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|. Cil metodiky

Cilem metodiky je podat pfehled o v praktickém Slechténi pouzitelnych postupech
pro selekci cilovych rostlin — postupech zaloZzenych na technikach molekularni
biologie, na technikach a pfistupech molekularniho markerovani.

Repka patfi k nasim nejvyznamnéj$im plodinam a tomu odpovida i velky tlak na
kvalitu a vykonost odrud. Hybridni Slechténi a tvorba F; hybridd pak pfedstavuje
velmi ucinny nastroj pro zvySeni vynosoveého potencialu, zlepSeni celé fady
agronomicky vyznamnych znakl a samoziejmé je i znaCnou vyzvou pro
Slechtitele, vzhledem k fadé problematickych otazek, které s hybridnim Slechténim
fepky souviseji. Na IRC 2011 v Praze byla mimo jiné znacna pozornost vénovana i
metodam molekularni biologie, molekularnim markerdm a jejich aplikaci pro
rozliSovani genetickych zdroju o identifikaci samiCich (udrzovatelé pylové sterility)
a samcich (obnovitelé pylové fertility) linii a stanoveni stupné hybridity pfi vyrobé
hybridniho osiva.

Metodika je vysledkem FeSeni projektu NAZV QI 111A075 ,Vyuziti
biotechnologickych metod, novych vychozich materiald a efektivnich postupu ve
Slechténi ozimé fepky“. Zamérem projektu bylo: zefektivnit Slechtitelské postupy
pro tvorbu novych odrdd ozimé fFepky s vyuzitim nové vyvinutych,
optimalizovanych a ovérenych biotechnologickych a analytickych metod; vytvorit
nové vychozi materialy pro Slechténi liniovych a hybridnich odrid, vhodnych pro
potravinarské i technické vyuziti; vyuzit metody molekularni genetiky,
explantatovych kultur a nové expeditivni metody hodnoceni pro vybér a tvorbu
perspektivnich genotypl; pomoci efektivnich Slechtitelskych postupl ziskat
materialy pro tvorbu novych liniovych a hybridnich odrid ozimé fepky, schopnych
konkurovat zahrani¢nim odradam ve vyznamnych hospodarskych znacich. Jednim
z cilu projektu pak bylo vytvorit rodi€¢ovské komponenty a hybridy fepky na bazi
systému CMS s vyuzitim biotechnologickych metod a odvodit alelicky specifické
markery pro selekci rostlin nesoucich geny obnovy fertility. Metodika navazuje na
prfedchozi metodické vystupy projektu: Metodika analyzy molekularnich
markertd pro ucely popisu genetickych zdroji fepky (Brassica napus L.) a
hodnoceni jejich diverzity a Metodika detekce a molekularni selekce
autoinkompatibilnich linii Fepky (Brassica napus L.), kdy pfedmétem téchto
vystupl bylo vyuziti molekularnich metod pfi hodnoceni genetické diverzity
genovych zdroju Fepky a pro ucely vybéru geneticky vzdalenych rodiCovskych
komponent pro kfizeni pfi tvorbé liniovych a hybridnich odrid a dale selekce
rostlin  nesoucich znaky autoinkompatibility. Pfedkladana metodika pak
kompletuje tento soubor a je zamérena na techniky selekce cilovych rostlin z
pohledu Slechténi hybridid na bazi CMS Ogu/INRA a Shaan 2A.
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Il. Vlastni popis metodiky

I.1. Uvod

Pro¢ techniky molekularni biologie a pro¢ snaha o jejich aplikaci v
programech hybridniho Slechténi repky?

Selekce s vyuzitim markerd neboli MAS (Marker Assisted Selection) resp.
modifikace tohoto postupu s vétSim duirazem na molekularni techniky — MMAS
(Molecular Marker Assisted Selection) je jiz fadu let aktualnim trendem ve
Slechténi rostlin. Tento metodicky pfistup je zalozen na selekci cilovych
rostlin/potomstev na zakladé vysledku analyzy molekularnich markert. Aplikaci
téchto postupu Ize eliminovat vliv vnéjSiho prostfedi, Ize pak ucinnéji selektovat
rostliny i na jiném zakladé, nez-li pouhém fenotypovém vybéru a pfistupy
MAS/MMAS lIze i chapat jako cestu smérem ke genotypové selekci (GS), cilené
selekci na zakladé dikladné znalosti genetické konstituce Slechtitelského ideotypu
(Newell, Jannink 2013). Sir§i aplikace metodickych postupt zaloZenych na
MAS/MMAS muze vyrazné urychlit Slechtitelsky proces a zefektivnit Slechténi
(Varshney, Tuberosa 2007).

Geneticky marker (signalni gen) se pouziva pro oznaceni jasné se fenotypové
projevujiciho znaku s jednoduchou dédi¢nosti. Oznageni marker pak predpoklada
spojeni tohoto znaku genovou vazbou s jinymi kvantitativnimi ¢i kvalitativnimi
znaky (Sozinov 1985). Genetické biochemické markery se musi vyznacovat
dostateCnou genetickou a ji odpovidajici fenotypovou variabilitou, vysokou
expresivitou a penetranci a rovnéz vysokou heritabilitou, tj. nezavislosti na
podminkach prostiedi (Cerny, Sasek 1996). A ackoli byly pfedchozi definice
genetickych markertd vysloveny jesté pred érou PCR, OMICS a NextGen
technologii, jejich platnost neni a nemuze byt zpochybrovana. Vyhodu markert
zalozenych na polymorfismu DNA Ize spatfovat v aplikovatelnosti u vSech
organismu, kde je zvladnuta technika izolace DNA, v jejich nezavislosti na
podminkach prostfedi, znacném poctu markerovacich technik a markerQ, v
moznosti pouZiti nedestruktivni analyzy a mozZnosti jejich vyuziti i pro analyzu
rostlin ve velmi ranych ontogenetickych stadiich (Varshney et al. 2009).

Techniky molekularni biologie — technika molekularnich markerovani pak nabizi
Slechtiteli mocny nastroj pro jasné a presné odhaleni genetické konstituce
analyzovanych rostlin z pohledu cilovych znakd, nastroj pro velmi pfesnou selekci
cilovych rostlin/genotypu. Prehled technik/marker( pouzivanych u Fepky je uveden
v review: Curn, Sakova, Graman (1995), Curn, Sakova (1997) a Curn, Zaludova
(2007).

Jednou z oblasti aplikace molekularnich markerl je pak selekce cilovych
rostlin/genotypu v programech hybridniho Slechténi fepky. Hybridni odridy fepky
ozimé jsou v nasSich podminkach dlouhodobé péstovany a od roku 1998, kdy byl
uveden na Cesky trh prvni komeréni hybrid, se podil hybridnich odrid v osetych
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plochach fepky neustéle zvysuje. V roce 2008 doSlo k vyraznému narustu ploch
hybridd v porovnani s plochami osetymi liniovymi odriddami a podil hybridnich
odrud dosahl 35 %. V roce 2011 podil hybridnich odrud pfesahl hranici 50% a v
roce 2014 pak dosahl téméf 80% (Baranyk 2014). Zajem o hybridni odrudy je dan
nejen moédni vinou péstovani F; hybridl, ale u Fepky doslo v dusledku hybridniho
Slechténi a zavedeni hybridnich odriid k dosazeni podstatného pokroku nejen ve
vykonnosti, ale také ve stabilité vysokych vynosu v rozdilnych podminkach a
ro€nicich. Ve srovnani s liniovymi odriddami hybridni odridy disponuji vySSim
vynosovym potencialem, poskytuji stabilngjSi vynosy v rlznych péstitelskych
podminkach, jsou odolnéjSi vuci stresu (zimovzdornost a suchovzdornost), lépe
reaguji na pozdéjsi vysevy, ucinnéji vyuzivaji ziviny a i pres vySSi cenu osiva
hybridni odridy zajiStuji stabilni vysokou produkci Fepky a zajistuji ziskovost.
Heterozni efektu u fepky dosahuje az 10% (Rdobbelen 1985; Brandle, McVetty
1989; Kudla 1996; Zehnalek, HolubaF 2004; Zehnalek et al. 2005; Zehnalek et al.
2006) a heterozni efekt se projevuje v podobé zvySeni vynosu semene, vynosu
oleje, vysky rostlin, vitality a jistoty pfezimovani (Paulmann 1999; Koprna et al.
2009).

V soucasnosti jsou v Evropé nejvice rozSifené hybridni systémy MSL (Manlicher
Sterilitat Lembke), CMS (Cytoplasmatic Male Sterility) Ogu-INRA a SAFECROSS
(Syngenta). Ve svété, zejména v Ciné je pak vyuzivan i CMS systém
Polima/Shaan. Z mnoha sméru Slechténi vyrazné vy&niva systém Ogura, ktery
umoznil vytvaret restaurované hybridy z raznych rodi¢ovskych kombinaci. Puvod
tohoto typu cytoplazmatické samci sterility je v literatufe €asto chybné udavan a
jako zdroj sterility je mylné uvadéna japonska odruda fedkve 'Ogura’ (Koprna et al.
2007). CMS byla poprvé v Celedi Brassicaceae popsana u japonskych odrud
fedkve Raphanus sativus H. Ogurou a byla vyuzivana pro ucely Slechténi
hybridnich odradd (Ogura 1968). "Ogura CMS type" byla zahy introdukovana do
vyznamnych zastupcu rodu Brassica (B. oleracea a B. napus) na pracovisti INRA
ve Francii a timto krokem bylo umoznéno S$irsi vyuziti CMS systému v hybridnim
Slechténi fepky (Pelletier et al. 1983, 1987; Budar et al. 2004). Prvni CMS rostliny
byly ziskany na zakladé mezirodové hybridizace a nékolikanasobnym zpétnym
kifizenim (Bannerot et al. 1974) a bohuZel kromé stabilniho projevu sterility byla u
ziskanych rostlin detekovana cela fada nepfiznivych vlastnosti (Bannerot et al.
1977). Tyto znaky byly zpusobeny nekompatibilitou mezi jadrem a cytoplazmou a
po fuzi protoplasti a ziskani cybridni kombinace, ktera nesla chloroplasty B.
napus a mitochondrie R. sativus byly tyto negativni projevy cytoplazmy R. sativus
eliminovany (Menczel et al. 1987; Pelletier et al. 1987).

Prvni hybridni odridy zaloZzené na systému Ogu-INRA registrované v Ceské
republice byly kompozitni, tj. osivo bylo tvofeno ze 70-80 % pylové sterilnim
hybridnim komponentem a z 20-30 % opylovaéem — nej¢astéji vykonnou odradou.
Témito hybridy byly Synergy (1998) a Betty (1999), (Zehnalek, Holubaf, 2000).
DalSi etapu hybridniho Slechténi predstavovaly 3-liniové hybridy — Embleme
(2002), jehoz finalni generace $tépi v poméru 1:1 na piné fertilni a sterilni, dale
topcross hybrid Spirit (2003), jehoz finalni generace $tépi na cca 70% pylové
fertilnich rostlin a 30% pylové sterilnich. Aktualné jsou péstovany pylové fertilni
restaurované hybridy (Zehnalek et al. 2005; Baranyk 2014).
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Pro tvorbu restaurovanych hybridd je pak potfebné Slechtit sterilni matefské
komponenty (S cytoplazma a rfo geny obnovy fertility v jadfe), udrzovatele sterility
(F cytoplazma a rfo geny obnovy fertility v jadfe) a obnovitele fertility (Uplny
obnovitel s fertilni/sterilni cytoplazmou a dominantné homozygotni sestavou gen
Rfo v jadfe).

V réamci sdruzeni Ceska fepka je znaéna pozornost vénovana i vyuziti CMS
systému Shaan 2A a Slechténi F; hybridnich odrdd vyuZivajici tento systém
sterility. Zcela originalni a jedine¢né jsou zejména nové genetické zdroje - sterilni
linie a DH linie obnovitell fertility s pozadovanou 00 kvalitou pro systém CMS
Shaan 2A. Tento systém se ukazuje jako velmi perspektivni pro tvorbu hybridl i v
nasich podminkach a je rozpracovan v evropskych podminkach k praktickému
vyuziti pouze v CR. Jeho prednosti je zejména nepfitomnost vazby genu obnovy
fertility s vysokym obsahem glukosinolatu €i jeho stabilita v Siroké Skale teplotnich
podminek, narozdil od teplotné citlivého pfibuzného CMS systému Polima (pol),
jehoz nestabilita limituje vlastni vyuziti v hybridnim S$lechténi. Nedostatkem z
pohledu selekce cilovych rostlin je pak nedostupnost vhodnych selekCnich
markeru.

U Fepky je mozné pro produkci F; hybridd vyuzit i systému autoinkompatibility (Al).
U Fepky se, obdobné jako u jinych brukvovitych rostlin, pfirozené vyskytuje
sporofyticky typ Al, kde pylovy determinant je produktem bunék tapeta.
K hybridnimu Slechténi jsou vhodné pouze Al linie s vysokou ucinnosti Al reakce,
aby byl podil hybridniho osiva maximalni i v polnich podminkach. Podil hybridniho
osiva je mozno stanovit prakticky pouze na zakladé vhodného genetického
markeru. Autoinkompatibilita je kontrolovana jedinym usekem DNA tzv.
S lokusem, ktery ma velky pocet alel (Ockendon 1974; de Nettancourt 1977).
S haplotypy u rodu Brassica jsou podle svého fenotypového ucinku na zakladé
klasické genetické analyzy rozdéleny do dvou tfid | a Il (Nasrallah et al. 1991).
S haplotypy tfidy | jsou dominantni nad tfidou Il (Nasrallah, Nasrallah 1993).
VétSina péstovanych genotypu fepky pak obsahuje v A genomu S haplotypy tfidy |
(homologni s S haplotypem S4; B. rapa) a vC genomu S haplotypy tfidy Il
(homologni s S haplotypem S;s B. oleracea) (Okamoto et al. 2007; Zhang et al.
2008a). Autokompatibilita u Fepky je pak vyvoldana mutaci v dominantnim
S haplotypu, ktera vede k supresi funkéniho recesivniho S haplotypu (Okamoto et
al. 2007).

Uginnym nastrojem pro $lechténi a selekci Zadoucich rostli s funkénim projevem
autoinkompatibility (obsahujici funkéni recesivni S haplotyp) je postup zaloZeny na
vyuziti molekularni analyzy. Selekéni markery je mozné detekovat v ranych fazich
ontogeneze a vhodnou kombinaci molekularniho a klasického Slechtitelského
postupu Ize docilit u¢inné a presné selekce.

Predkladana metodika je zacilena na vyuziti molekularnich markerd na bazi
analyzy DNA pro ucely identifikace a selekce cilovych genotypl pouzivanych v
hybridnim Slechténi CMS systému Ogu/INRA a Shaan 2A.
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[1.2. Metodika izolace DNA

Rostlinny material pouzZivany pro izolaci DNA Fepky

e délozni listky (1-2 tydny po vyklic¢eni)
e plné vyvinuté praveé listy
e somaticka embrya, kotyledonarni pletiva

DNA je izolovana dle pfislusného protokolu z Cerstvého materialu (odebraného ve
sklenikovych nebo v polnich podminkach a ihned zpracovavaného, popfipadé
uchovavaného do doby izolace na ledu po dobu max 2—-4 hod), nebo z materialu
zamrazeného (po odebrani je material hluboce zmrazen a uchovavan pfi teploté -
80°C, kratkodobé je mozné uchovani i pfi teploté -20°C).

Metody izolace DNA rFepky

DNA je izolovana z materialu Cerstvého nebo zamrazeného. O vytéznosti, Cistoté
a moznostech pouziti takto ziskané DNA se zminiujeme v zavéru této kapitoly.
DNA je mozno izolovat mikroextrakénimi metodami (komeréné dostupnymi kity)
nebo pomoci standardnich metod izolace DNA.

Izolace DNA pomoci CTAB-PVP (polyvinylpyrrolidon)

Metoda je zalozena na schopnosti CTAB (cetyltrimetylamoniumbromid) vytvaret
komplex s nukleovymi kyselinami, ktery je pfi vysoké koncentraci soli rozpustny
(0,7 M NacCl), ale pfi snizené koncentraci soli (0,45 M NaCl) vytvafi srazeninu
(Murray a Thompson 1980). CTAB zaroven pusobi jako detergenéni Cinidlo, které
uvolfiuje DNA z komplexu membran a proteintd. Na zakladé rozdilné rozpustnosti
CTAB v porovnani s DNA je Ize oddélit a ziskat dostatecné Cistou rostlinnou DNA.
Pfidani PVP (polyvinylpyrrolidon) odstranuje kontaminanty a umoziuje ziskani
Cisté a kvalitn&jSi DNA.

1. Prtipravime si roztok 2x PVP—-CTAB a 1 % merkaptoethanolu, na jeden vzorek
pocitame 500 pl roztoku. Pfipraveny roztok dame pfedehfat na 65°C.

2. Rostlinné pletivo mizeme rozdrtit v tekutém dusiku. Pokud nepouzivame
tekuty dusik do sterilnich 1,5 ml mikrocentrifugaénich zkumavek dame
rostlinné pletivo (cca 100 mg), ze kterého chceme izolovat DNA. Pro lepsi
drceni pletiva pfidame sterilni kiemicity pisek.

3. Ke kazdému vzorku pfidame 500 ul predehfatého pufru, pletivo rozdrtime a
promichame s pufrem. Nechame 45 min inkubovat pfi 65°C. Béhem inkubace
kazdych cca 15 min lehce promichame.
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Po centrifugaci 12000 rpm 10 min se pfevede supernatant (500 pl) do novych
1,5 ml mikrocentrifugacnich zkumavek a pfida se 500 pl chloroformu s IAA,
smés se 10 min promichava a nasledné centrifuguje 5 min pfi 12000 rpm.

Do novych mikrocentrifugaCnich zkumavek odpipetujeme vodnou fazi.
Pfidame 1/5 objemu 5 % CTAB a smés se promicha, opét se pfida 500 pl
smési chloroform—IAA a 10 min protfepavame. Centrifugujeme 5 min
maximalni rychlosti pfi pokojové teploté.

Do novych mikrocentrifugacnich zkumavek prepipetujeme vodnou fazi.
Pfidame 2/3 objemu isopropanolu (pfiblizné 250 ul) a 2—3x lehce promichame.
Dame na 30 min (az na noc) do mrazaku (-20°C). Centrifugujeme 5 min pfi
4°C maximalni rychlosti. DNA by se méla zachytit na dné mikrocentrifugacni
zkumavky. Odstranime supernatant.

Pfidame 300 pl 1x TE a nechame 30—60 min inkubovat pfi 37°C.

Pfidame 2 objemy (600 pl) ledového (z mrazaku) 96 % ethanolu, 2—-3x lehce
promichame. Vzorky dame do mrazaku (-20°C) minimalné na 20 min,
maximalné na 12 hodin (vétsi vytéZnost DNA).

Vzorky vyndame z mrazaku a 10 min centrifugujeme maximalni rychlosti pfi
4°C. DNA by méla vytvorit viditelny pelet na dné mikrocentrifugacni zkumavky.
Odstranime supernatant.

Pfidame 1 ml ledového 70 % ethanolu, 2 — 3x lehce promichame.
Centrifugujeme 2 min maximalni rychlosti pfi teploté 4°C. Okamzité
odstranime vSechen supernatant, pro odstranéni viditelnych necistot
opakujeme tento krok 2x. Vzorky nechame dobfe vysuSit (max. 3 hodiny).
Podle mnoZstvi peletu (DNA) pfidame 20-200 pl 1x TE pufru nebo sterilni
vody (rozpustit 40 min pfi 37°C).

Pro dokonalé precisténi muzeme zopakovat postup od bodu 5.
Pfidame 1 pl Rnazy A a nechame 30 min inkubovat ve 37°C.

Chemikalie:

e kapalny dusik

ethanol (Cisty, 96 % ethanol nedenaturovany)

Supinkovy led

2x PVP-CTAB extrakéni pufr (2% CTAB, 100 mM Tris—HCI, pH=8,0,
20 mM EDTA, 1,4 M NacCl, 1 % 2-merkaptoetanol, 1 % PVP-40000)
2-merkaptoethanol

5% CTAB

chloroform—IAA (24 : 1)

1x TE pufr sterilni

isopropanol

70 % ethanol

Rnaza A 2 mg/ml

Pristroje:

chlazena centrifuga, sada automatickych pipet, homogenizatory, vortex,
trepaci vodni lazefn nebo tfepaci dry-blok, termostat, analytické vahy,
pH metr, mrazak, digestof
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Izolace DNA pomoci SDS

Tento postup izolace je vhodny jako rychla skriningova metoda, u fepky poskytuje
dostateCné mnozstvi DNA pro provedeni PCR analyz a vychazi z postupu
publikovaného v praci Edwards et al. (1991).

1. rostlinné pletivo rozdrtime homogenizatorkem pfimo v 1,5 mil
mikrocentrifugacni zkumavce ve 100 pl extrakéniho pufru.

2. K homogenatu pfidame 300 pl extrakéniho pufru a 5 s vortexujeme (tato
extrakCni smés mulze byt ponechana pfi laboratorni teploté i déle nez
1 hodinu, dokud nejsou vSechny vzorky homogenizovany).

3. Extrakt centrifugujeme 1 min pfi 13000 rpm a 300 ul supernatantu pfeneseme
do Cisté mikrocentrifugacni zkumavky.

4. K supernatantu pfidame 300 ul isopropanolu vychlazeného na -20°C, jemné
promichame (3-4x prevratit zkumavku) a smés nechame 2 min srazet.
Centrifugujeme 5 min pfi 13000 rpm.

5. Osuseny pelet rozpustime v50 ul TE pufru. DNA je stabilni ve 4°C déle nez 1
rok.

Chemikalie:

e SDS extrakéni pufr (200 mMTris—HCI (pH=7,5), 250 mMNaCl, 25 mM
EDTA, 0,5 % SDS)

e |sopropanol

e TE pufr (10 mMTris—HCI, pH=7,5; 0,1 mM EDTA)

Pristroje:
o centrifuga, sada automatickych pipet, homogenizatory, vortex, tfepaci vodni
lazen nebo tfepaci dry-blok, termostat, analytické vahy, pH metr, lednice
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I1.3. Metodika analyzy DNA markeru

Hybridni systémy CMS Ogu-INRA a Shaan 2A

Hybridni systémy Ogu-INRA i Shaan 2A jsou typem cytoplazmaticko-genové
sterility, pfi které je vysledny genotyp matefrské pylové sterilni linie zavisly nejen na
"sterilni cytoplazmé" - plazmotypu ,S*, ale také na pfitomnosti gent obnovy fertility
Rf (resp. Rfo) v jadfe. Geneticka konstituce matefskych pylové sterilnich CMS linii
je (S)rfrf, kde S znadi sterilni cytoplazmu a rf jaderny gen pro obnovu fertility v
homozygotné recesivni konstituci. Sterilita ("sterilni cytoplazma") je determinovana
mitochondrialnimi geny. Gen obnovy fertility Rf ma dominantni charakter a
interakce dominantniho genu obnovy fertility v jadfe a sterilni cytoplazmy vede k
obnové fetrtility. Pylové fertilni udrzovatelé sterility maji zalozeni (F)rfrf, kde F
znadi nomalni (fertilni) cytoplazmu. Uplny obnovitel fertility miiZze mit cytoplazmu
plazmotypu ,S“ nebo ,F“ ale musi byt dominantné homozygotni a v jadfe nese
genotyp RfRf. Pokud dojde k opyleni sterilni linie heterozygotnim obnovitelem
fertility Rfrf, vysledkem je generace Fi, kde vystépuje 50 % fertiinich a 50 %
sterilni rostlin.

. Fenotyp
Komponenta Cytoplazma Jadro (produkce pylu)
CMS sterilni linie S rfrf Sterilni
Udrzovatel sterility F rfrf Fertilni
Neuplny obnovitel fertility S/F Rfrf Fertilni
Uplny obnovitel fertility S/F RfRf Fertilni

Otcovskeé linie - obnovitelé fertility se vytvareji z plivodnich vychozich materiall
opakovanym zpétnym kfiZzenim s perspektivnimi liniemi typu (F)rfrf, kterymi jsou
prakticky veskeré pylové fertilni odrudy, Slechtitelské materialy a dihaploidni (DH)
linie ozimé fepky. Pro urychleni a zefektivnéni tvorby Rf linii se vyuziva metoda
produkce dihaploidnich (DH) linii technikou mikrosporovych kultur (Vyvadilova a
kol. 2008). Tato metoda umoznuje ziskat dominantni homozygoty pro Rf gen z
kfizencli s donory pozadovanych znaku prakticky béhem jedné generace.
Nevyhodou tohoto postupu je nicméné fakt, Ze selekce cilovych rostlin —
homozygotnich obnovitell fertility je provadéna az v dobé kvétu (selekce rostlin
fenotypové vykazujicich pylovou fertilitu u genotypt nesoucich sterilni cytoplazmu)
a ovéfeni schopnosti obnovovat fertilitu je provedeno az na zakladé
experimentalniho kfizeni a hodnoceni nasazeni semen u F1 hybridd.

Molekularni pfistup umozniuje selekci rostlin nesoucich Rf gen (respektive
dominantni alelu tohoto genu) v ranych ontogenetickych stadiich a pokud je
vhodné kombinovan s flow-cytometrickou analyzou lze takto rychle a spolehlivé
selektovat diploidni dominannté homozytotni rostliny (DH regeneranty).
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Detekce obnovitele fertility (Rfo) u systému Ogu-INRA

Detekce je zalozena na PCR detekci pfitomnosti dominantni alely genu Rfo u
analyzovanych rostlin.

Pro PCR analyzu byly pro ucely pfedkladané metodiky pouzity primery navrzené
v useku genu PPR; PPR-B (GenBank AJ550021) RsPPRB-F a RsPPRB-R, které
generovaly u rostlin nesoucich gen k obnové fertility amplikon o velikosti ~ 1,5kb.
PCR reakci je mozné doplnit o kontrolni primery amplifikujici nekddujici usek o
velikosti ~ 200bp ve vSech vzorcich. Dale Ize pouZzit primery SG34U a SG34L
(Primard-Brissed 2005), detekujici rostliny nesouci gen k obnové fertility
pritomnosti amplikonu o velikosti ~ 1kb.

Sekvence primeru pouzivanych pro PCR analyzu.

Primer Sekvence ‘5—3’ Annealing

RsPPRB-F GAAGCTCTTGCTACCCATCG 59°C

RsSPPRB-R TGACATGCTTCGATCTCGTC 59°C
SG34U TATATTGTACCTTTGCCTCTTC 55°C
SG34L CTTTTCTTTTAGTTTTTGGTTT 55°C

PCR reakce pak probiha v objemu 20 ul, v 1x reakénim pufru PPP (Top Bio), 1x
BSA, 0,5 uM kazdého primeru (IDT) a 5-10 ng templatové DNA.

Schéma pipetovani — systém PPP MM Top-Bio:
e 10 ul PPP master mixu
1 ul DNA
1 pl kazdého primeru (10 yM); &i 0,5 pl v pfipadé duplexové PCR
2 ul 10xBSA
5 ul dH,0 (voda do objemu 20 ul)

Amplifikace probiha na MJ Research Thermocycler PTC 100, nebo Bioer XP
Cycler pfi nasledujicim teplotnim profilu pro primery RsPPRB-F/R:
e pocateCni denaturace 5min  95°C

e 35 cyklu: 30s 95°C
45 s 59°C
2min 72°C

¢ konecna elongace 10 min 72°C

e stop - 4°C
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Teplotni profil pro primery SG34U a SG34L zahrnoval:
e pocateCni denaturace  2,5min 94°C

e 30 cykll: 30s 94°C
1min 55°C
2min 72°C

e konecna elongace 5min 72°C

e stop - 4°C

PCR produkty se rozdéluji na 1,5% agar6zovém gelu v 1x TBE pufru. Podminky
separace: 30 V 20min, 90 V 1hod a 30min. Jako marker se pouziva 100 bp DNA
ladder (NEB) a DNA fragmenty se vizualizuji barvenim pomoci ethidium bromidu
pod UV svétlem.

Chemikalie:

e PPP Master Mix (2x koncentrovany: 150 mM Tris-HCI, pH 8,8 (pfi 25°C), 40
mM (NH4)2S04, 0,02% Tween 20, 5 mM MgCI2, 400 yM dATP, 400 uM
dCTP, 400 yM dGTP, 400 yM dTTP, 100 U/ml Tag DNA polymerazy,
barvivo, stabilizatory a aditiva)

e templatova DNA

e primery

e dH,O (PCR dH;0, nebo Millipore dH,0)

Pfistroje:
e PCR thermocykler
e centrifuga, sada automatickych pipet, mrazak

Detekce genu Rf u rostlin fepky pomoci primeru RsPPRB-F/R (vlevo) a G34U a
SG34L (vpravo).

102 - A115 vychozi CMS

103 - B115 udrzovatel sterility
95 — 4069/2 obnovitel fertility
98 — 4108/3 obnovitel fertility

13
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Detekce rostlin se sterilni cytoplazmou u materialu CMS typu
Shaan 2A

Detekce je zalozena na PCR detekci pfitomnosti pfislusné sekvence u
analyzovanych rostlin a na PCR-RFLP detekci rozdilnych fragmentd u
primerového paru S2A178F/R.

Pro PCR analyzu byly pro ucely predkladané metodiky pouZzity primerové pary
S2A178F/S2A178R a S2A1.3F/S2A1.3R.

Sekvence primerl pouzivanych pro PCR analyzu.

Primer Sekvence ‘5—3’ Annealing
S2A178F TGGAGTACTTGGGATCAGCA 60
S2A178R ATCTCGCAGACGATCAAGGT 60
S2A1.3F AGTGGACCGGGTAGTGCTTA 57
S2A1.3R CCTCCAGACAGCTTCACTCC 57

PCR reakce pak probiha v objemu 25 ul, v 1x reakénim pufru (PPP MM; Top-Bio),
12,5 pM primeru (IDT) a 10 ng templatové DNA.

Schéma pipetovani — systém PPP MM Top-Bio:
e 12,5 ul PPP master mixu
e 1 ulDNA
e 1,25 ul kazdého primeru (10 yM)
e 9 ul dH,0 (voda do objemu 25 pl)

Amplifikace probiha na MJ Research Thermocycler PTC 100, nebo Bioer XP
Cycler pfi nasledujicim teplotnim profilu:
e pocateCni denaturace 3 min  94°C

e 35 cyklu: 30s 94°C
30 60/57°C
1,5min 72°C

¢ konecna elongace 10 min 72°C

e stop - 4°C

PCR produkty se rozdéluji na 1,5% agarézovém gelu v 1x TBE pufru. Podminky
separace: 30 V 20min, 90 V 1hod a 30min. Jako marker se pouziva 100 bp DNA
ladder (NEB) a DNA fragmenty se vizualizuji barvenim pomoci ethidium bromidu
pod UV svétlem.
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Chemikalie:

e PPP Master Mix (2x koncentrovany: 150 mM Tris-HCI, pH 8,8 (pfi 25°C), 40
mM (NH4)2S04, 0,02% Tween 20, 5 mM MgCI2, 400 pM dATP, 400 uM
dCTP, 400 uyM dGTP, 400 uyM dTTP, 100 U/ml Taqg DNA polymerazy,
barvivo, stabilizatory a aditiva)

e templatova DNA

e primery

e dH,O (PCR dH;0, nebo Millipore dH,0)

Pristroje:
e PCR thermocykler
e centrifuga, sada automatickych pipet, mrazak

S pouzitim primerd S2A1.3F a S2A1.3R (amplifikujicich nekddujici usek mtDNA,
lokalizovany v horni Casti fetézce pred vlastnim orf224-1), byla amplifikaci
fragmentu o velikosti pfiblizné 1300bp detekovana CMS mitochondrialni sekvence
pfitomna v CMS rostlinach, obnovitelich fertility (odvozenych z CMS) a u
odvozenych F; hybridd. U udrzovatell sterility nedochazelo k amplifikaci této
sekvence, jelikoZ maji jako jedini fertilni cytoplazmu.

Specifické primery S2A178F a S2A178F amplifikujici ¢ast mitochondrialniho genu
orf224-1 (zodpovédného za CMS) vedly k detekci velikostné podobné sekvence i
u udrzovatell sterility. Na zakladé vyraznych odliSnosti v nefunkéni sekvenci
udrzovatell je vS8ak mozné jeji nositele identifikovat pouzitim restrikCnich enzyma
— v nasem pfipadé byla pouzita restrikéni endonukleaza Msel.
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Detekce Rf u CMS typu Shaan 2A

Detekce je zaloZzena na PCR detekci pfitomnosti fragmenta.

Pro PCR analyzu byly pro ucely predkladané metodiky pouzity primerové pary 3F
a 4R, 1401 a 1404 (Formanova et al. 2010) a SSR primery KBrDP1F/R (Li et al.
2011), amplifikujici oblast DNA, ktera je ve vazbé s genem pro obnovu fertility u
CMS systému Polima a dale nové vyvinuté primery Rf84F/R.

Sekvence primerl pouzivanych pro PCR analyzu.

Primer Sekvence ‘5—3’ Annealing
3F GTTCTTACAGTGGCGTAAAGATGAG 57°C
4R AAGCTTCCACAGGTCCAGAGTAC 57°C

Rf84F TGCCATTGTAAGAACTAAGAAGAGG 57°C
Rf84R GCTTCTTAGTTCAACGATGGC 57°C
1401 CTTCTTCGACAGAGAAACGTG 57°C
1404 CAGAAGCTGATTCCTGATGATG 57°C
KBrDP1F CACTCTTTTAGGAGAAGCACGAA 55°C
KBrDP1R CCCGCATAGTTTGTCAGTTTCT 55°C

PCR reakce pak probiha v objemu 20 ul, v 1x reakénim pufru (PPP MM; Top-Bio),
s optimalni koncentraci primeru (IDT) a ~25-70 ng templatové DNA.

Schéma pipetovani — systém PPP MM Top-Bio:
e 10 pl PPP master mixu
e 1 ul DNA (~25-70 ng)
e X Ml kazdého primeru (0,5uM pro 3F/R, Rf84F/R a 1404; 0,3 uM
pro KBrDP1)
e X ul dH,O (voda do objemu 20 ul)

Amplifikace probiha na MJ Research Thermocycler PTC 100, nebo Bioer XP
Cycler pfi nasledujicim teplotnim profilu pro 3F/4R, Rf84F/R a 1401/4.
e pocateCni denaturace 5min  94°C

30s 57°C
1,5min 72°C
e 35 cykll: 30s 94°C
30s 57°C
1,5min 72°C
e konecna elongace 10 min 72°C
e stop - 4°C
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Pro primery KBrDP1.:
e pocateCni denaturace 5min  94°C

e 10 cykll 40 s 94°C
45 s 60°C -0,5°C cyklus
45 s 72°C
e 30 cykla: 40 s 94°C
45 s 55°C
45 s 72°C
e konecna elongace 10 min 72°C
e stop - 4°C

PCR produkty se rozdéluji na 1,5% agar6zovém gelu v 1x TBE pufru. Podminky
separace: 30 V 30min, 90 V 1hod a 30min. Jako marker se pouziva 100 bp DNA
ladder (NEB) a DNA fragmenty se vizualizuji barvenim pomoci ethidium bromidu
pod UV svétlem.

Chemikalie:

e PPP Master Mix (2x koncentrovany: 150 mM Tris-HCI, pH 8,8 (pfi 25°C), 40
mM (NH4)2S04, 0,02% Tween 20, 5 mM MgCI2, 400 pM dATP, 400 uM
dCTP, 400 uyM dGTP, 400 uM dTTP, 100 U/ml Taqg DNA polymerazy,
barvivo, stabilizatory a aditiva)

e templatova DNA

e primery

e dH,O (PCR dH;0, nebo Millipore dH,0)

Pfistroje:
e PCR thermocykler
e centrifuga, sada automatickych pipet, mrazak

Primerovy par 3F a 4R detekoval CMS rostliny spoleéné s udrzovateli sterility
pritomnosti amplikonu o velikosti pfiblizné 500 bp a obnovitele fertility pfitomnosti
amplikonl pfiblizné 440 bp. V F1 generaci byly detekovany oba fragmenty.
Sekvenacni analyza téchto fragmentu prokazala deleci useku o velikosti 62bp
(oblast zacinajici od 140 nukleotidu forward primeru) u vS8ech nositell genu pro
obnovu fertility. Na zakladé této analyzy byly navrZzeny nové primery Rf84F/R,
amplifikujici 164bp Usek u sterilnich rostlin, udrzovatell a F; rostlin, zatimco 84bp
fragment byl pfitomen pouze u homozygotnich nositelt Rf genu.
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r'-'1 CI\-"' SZ m C‘r‘-"l SZ sz 3 Fl 3/3b Rf 3/b bl
Cp-4$3 l'ncr'.'153 F13 = Rfk Cr'-'ll 53

SCAR marker - primery 4R/3F (Formanova et al. 2010)

Na zakladé ziskané sekvence byl vyvinut novy molekularni marker k detekci Rf

m m H H

M CMSs; CMSs3 CMSsy; CMSss Rfsoss saeressiiz saspss7 Rissia Rfsgz CMSs; NTC

100 bp-

primery Rf84F/R

Primerovy par 1401 a 1404 amplifikoval fragment o velikosti pfiblizné 700 bp u
vSech rostlin s vyjimkou obnovitell fertility.

‘Detekce Rf

m m H H

M CMS;; CMSs3 CMSsy CMSs3 Rfsass saxressiaa sanpess7 Rfssiia Rfss; CMSg; NTC

650 bp-

SCAR marker — primery 140F/R (Formanova et al. 2010)
Mikrosatelitovy primerovy par KBrDP1 detekuje CMS rostliny a udrzovatele sterility

pfitomnosti fragmentu o velikosti ~280 bp, zatimco u obnovitell fertility a F;
hybridi se amplifikuje druhy fragment o velikosti ~300 bp.

f‘."l Rf £ F .|. = m C T'."l S 3 Cr‘—'1 S 3
Rf 3b F .I. 3k sz 3 m C.P'."l S 2 C.f'."| 52

00 o Gy B D S N G0 N G

Primer KBrDP1 (Li et al., 2011)

Rf — udrzovatel sterility pro S2 (DH) CMS linie Shaan 2A
F1 - F; hybrid MCMS — udrzovatel sterility
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Detekce Rfo genu v mikrosporovych embryich repky u CMS
systému Ogu-INRA

Embrya byla ziskana z pylovych zrn F; rostlin jedné kombinace kfizeni, byla
rozdélena do tfech velikostnich frakci A=3,5mm; B=22,75-3,49 mm a C=2-2,74 mm.
Detekce nositell genu pro obnovu fertility byla provedena nedestruktivni metodou;
odebranim kotyledonarniho pletiva a naslednou PCR detekci se specifickymi
primery pro usek genu PPR-B.

Technika mikrosporovych kultur a diploidizace pomoci trifluralinu v mikrosporové
suspenzi byla provedena dle dfive publikovaného protokolu (Klima et al. 2008). Za
ucCelem genotypizace byly z kazdého embrya nedestruktivné (bez poSkozeni
apikalniho meristému) v aseptickych podminkach odebrana kotyledonarni pletiva k
extrakci DNA. Embryo bylo pfeneseno do regeneracniho media (RM; Klima et al.
2004). NedostateCné velikd embrya nevhodna k  nedestruktivnimu
kotyledonarnimu odbéru byla nejprve kultivovana na DM médiu po dobu 2-3 tydna.
Nasledna kultivace embryi byla provedena dle protokolu Klima et al. (2008) za
ucelem dosazeni kofenicich regeneranti schopnych pfenosu do pudy a ziskani
osiva dihaploidnich rostlin.

DNA byla izolovana dle protokolu Edwards et al. (1991) a detekce genu Rfo byla
provedena pomoci specifickych primeri RsPPRB-F/RsPPRB-R. Druhy pouzity
primerovy par byl pouzit jako pozitivni kontrola slouzici k amplifikaci vzdy
pritomného useku B. napus odvozeného z AFLP markeru.

Sekvence primerl pouzivanych pro PCR analyzu.

Primer Sekvence ‘5—3’ Annealing

RsPPRB-F GAAGCTCTTGCTACCCATCG 59°C

RsPPRB-R TGACATGCTTCGATCTCGTC 59°C
208F TCGGGATGGAAACCATACTC 59°C
208R GGTCCCAGATAAGGGGAAAA 59°C

Duplex PCR byla provedena v objemu 20 pl, tvofeného 1x reakénim pufrem PPP
(Top Bio), 1x BSA, 0,25 uM kazdého primeru (IDT) a 5-10 ng templatové DNA.

Schéma pipetovani — systém PPP MM Top-Bio:
e 10 pyl PPP master mixu
1 ul DNA
0,5 pl kazdého primeru (10 M)
2 ul 10xBSA
5 ul dH,0 (voda do objemu 20 ul)
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Amplifikace probiha na MJ Research Thermocycler PTC 100, nebo Bioer XP
Cycler pfi nasledujicim teplotnim profilu:
e pocateCni denaturace 5min  95°C

e 35 cykll: 30s 95°C
45 s 59°C
2min  72°C

e konecna elongace 10 min 72°C

e stop - 4°C

PCR produkty se rozdéluji na 1,5% agarézovém gelu v 1x TBE pufru. Podminky
separace: 30 V 30min, 90 V 1hod a 30min. Jako marker se pouziva 100 bp DNA
ladder (NEB) a DNA fragmenty se vizualizuji barvenim pomoci ethidium bromidu
pod UV svétlem.

Chemikalie:

e PPP Master Mix (2x koncentrovany: 150 mM Tris-HCI, pH 8,8 (pfi 25°C), 40
mM (NH4)2S04, 0,02% Tween 20, 5 mM MgCI2, 400 uM dATP, 400 uM
dCTP, 400 pM dGTP, 400 yM dTTP, 100 U/ml Tag DNA polymerazy,
barvivo, stabilizatory a aditiva)

o templatova DNA

e primery

e dH,O (PCR dH;0, nebo Millipore dH,0)

Pristroje:
e PCR thermocykler
e centrifuga, sada automatickych pipet, mrazak

«——— 1528bp (detekce Rf)

«—— 208bp (kontrolni amplikon)

SRR s SFe LA

1-3a6 embrya nesouci gen pro obnovu fertility
4-5 embrya bez genu pro obnovu fertility
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Detekce autoinkompatibilnich haplotypu — detekce a selekce Al
rostlin

DNA byla izolovana dle CTAB-PVP a detekce Al haplotypu byla provedena
pomoci specifickych primerd SLGa (Zhang et al. 2008b), které amplifikuji cca 1 kb
dlouhy fragment u AK rostlin. U Al rostlin, které maji funk¢ni S haplotyp tento
fragment neni amplifikovan. Jako vnitfni kontrola byl pouzit primerovy par SCO3
(Zeng et al. 2009), ktery amplifikuje fragment o délce 750 bp u vSech rostlin
(pozitivni kontrola spravného pribéhu PCR reakce).

Sekvence primerl pouzivanych pro PCR analyzu.

Primer Sekvence ‘5—3’ Annealing
SLGa_F GATTCTACTTCCTCCTGCCT 58°C
SLGa_R ATTACAGTCGCTAAGGCACC °8°C
SCO3 F TGATGCAGGAACCTTGAAGC °8°C
SCO3_ R GAGCATCTTGCATGGAGGTC 58°C

Duplex PCR byla provedena v objemu 20 pl, tvofeného 1x reakénim pufrem PPP
(Top Bio), 1x BSA, 0,25 uyM kazdého primeru (IDT) a 10 ng templatové DNA.

Schéma pipetovani — systém PPP MM Top-Bio:
10 pl PPP master mixu

1 ul DNA

0,5 ul kazdého primeru (10 uM)

2 ul 10xBSA

5 ul dH,0 (voda do objemu 20 pl)

Amplifikace probiha na MJ Research Thermocycler PTC 100, nebo Bioer XP
Cycler pfi nasledujicim teplotnim profilu:
e pocateCni denaturace 3 min  95°C

e 35 cyklu: 30s 94°C
45 s 58°C
1min 72°C

¢ konecna elongace 10 min 72°C

e stop - 4°C

PCR produkty se rozdéluji na 1,5% agarézovém gelu v 1x TBE pufru. Podminky
separace: 30 V 30min, 90 V 1hod a 30min. Jako marker se pouziva 100 bp DNA
ladder (NEB) a DNA fragmenty se vizualizuji barvenim pomoci ethidium bromidu
pod UV svétlem.
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Chemikalie:

e PPP Master Mix (2x koncentrovany: 150 mM Tris-HCI, pH 8,8 (pfi 25°C), 40
mM (NH4)2S04, 0,02% Tween 20, 5 mM MgCI2, 400 uM dATP, 400 uM
dCTP, 400 uyM dGTP, 400 uyM dTTP, 100 U/ml Taqg DNA polymerazy,
barvivo, stabilizatory a aditiva)

e templatova DNA

e primery

e dH,O (PCR dH;0, nebo Millipore dH,0)

Pristroje:

e PCR thermocykler
e centrifuga, sada automatickych pipet, mrazak
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Schéma kfiZzeni donort Al a donoru kvality (funk&nich a nefunk&nich S haplotypu)
a vyStépovani haplotypu v populaci dihaploidnich rostlin.

S1 line “WRG15” X SC donor of 00-quality “2051”

|

F

l Microspore embryogenesis

Sl line “S120” X 8C donor of 00-quality “Viking”

¥ 1
l Microspore embryogenesis

DH Sl line “S120” X donor of 00-quality “Da Vinei; Cabernet, Chagall or Wisent™
AllAllclC i Alalclich
¥ 1
AlAlCHCH

lMicrospore embryogenesis

F, DH lines
Alalclch Allaliclici

Schéma selekce Al rostlin s funk&nim S haplotypem.

Principle of genotyping by using the SL.G I gene

;—"\ 269 plants

£l

|

Phenotyping TN11981 T 1138C R 37 STSC
Genotyping 10281 17SC101S8C 1281 128C 2581 !

-

Duplex PCR s primery specifickymi pro SLG-I, amplifikace ~1.1 kb fragmentu u AK rostlin, u Al rostlin nedochazi k amplifikaci
tohoto fragmentu. U Sech rostlin pak dochazi k amplifikaci 750 bp kontrolniho fragmentu. Oba obrazky pievzaty z Havlickova et al.
(2014).
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lll. Srovnani novosti postupu

Predkladana ,Vyuziti molekularnich technik pfi selekci rodi€ovskych komponent v
programech hybridniho Slechténi fepky (Brassica napus L.)“ je aktualni a nova,
protoZe v souc¢asné dobé& neni v CR k dispozici dostupna metodika zabyvajici se
touto problematikou. Dosud dostupné informace jsou jen dil€i a rozptylené ve
védeckych publikacich a monografiich, které se zabyvaji problematikou
molekularnich markert, komplexni zpracovani selekénich markert pak dostupné
neni. Molekularni markery predstavuji ve srovnani s morfologickymi Ci
biochemickymi markery kvalitativné novy pfistup, ktery ma na jedné strané
obrovsky potencial vyuZziti, avSak na strané druhé i své limity. Realna interpretace
molekularnich dat obvykle vyzaduje kvalifikovanou volbu vhodnych a
optimalizovanych postupu. Vyuziti analyzy molekularnich markerl pro popis a
charakterizaci genotypu je predmétem predkladané metodiky.

IV. Popis uplatnéni metodiky

,VyuZiti molekularnich technik pfi selekci rodi€ovskych komponent v programech
hybridniho Slechténi Fepky (Brassica napus L.)“ v prvni Casti zahrnuje teoreticky
uvod do problematiky. V praktické ¢asti pak jsou uvedeny postupy izolace DNA a
protokoly pro PCR detekci jednotlivych gend, resp. cilovych genotypu.

Metodika predstavuje soubor optimalizovanych navodud molekularni analyzy, na
jejichz zakladé Ize provadét rutinni analyzy DNA marker( u fepky s cilem selekce
pozadovanych genotypu. Vystupem analyzy je pak PCR produkt odpovidajici
detekované sekvenci. Molekularni markery nejsou dosud standardné pro ucely
selekce pozadovanych genotypl pouzivany, mohou byt ale vhodnym doplfikem
klasickych Slechtitelskych selek&nich postupu a oproti nim skytaji znacné vyhody.

UZivatelé metodiky jsou pracovisté vyzkumna a Slechtitelska, ktera mohou
s vyhodou vyuzit prfednosti analyzy molekularnich markerd — rychlost analyzy,
vysoka mira polymorfismu a nizké ovlivnéni faktory vnitfniho a vnéjsiho prostredi.
Metodika bude uplatnéna prostifednictvim Slechtitelské firmy OSEVA PRO s.r.0. S
timto subjektem byla uzaviena smlouva o uplatnéni metodiky.
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V. Ekonomické aspekty

Predpokladané ekonomické prinosy metodiky jsou kalkulovany az do vysSe 3.200
tis. KC. DalSimi pfinosy prfedkladané metodiky jsou rozSifeni spektra technik a
metodickych postupu pouzivanych v biotechnologické laboratofi, rozSifeni portfolia
technik a sluzeb provadénych v laboratofi, metodicka a vzdélavaci funkce.

PFinosem pro Slechténi rostlin je uspora nakladl v procesu Slechténi — zkraceni
Slechtitelského procesu o 1 rok lIze pfi celkovych nakladech na jednu odridu a
délce Slechténi (7-10 let) uspofit 800 tis. KE, pfi vzniku nové odridy (s vyuzitim
molekularni selekce) by finanéni pfinos pro uzivatele (Slechtitele) plynul z
licen€niho poplatku (nova odruda by mohla byt zaseta na 2500 ha po dobu 4 let s
vynosem 2,8 t/ha, licencni poplatek je 60 KE z 1 kg prodaného osiva, na 1 ha jsou
zapotrebi asi 4 kg, takze 2500*60*4 = 600 tis K&/rok x 4 roky= celkem financni
pfinos je 2,4 mil. K.

Do nakladd na zavedeni postupl uvedenych v metodice Ize zapocitat pofizeni
nejnutngjSiho investicniho a neinvesticniho vybaveni pro provoz laboratofe a
provedeni ukonl a postupl uvadénych v metodice v celkové minimalni vysi 1,100
tis. KE. V pfipadé automatizace izolace DNA a zpracovani velkého objemu vzorku
je pak nutné pocitat s dalSimi naklady na pofizeni linky pro izolaci DNA pomoci
paramagnetickych partikuli v objemu cca 2,5 mil K€ a automatické CcCipove
elektroforézy nebo fragmentacniho analyzatoru ve vysi 1,4 mil K. DalSi naklady
pak predstavuji naklady na chemikalie a na zakladé dlouhodobych kalkulaci Cini
jednotkova cena za analyzu jednoho vzorku 270 K¢ (ceny za chemikalie). V
uvedeném pfikladu kalkulace nakladu nejsou uvedeny doplfikové naklady, odpisy,
naklady na vzdélavani a vyskoleni personalu laboratofe, naklady na vyvoj metod,
které jsou odvislé od konkrétni situace a vybavenosti (materialni i personalni)
pracoviste.

Jako ekonomicky vyhodnéjSi se jevi analyza markerld ve specializovanych

laboratofich, kde lze sdilet naklady na pofizeni investic, vychovu a vzdélavani
pracovnikd, sluzby.
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