia druhov láskavec hybridný 
(Amaranthus hybridus L.) a  láskavec smutný (Amaranthus 
hypochondriacus L.). Semenný biologický materiál je výsledkom 
indukovanej mutagenézy 8 generácia (radiačného – γ žiarenia 
v dávke 175 Gy), pričom jednotlivé línie sa vyznačujú štatisticky 
preukazne zvýšeným hmotnosť tisíc semien (HTS) (Gajdošová, 
2008). Biologický materiál bol poskytnutý Ústavom genetiky 
a biotechnológií rastlín SAV v Nitre. 

Genotyp Ficha je charakterizovaný ako poloskorá odroda 
s  veľkými semenami, svetlej farby s  hmotnosťou tisícich zŕn 
0,85 g. Hybrid K-433 bol vytvorený v  Rodalo Research Centre 
v Pensylvánii v USA ako produkt medzidruhového kríženia dru-
hov Amaranthus hybridus L. a  Amaranthus hypochondriacus L. 
Charakterizovaný je ako poloskorá odroda s veľkými semenami, 
svetlej farby s hmotnosťou tisícich zŕn 0,73 g.

Pre účely amplifikácie GBSSI génu boli zo semenného 
materiálu dopestované rastliny v  in vitro podmienkach na 
kultivačnom médiu. DNA bola izolovaná zo zelených častí 
7-dňových klíčencov izolačnou súpravou Invisorb Spin Plant 
Mini Kit (Invitek).

Prajmery pre zmnoženie génu (tabuľka 2) boli navrhnuté 
autormi Park et al. (2009) a na základe sekvencie génu GBSSI pre 
Amaranthus cruentus L. s veľkosťou 3 492 bp, ktorý je v databáze 
NCBI uložený pod prístupovým kódom AB456685.

Dvojica prajmerov GBSSI 1 zabezpečuje zmnoženie 
úseku 1 255 – 2 725 bp, poradia nukleotidov GBSSI génu, dvojica 

Materiál a metódy

Tabuľka 1	 Charakteristika použitého biologického materiálu láskavca

Mutantná línia (1) Pôvod mutantných línií (2)

C 15/1; C 26/2; C 26/3; C 27/5
C 82/1; C 236/1
Kontrola A

genotyp Ficha, láskavec metlinatý (Amaranthus cruentus L.)

D 54/1; D 279/1; D 282/1
Kontrola B

hybrid K-433, ktorý je výsledkom interšpecifickej hybridizácie druhov láskavec smutný (Amaranthus hypo-
chondriacus L.) × láskavec hybridný (Amaranthus hybridus Lindl.)

Table 1	 Characteristics of amaranth biological material used in the work
(1) mutant line, (2) origin of mutant lines

Tabuľka 2	 Sekvencie prajmerov a teplota naväzovania jednotlivých dvojíc 

Označenie prajmera (1) Sekvencia prajmera (2) Teplota naväzovania (3)

GBSSI 1 F CAGGCAGCTTTGGAGGCACCA 68 °C

GBSSI 1 R TGGAGGCTACCACAGGCACCT 68 °C

GBSSI 2 F TTCAGGCCAGGGGACACCGT 65 °C

GBSSI 2 R CGTGGGTAGTCCGCCAAGGC 65 °C

GBSSI 3 F ATGGAAACAGTAACATCTTCTCACT 61 °C

GBSSI 3 R CATCTTTTCATAGAATAGCCAAGTCA 61 °C

GBSSI 4 F ATGTTAATTCCTAGCAGATTTGA 57 °C

GBSSI 4 R CTTTGTGAATTTGTTGTTGAATA 57 °C

Table 2	 The sequences of primers and their annealing temperature
(1) name of primer, (2) sequence of primer, (3) annealing temperature of primer
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GBSSI 2 úseku 437 – 1 659 bp, dvojica GBSSI 3 úsek 1 – 1 098 bp 
a  dvojica prajmerov GBSSI 4 zabezpečuje zmnoženie úseku 
2548bp – 3461 bp poradia nukleotidov GBSSI génu láskavca.

PCR reakcie prebiehali v tlmivom ustálenom roztoku 1× PCR 
obsahujúcom: 100 mmol.dm-3 Tris-HCl (pH 8,8), 500 mmol.dm-3 
KCl a 1,5 mmol.dm-3 MgCl2 (Applichem), spolu s 0,2 mmol.dm-3 
d NTP (InvitrogenTM, Life Technologies), prajmerom 450 nmol.
dm-3 prajmer (Microsynth), 1 U Taq polymerázy (Applichem) 
a 50 ng.μl-1 DNA v celkovom objeme 15 μl za podmienok uve-
dených v tabuľke 3.

PCR produkty boli vystavené štiepeniu pomocou 
reštrikčnej endonukleázy HpaII. Štiepenie prebiehalo v  tlmi-
vom ustálenom roztoku 1× Buffer Tango™ obsahujúcom 
33  mmol.dm-3 Tris-acetát (pH 7,9), 10 mmol.dm-3 octan 
horečnatý, 66 mmol.dm-3 draselný acetát, 0,1 mg.ml-1 BSA 
(Fermentas – Life science), spolu s  10 U.μl-1 HpaII dodávaný 
v  10mmol Tris-HCl (pH 7,4; 25  °C), 100  mmol.dm-3 NaCl, 1 
mmol.dm-3 DTT, EDTA, 0,2 mg.ml-1 BSA a 50 % glycerol), DNA 
a  vodou. Štiepenie prebehlo pri teplote 37 °C počas 14 hodín 
v  termoboxe. Štiepne produkty boli ďalej elektroforeticky 
spracované a vyhodnocované. Štiepne fragmenty pre stano-
venie prítomnosti alebo absencie ampflikovanej časti génu 
boli elektroforeticky rozdeľované v  2% agarózovom géli 1× 
TBE. Pre určenie veľkosti štiepnych fragmentov bol použitý 
markér Lonza 50 – 2 500 bp. Elektroforéza prebiehala pri kon-
štantnom napätí 65 V. Fotodokumentácia elektroforeogramov 
bola realizovaná zariadením G.Box. Elektroforeogramy boli 
spracované pomocou GeneSnap – verzia: 7.09 (Syngene) 
a GeneTools – verzia: 4.01 (Syngene). Profily boli vyhodnoco-
vané z  hľadiska prítomnosti alebo  neprítomnosti žiadaných 
štiepnych produktov. 

Poznatky o  genetickej rozmanitosti a  vzťahoch medzi 
a v rámci kultúrnych druhov a ich voľne rastúcich príbuzných 
sú nevyhnutné najmä z  hľadiska efektívneho budovania 
a využívania jednotlivých kolekcií genetických zdrojov rastlín 
(Chan and Sun, 1997). 

V  prípade zrnových typov láskavca sú až po súčasnosť 
stále platné dve hypotézy ich evolučného vývinu (Sauer, 
1967). Prvou je hypotéza, že všetky tri zrnové typy láskavca 
boli domestikované z voľne rastúcich druhov nezávisle od 
seba na troch odlišných územiach – Amaranthus caudatus L. 
z láskavec ecuadorský (Amaranthus quitensis Kunth. in H., B. 
et. K.) v Južnej Amerike, Amaranthus cruentus L. z Amaranthus. 
hybridus L. v Strednej Amerike a Amaranthus hypochondriacus 
L. z   láskavec zelenoklasý (Amaranthus powellii S. Watson) 
v Mexiku.

Molekulárne analýzy jednotlivých zložiek genómu láskavca 
sú teda žiaducim nástrojom s  potenciálom objasniť niektorú 
z platných hypotéz. Bližšia charakteristika evolučných vzťahov 
jednotlivých druhov rodu láskavec so zameraním sa na sta-
novenie vzťahov medzi jednotlivými kultivovanými aj voľne 
rastúcimi druhmi bola uskutočnená pomocou RAPD markérov 
a izoenzýmov (Chan and Sun, 1997), AFLP a ISSR markérov (Xu 
and Sun, 2001), ako aj metodikami mikromorfológie (Costea et 
al., 2006).

Gén GBSSI pre Amaranthus cruentus L. s veľkosťou 3 492 bp 
je v  databáze NCBI evidovaný pod prístupovým kódom 
AB456685.1. GBSSI gén je zodpovedný za syntézu škrobu. 
Patrí medzi intenzívne študovaný gén láskavca podieľajúcich 

Tabuľka 3	 Časový a teplotný profil PCR zmnoženia úsekov GBSSI génu

Fáza CAPS reakcie (1) Časový interval (2) Teplota (3) Počet opakovaní (4)

Úvodná denaturácia (5) 3 minúty 95 °C –

Denaturácia (6) 15 sekúnd 95 °C

32Naviazanie prajmera (7) 40 sekúnd 57–68 °C

Polymerizácia (8) 2 minúty 72 °C

Polymerizácia (8) 7 minút 72 °C –

Chladenie (9) 10 minút 4 °C –

Table 3	 Time and temperature profile of PCR for amplification of the GBSSI gene
(1) steps of GBSSI reaction, (2) time profile, (3) temperature profile, (4) number of cycle, (5) initial denaturation, (6) denaturation, (7) annealing, 
(8) extension, (8) final extension, (9) cooling

Obrázok 2	 Zmnoženie úseku génu GBSSI v rozsahu 1 – 1 098 bp prajmerom GBSSI 3
M – markér Lonza 50 – 2 500 bp, NK – negatívna kontrola, vzorky láskavec metlinatý (Amaranthus cruenthus L.) 15/1, 26/2, 26/3, 27/5, 82/1, 
236/1, A – kontrola. Vzorky hybrid K-433 54/1, 279/1, 282/1, B – kontrola

Figure 2	 Amplification of part of the GBSSI gene 1 – 1 098 bp with primer GBSSI 3
M – Marker Lonza 50–2500 bp, NK – negative control, samples of Amaranthus. cruenthus L. 15/1, 26/2, 26/3, 27/5, 82/1, 236/1, A – control. 
Samples of K-433 hybrid 54/1, 279/1, 282/1, B – control

Výsledky a diskusia
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sa na tvorbe zásobných látok (škrobu). Práve zmena poradia 
nukleotidov v  tomto géne môže podmieňovať zvýšenie HTS, 
napríklad v  dôsledku zmeny syntézy škrobu, za ktorý je daný 
gén zodpovedný. 

Pre zmnoženie celého GBSSI génu boli použité prajmery 
s označením: GBSSI 1, GBSSI 2, GBSSI 3, GBSSI 4. Sekvencia s veľ-
kosťou a vyznačením jednotlivých prajmerov je znázornená na 
obrázku 6. 

Obrázok 3	 Zmnoženie úseku génu GBSSI v rozsahu 437 – 1 659 bp prajmerom GBSSI 2
M – markér Lonza 50–2500 bp, NK – negatívna kontrola, vzorky láskavec metlinatý (Amaranthus cruenthus L.) 15/1, 26/2, 26/3, 27/5, 82/1, 236/1, 
A – kontrola. Vzorky hybrid K-433 54/1, 279/1, 282/1, B – kontrola

Figure 3 	 Amplification of part of the GBSSI gene 437 – 1 659 bp with primer GBSSI 2
M – Marker Lonza 50–2500 bp, NK – negative control, samples of Amaranthus. cruenthus L. 15/1, 26/2, 26/3, 27/5, 82/1, 236/1, A – control. 
Samples of K-433 hybrid 54/1, 279/1, 282/1, B – control

Obrázok 4	 Zmnoženie úseku génu GBSSI v rozsahu 1255 – 2 725 bp prajmerom GBSSI 1
M – markér Lonza 50-2500 bp, NK – negatívna kontrola, vzorky láskavec metlinatý (Amaranthus cruenthus L.) 15/1, 26/2, 26/3, 27/5, 82/1, 236/1, 
A – kontrola. Vzorky hybrid K-433 54/1, 279/1, 282/1, B – kontrola

Figure 4 	 Amplification of part of the GBSSI gene 1 255 – 2 725 bp with primer GBSSI 1
M – Marker Lonza 50–2500 bp, NK – negative control, samples of Amaranthus. cruenthus L. 15/1, 26/2, 26/3, 27/5, 82/1, 236/1, A – control. 
Samples of K-433 hybrid 54/1, 279/1, 282/1, B – control

Obrázok 5	 Zmnoženie úseku génu GBSSI v rozsahu 2 548 – 3 461 bp prajmerom GBSSI 4
M – markér Lonza 50–2500 bp, NK – negatívna kontrola, vzorky láskavec metlinatý (Amaranthus cruenthus L.) 15/1, 26/2, 26/3, 27/5, 82/1, 236/1, 
A – kontrola. Vzorky hybrid K-433 54/1, 279/1, 282/1, B – kontrola

Figure 5	 Amplification of part of the GBSSI gene 2 792 – 3 461 bp with primer GBSSI 4
M – Marker Lonza 50–2500 bp, NK – negative control, samples of Amaranthus cruenthus L. 15/1, 26/2, 26/3, 27/5, 82/1, 236/1, A – control. 
Samples of K-433 hybrid 54/1, 279/1, 282/1, B – control
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Na analýzu potenciálnych zmien v  géne GBSSI láskavca 
genotypu Ficha – Amaranthus cruentus L. a  hybrida K-433 
(Amaranthus hybridus L. × Amaranthus hypochondriacus L.) bola 
použitá PCR reakcia – zmnoženie jednotlivých oblastí GBSSI 
génu a ich následné reštrikčné štiepenie.

Pomocou navrhnutých prajmerov boli krokovo zmnožené 
samostatne štyri úseky GBSSI génu láskavca (obrázky 2 – 5).

Pre štiepenie génu bol vybraný reštrikčný enzým HpaII, 
ktorý sa vyznačuje citlivosťou na CpG metyláciu. Štiepenie GBSSI 
génu pomocou RE HpaII prebehlo po predchádzajúcej analýze 
sekvencie GBSSI génu v programe NEBcutter2 voľne dostupnom 
na internete (http://tools.neb.com/NEBcutter2/), kde bola zostro-
jená mapa reštrikčných miest (obr. 6) pre HpaII endonukleázy.

Na obrázku 7 je zobrazené štiepne miesto úseku 1  255 – 
2 725bp GBSSI génu reštrikčného enzýmu HpaII, ktorý sa vyzna-
čuje citlivosťou na CpG metyláciu. 

Na základe elektroforeogramu (obrázok 8) zostrojeného 
po reštrikčnom štiepení vybranou reštrikčnou endonukleázou 
HpaII bolo zistené, že príslušný enzým štiepil v úseku génu 
s veľkosťou 1 255 – 2 725 bp vo všetkých vzorkách mutačných 
línií a ich kontrol rovnako. Výsledkom boli dva štiepne produkty 
s veľkosťou 1 261 a 229 bp. Podobne to bolo aj v úseku génu 
s veľkosťou 1 – 1 098 bp (prajmer GBSSI 3), kde výsledkom boli 
dva fragmenty veľkosti 797 bp a 301 bp a v úseku génu s veľ-
kosťou 2 548 – 3 461 bp (prajmer GBSSI 4) to bolo fragmenty 
veľkosti 215 bp a 692 bp.

Obrázok 6	 Mapa reštrikčných miest použitej endonukleázy HpaII na GBSSI géne láskavca
Figure 6	 Map of restriction sites with used endonuclease HpaII for the amaranth GBSSI gene 

Obrázok 7	 Reštrikčné miesto štiepenia úseku 1 255 – 2 725 bp GBSSI génu RE HpaII
Figure 7	 Restriction site for cleavage of 1 255 – 2 725 bp segment of the GBSSI gene RE HpaII
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Výsledkom štiepenia je, že v dôsledku aplikovanej mutácie 
v podobe radiačného žiarenia nedošlo ku zmenám – mutácii na 
úrovni nukleotidov v miestach reštrikčného štiepenia pomocou 
HpaII enzýmu v sekvencii GBSSI génu láskavca.

Hricová et al. (2011) realizovala biochemický výskum 
mutantných línií druhov Amaranthus cruentus L. genotypu ‘Ficha’ 
a hybridu K-433. Nutričné hodnoty vybraných mutantných línií 
v porovnaní s ich kontrolnými zostávajú bez výraznejšej zmeny 
s výnimkou mutačnej línie C82/1. 

Múdry et al. (2011) analyzoval polymorfizmus enzýmov 
mutantných línií genotypu Ficha a mutantných línií hybridu 
K-433. Najlepší výsledok bol pozorovaný v prípade fosfogluko-
mutázy, kde boli oba genotypy navzájom odlíšené.

Ray and Roy (2009) využili RAPD a  SCAR markéry na 
stanovenie genetickej diverzity medzi viacerými druhmi 
láskavca. RAPD prajmery zabezpečili produkciu tvorby celkovo 
262 amplifikovaných produktov, z ktorých 96,94 % bolo poly-
morfných. Priemerná hodnota koeficientu podobnosti medzi 
sledovanými druhmi láskavca predstavovala hodnotu 0,56. Na 
základe tejto hodnoty koeficientu je zrejmé, že existuje varia-
bilita medzi rozdielnymi populáciami. SCAR markéry označili 
ako potencionálne užitočné pre ochranu genetických zdrojov 
a identifikáciu ekotypov láskavca. 

Park et al. (2010) sa vo svojej práci zamerali na zistenie prítom-
nosti a popis polymorfných miest v poradiach nukleotidov waxy 
génov troch druhov láskavca. Porovnaním získaných sekvencií 
autori popísali celkovo 16 polymorfných miest v kódujúcich úse-
koch aj intrónoch, pričom väčšina bola charakteru SNP a/alebo 
inzercií a delécií. Jednonukleotidový polymorfizmus  – SNP 
v kódujúcich úsekoch bol nájdený v exónoch 10 a 13, ale neve-
die k zmenám v zložení aminokyselín a ani k zmenám v dozrie-
vaní tejto bielkoviny či k ovplyvneniu jej enzymatickej aktivity. 
Krátke indel zmeny (delécia alebo inzercia) boli popísané 
v intróne 4 – konkrétne delécie 8 a 3 bp. Podobné krátke delécie 
existujú aj v iných rastlinných druhoch ako láskavec a vo väčšine 
vzhľadom na ich lokalizáciu neovplyvňujú fenotyp (Domon et 

al., 2002b; Fukunaga et al., 2002; Van et al., 2008). V týchto oblas-
tiach bolo nájdených aj niekoľko krátkych prvkov charakteru 
transpozónových sekvencií a rovnako ako indel zmeny, aj tieto 
sú zaznamenané pri  viacerých rastlinných druhoch zahŕňajúc 
ryžu (Mochizuki et al., 1992), kukuricu (Bureau a Wessler, 1992) 
a proso (Fukunaga et al., 2002; Kawase et al., 2005). Molekulárna 
charakteristika waxy alel viacerých rastlinných druhov poukazuje 
na rôznu príčinu ich vzniku. V prípade kukurice a prosa waxy 
mutácie vznikli spontánne ako dôsledok transpozičnej aktivity 
(Fedoroff et al., 1983; Wessler a Varagona, 1985; Fukunaga et al., 
2002). V prípade ryže ide o dôsledok nukleotidovej substitúcie 
vyúsťujúci v aberáciu a zostrih 5´konca intrónu 1 (Cai et al., 1998; 
Hirano et al., 1998; Wang et al., 1995). V prípade pšenice existujú 
významné delécie génu tohto proteínu v kódujúcich oblastiach 
(Vrinten et al., 1999) a pri prose je waxy fenotyp dôsledkom delé-
cie 5´terminálnej časti génu (Domon et al., 2002a). Testovanie 
diverzity genómu láskavca na molekulárnej úrovni pomocou 
molekuárnych markérov je účinné a je v súčasnosti vo vysokej 
miere používané (Park, Lee and Kim, 2009). 

Záver
Reštrikčné štiepenie PCR fragmentov predstavuje efektívny 
nástroj druhovo špecifických analýz, ktorý efektívne a v krátkom 
čase umožňuje identifikáciu prítomnosti a/alebo zmeny konkrét-
nych poradí nukleotidov v rastlinných genómoch. Potvrdenie 
reštrikčného miesta HpaII enzýmu v GBSSI géne láskavca v prí-
pade kontrolných vzoriek aj mutantných línií ukázalo, že tento 
úsek poradia nukleotidov nebol pozmenený v dôsledku radiačnej 
mutagenézy, čo dáva predpoklad pre jeho využitie v konštrukcii 
prajmerov ďalších molekulárnych analýz GBSSI génu.

V práci bola realizovaná detekcia GBSSI génu zo zámerom 
sledovania polymorfizmu v reštrikčných miestach pôsobenia 

Obrázok 8	 Štiepenie úseku génu s veľkosťou 1 255 – 2 725 bp pomocou RE – HpaII
M – markér Lonza 50 – 2 500 bp, NK – negatívna kontrola, vzorky láskavec metlinatý (Amaranthus cruenthus L.) 15/1, 26/2, 26/3, 27/5, 82/1, 
236/1, A – kontrola. Vzorky hybrid K-433 54/1, 279/1, 282/1, B – kontrola

Figure 8 	 Cleavage of the GBSSI gene segment 1 255 – 2 725 bp with RE – HpaII
M – Marker Lonza 50 – 2 500 bp, NK – negative control, samples of Amaranthus. cruenthus L. 15/1, 26/2, 26/3, 27/5, 82/1, 236/1, A – control. 
Samples of K-433 hybrid 54/1, 279/1, 282/1, B – control
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reštrikčnej endonukleázy HpaII s využitím zmnoženia štyroch 
úsekov GBSSI génu láskavca PCR reakciou a  následné štiepe-
nie produktov príslušnou reštrikčnou endonukleázou HpaII. 
Prítomnosť rozoznávaného miesta štiepenia 5´CCGG3´ bola 
potvrdená ako pre kontrolné genotypy, tak aj pre línie láskavca. 
Vo všetkých sledovaných mutačných líniách a  ich kontrolách 
boli vyštiepené dva fragmenty v úseku génu s veľkosťou 1 255 
– 2 725 bp (prajmer GBSSI 1) to bolo fragmenty veľkosti 1 261 
bp a 229 bp, v úseku génu s veľkosťou 1 – 1 098 bp (prajmer 
GBSSI 3) to bolo fragmenty veľkosti 797 bp a 301 bp a v úseku 
génu s  veľkosťou 2 548 – 3 461 bp (prajmer GBSSI 4) to bolo 
fragmenty veľkosti 215 bp a 692 bp. 

Kľúčové slová: GBSSI gén láskavca, PCR, reštrikčné štiepenie, 
mutantné línie
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