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I. Cíl metodiky 
 
 
Cílem metodiky je podat přehled o v praktickém šlechtění použitelných postupech 
pro selekci cílových rostlin – postupech založených na technikách molekulární 
biologie, na technikách a přístupech molekulárního markerování. 
 
Řepka patří k našim nejvýznamnějším plodinám a tomu odpovídá i velký tlak na 
kvalitu a výkonost odrůd. Hybridní šlechtění a tvorba F1 hybridů pak představuje 
velmi účinný nástroj pro zvýšení výnosového potenciálu, zlepšení celé řady 
agronomicky významných znaků a samozřejmě je i značnou výzvou pro 
šlechtitele, vzhledem k řadě problematických otázek, které s hybridním šlechtěním 
řepky souvisejí. Na IRC 2011 v Praze byla mimo jiné značná pozornost věnována i 
metodám molekulární biologie, molekulárním markerům a jejich aplikaci pro 
rozlišování genetických zdrojů o identifikaci samičích (udržovatelé pylové sterility) 
a samčích (obnovitelé pylové fertility) linií a stanovení stupně hybridity při výrobě 
hybridního osiva. 
 
Metodika je výsledkem řešení projektu NAZV QI 111A075 „Využití 
biotechnologických metod, nových výchozích materiálů a efektivních postupů ve 
šlechtění ozimé řepky“. Záměrem projektu bylo: zefektivnit šlechtitelské postupy 
pro tvorbu nových odrůd ozimé řepky s využitím nově vyvinutých, 
optimalizovaných a ověřených biotechnologických a analytických metod; vytvořit 
nové výchozí materiály pro šlechtění liniových a hybridních odrůd, vhodných pro 
potravinářské i technické využití; využít metody molekulární genetiky, 
explantátových kultur a nové expeditivní metody hodnocení pro výběr a tvorbu 
perspektivních genotypů; pomocí efektivních šlechtitelských postupů získat 
materiály pro tvorbu nových liniových a hybridních odrůd ozimé řepky, schopných 
konkurovat zahraničním odrůdám ve významných hospodářských znacích. Jedním 
z cílů projektu pak bylo vytvořit rodičovské komponenty a hybridy řepky na bázi 
systémů CMS s využitím biotechnologických metod a odvodit alelicky specifické 
markery pro selekci rostlin nesoucích geny obnovy fertility. Metodika navazuje na 
předchozí metodické výstupy projektu: Metodika analýzy molekulárních 
markerů pro účely popisu genetických zdrojů řepky (Brassica napus L.) a 
hodnocení jejich diverzity a Metodika detekce a molekulární selekce 
autoinkompatibilních linií řepky (Brassica napus L.), kdy předmětem těchto 
výstupů bylo využití molekulárních metod při hodnocení genetické diverzity 
genových zdrojů řepky a pro účely výběru geneticky vzdálených rodičovských 
komponent pro křížení při tvorbě liniových a hybridních odrůd a dále selekce 
rostlin nesoucích znaky autoinkompatibility. Předkládaná metodika pak 
kompletuje tento soubor a je zaměřena na techniky selekce cílových rostlin z 
pohledu šlechtění hybridů na bázi CMS Ogu/INRA a Shaan 2A. 
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II. Vlastní popis metodiky 
 

II.1. Úvod 
 
Proč techniky molekulární biologie a proč snaha o jejich aplikaci v 
programech hybridního šlechtění řepky? 
 
Selekce s využitím markerů neboli MAS (Marker Assisted Selection) resp. 
modifikace tohoto postupu s větším důrazem na molekulární techniky – MMAS 
(Molecular Marker Assisted Selection) je již řadu let aktuálním trendem ve 
šlechtění rostlin. Tento metodický přístup je založen na selekci cílových 
rostlin/potomstev na základě výsledků analýzy molekulárních markerů. Aplikací 
těchto postupů lze eliminovat vliv vnějšího prostředí, lze pak účinněji selektovat 
rostliny i na jiném základě, než-li pouhém fenotypovém výběru a přístupy 
MAS/MMAS lze i chápat jako cestu směrem ke genotypové selekci (GS), cílené 
selekci na základě důkladné znalosti genetické konstituce šlechtitelského ideotypu 
(Newell, Jannink 2013). Širší aplikace metodických postupů založených na 
MAS/MMAS může výrazně urychlit šlechtitelský proces a zefektivnit šlechtění 
(Varshney, Tuberosa 2007). 
 
Genetický marker (signální gen) se používá pro označení jasně se fenotypově 
projevujícího znaku s jednoduchou dědičností. Označení marker pak předpokládá 
spojení tohoto znaku genovou vazbou s jinými kvantitativními či kvalitativními 
znaky (Sozinov 1985). Genetické biochemické markery se musí vyznačovat 
dostatečnou genetickou a jí odpovídající fenotypovou variabilitou, vysokou 
expresivitou a penetrancí a rovněž vysokou heritabilitou, tj. nezávislostí na 
podmínkách prostředí (Černý, Šašek 1996). A ačkoli byly předchozí definice 
genetických markerů vysloveny ještě před érou PCR, OMICS a NextGen 
technologií, jejich platnost není a nemůže být zpochybňována. Výhodu markerů 
založených na polymorfismu DNA lze spatřovat v aplikovatelnosti u všech 
organismů, kde je zvládnutá technika izolace DNA, v jejich nezávislosti na 
podmínkách prostředí, značném počtu markerovacích technik a markerů, v 
možnosti použití nedestruktivní analýzy a možnosti jejich využití i pro analýzu 
rostlin ve velmi raných ontogenetických stádiích (Varshney et al. 2009). 
 
Techniky molekulární biologie – technika molekulárních markerování pak nabízí 
šlechtiteli mocný nástroj pro jasné a přesné odhalení genetické konstituce 
analyzovaných rostlin z pohledů cílových znaků, nástroj pro velmi přesnou selekci 
cílových rostlin/genotypů. Přehled technik/markerů používaných u řepky je uveden 
v review: Čurn, Sáková, Graman (1995), Čurn, Sáková (1997) a Čurn, Žaludová 
(2007). 
 
Jednou z oblastí aplikace molekulárních markerů je pak selekce cílových 
rostlin/genotypů v programech hybridního šlechtění řepky. Hybridní odrůdy řepky 
ozimé jsou v našich podmínkách dlouhodobě pěstovány a od roku 1998, kdy byl 
uveden na český trh první komerční hybrid, se podíl hybridních odrůd v osetých 
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plochách řepky neustále zvyšuje. V roce 2008 došlo k výraznému nárůstu ploch 
hybridů v porovnání s plochami osetými liniovými odrůdami a podíl hybridních 
odrůd dosáhl 35 %. V roce 2011 podíl hybridních odrůd přesáhl hranici 50% a v 
roce 2014 pak dosáhl téměř 80% (Baranyk 2014). Zájem o hybridní odrůdy je dán 
nejen módní vlnou pěstování F1 hybridů, ale u řepky došlo v důsledku hybridního 
šlechtění a zavedení hybridních odrůd k dosažení podstatného pokroku nejen ve 
výkonnosti, ale také ve stabilitě vysokých výnosů v rozdílných podmínkách a 
ročnících. Ve srovnání s liniovými odrůdami hybridní odrůdy disponují vyšším 
výnosovým potenciálem, poskytují stabilnější výnosy v různých pěstitelských 
podmínkách, jsou odolnější vůči stresu (zimovzdornost a suchovzdornost), lépe 
reagují na pozdější výsevy, účinněji využívají živiny a i přes vyšší cenu osiva 
hybridní odrůdy zajišťují stabilní vysokou produkci řepky a zajišťují ziskovost. 
Heterozní efektu u řepky dosahuje až 10% (Röbbelen 1985; Brandle, McVetty 
1989; Kudla 1996; Zehnálek, Holubář 2004; Zehnálek et al. 2005; Zehnálek et al. 
2006) a heterozní efekt se projevuje v podobě zvýšení výnosu semene, výnosu 
oleje, výšky rostlin, vitality a jistoty přezimování (Paulmann 1999; Koprna et al. 
2009). 
 
V současnosti jsou v Evropě nejvíce rozšířené hybridní systémy MSL (Mänlicher 
Sterilität Lembke), CMS (Cytoplasmatic Male Sterility) Ogu-INRA a SAFECROSS 
(Syngenta). Ve světě, zejména v Číně je pak využíván i CMS systém 
Polima/Shaan. Z mnoha směrů šlechtění výrazně vyčnívá systém Ogura, který 
umožnil vytvářet restaurované hybridy z různých rodičovských kombinací. Původ 
tohoto typu cytoplazmatické samčí sterility je v literatuře často chybně udáván a 
jako zdroj sterility je mylně uváděna japonská odrůda ředkve 'Ogura' (Koprna et al. 
2007). CMS byla poprvé v čeledi Brassicaceae popsána u japonských odrůd 
ředkve Raphanus sativus H. Ogurou a byla využívána pro účely šlechtění 
hybridních odrůd (Ogura 1968). "Ogura CMS type" byla záhy introdukována do 
významných zástupců rodu Brassica (B. oleracea a B. napus) na pracovišti INRA 
ve Francii a tímto krokem bylo umožněno širší využití CMS systému v hybridním 
šlechtění řepky (Pelletier et al. 1983, 1987; Budar et al. 2004). První CMS rostliny 
byly získány na základě mezirodové hybridizace a několikanásobným zpětným 
křížením (Bannerot et al. 1974) a bohužel kromě stabilního projevu sterility byla u 
získaných rostlin detekována celá řada nepříznivých vlastností (Bannerot et al. 
1977). Tyto znaky byly způsobeny nekompatibilitou mezi jádrem a cytoplazmou a 
po fúzi protoplastů a získání cybridní kombinace, která nesla chloroplasty B. 
napus a mitochondrie R. sativus byly tyto negativní projevy cytoplazmy R. sativus 
eliminovány (Menczel et al. 1987; Pelletier et al. 1987). 
 
První hybridní odrůdy založené na systému Ogu-INRA registrované v České 
republice byly kompozitní, tj. osivo bylo tvořeno ze 70-80 % pylově sterilním 
hybridním komponentem a z 20-30 % opylovačem – nejčastěji výkonnou odrůdou. 
Těmito hybridy byly Synergy (1998) a Betty (1999), (Zehnálek, Holubář, 2000). 
Další etapu hybridního šlechtění představovaly 3-liniové hybridy – Embleme 
(2002), jehož finální generace štěpí v poměru 1:1 na plně fertilní a sterilní, dále 
topcross hybrid Spirit (2003), jehož finální generace štěpí na cca 70% pylově 
fertilních rostlin a 30% pylově sterilních. Aktuálně jsou pěstovány pylově fertilní 
restaurované hybridy (Zehnálek et al. 2005; Baranyk 2014). 
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Pro tvorbu restaurovaných hybridů je pak potřebné šlechtit sterilní mateřské 
komponenty (S cytoplazma a rfo geny obnovy fertility v jádře), udržovatele sterility 
(F cytoplazma a rfo geny obnovy fertility v jádře) a obnovitele fertility (úplný 
obnovitel s fertilní/sterilní cytoplazmou a dominantně homozygotní sestavou genů 
Rfo v jádře).  
 
V rámci sdružení Česká řepka je značná pozornost věnována i využití CMS 
systému Shaan 2A a šlechtění F1 hybridních odrůd využívající tento systém 
sterility. Zcela originální a jedinečné jsou zejména nové genetické zdroje - sterilní 
linie a DH linie obnovitelů fertility s požadovanou 00 kvalitou pro systém CMS 
Shaan 2A. Tento systém se ukazuje jako velmi perspektivní pro tvorbu hybridů i v 
našich podmínkách a je rozpracován v evropských podmínkách k praktickému 
využití pouze v ČR. Jeho předností je zejména nepřítomnost vazby genu obnovy 
fertility s vysokým obsahem glukosinolátů či jeho stabilita v široké škále teplotních 
podmínek, narozdíl od teplotně citlivého příbuzného CMS systému Polima (pol), 
jehož nestabilita limituje vlastní využití v hybridním šlechtění. Nedostatkem z 
pohledu selekce cílových rostlin je pak nedostupnost vhodných selekčních 
markerů. 
 
U řepky je možné pro produkci F1 hybridů využít i systému autoinkompatibility (AI). 
U řepky se, obdobně jako u jiných brukvovitých rostlin, přirozeně vyskytuje 
sporofytický typ AI, kde pylový determinant je produktem buněk tapeta. 
K hybridnímu šlechtění jsou vhodné pouze AI linie s vysokou účinností AI reakce, 
aby byl podíl hybridního osiva maximální i v polních podmínkách. Podíl hybridního 
osiva je možno stanovit prakticky pouze na základě vhodného genetického 
markeru. Autoinkompatibilita je kontrolována jediným úsekem DNA tzv. 
S lokusem, který má velký počet alel (Ockendon 1974; de Nettancourt 1977). 
S haplotypy u rodu Brassica jsou podle svého fenotypového účinku na základě 
klasické genetické analýzy rozděleny do dvou tříd I a II (Nasrallah et al. 1991). 
S haplotypy třídy I jsou dominantní nad třídou II (Nasrallah, Nasrallah 1993). 
Většina pěstovaných genotypů řepky pak obsahuje v A genomu S haplotypy třídy I 
(homologní s S haplotypem S47 B. rapa) a v C genomu S haplotypy třídy II 
(homologní s S haplotypem S15 B. oleracea) (Okamoto et al. 2007; Zhang et al. 
2008a). Autokompatibilita u řepky je pak vyvolána mutací v dominantním 
S haplotypu, která vede k supresi funkčního recesivního S haplotypu (Okamoto et 
al. 2007).  
 
Účinným nástrojem pro šlechtění a selekci žádoucích rostli s funkčním projevem 
autoinkompatibility (obsahující funkční recesivní S haplotyp) je postup založený na 
využití molekulární analýzy. Selekční markery je možné detekovat v raných fázích 
ontogeneze a vhodnou kombinací molekulárního a klasického šlechtitelského 
postupu lze docílit účinné a přesné selekce. 
 
Předkládaná metodika je zacílena na využití molekulárních markerů na bázi 
analýzy DNA pro účely identifikace a selekce cílových genotypů používaných v 
hybridním šlechtění CMS systému Ogu/INRA a Shaan 2A. 
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II.2. Metodika izolace DNA 
 

Rostlinný materiál používaný pro izolaci DNA řepky 

 

 děložní lístky (1-2 týdny po vyklíčení) 

 plně vyvinuté pravé listy 

 somatická embrya, kotyledonární pletiva 
 
DNA je izolována dle příslušného protokolu z čerstvého materiálu (odebraného ve 
skleníkových nebo v polních podmínkách a ihned zpracovávaného, popřípadě 
uchovávaného do doby izolace na ledu po dobu max 2–4 hod), nebo z materiálu 
zamraženého (po odebrání je materiál hluboce zmražen a uchováván při teplotě -
80°C, krátkodobě je možné uchování i při teplotě -20°C).  
 
 

Metody izolace DNA řepky 

 
DNA je izolována z materiálu čerstvého nebo zamraženého. O výtěžnosti, čistotě 
a možnostech použití takto získané DNA se zmiňujeme v závěru této kapitoly. 
DNA je možno izolovat mikroextrakčními metodami (komerčně dostupnými kity) 
nebo pomocí standardních metod izolace DNA. 
 
 
 
Izolace DNA pomocí CTAB–PVP (polyvinylpyrrolidon) 
 
Metoda je založena na schopnosti CTAB (cetyltrimetylamoniumbromid) vytvářet 
komplex s nukleovými kyselinami, který je při vysoké koncentraci solí rozpustný 
(0,7 M NaCl), ale při snížené koncentraci solí (0,45 M NaCl) vytváří sraženinu 
(Murray a Thompson 1980). CTAB zároveň působí jako detergenční činidlo, které 
uvolňuje DNA z komplexu membrán a proteinů. Na základě rozdílné rozpustnosti 
CTAB v porovnání s DNA je lze oddělit a získat dostatečně čistou rostlinnou DNA. 
Přidání PVP (polyvinylpyrrolidon) odstraňuje kontaminanty a umožňuje získání 
čisté a kvalitnější DNA. 
 
1. Připravíme si roztok 2x PVP–CTAB a 1 % merkaptoethanolu, na jeden vzorek 

počítáme 500 µl roztoku. Připravený roztok dáme předehřát na 65°C. 
2.  Rostlinné pletivo můžeme rozdrtit v tekutém dusíku. Pokud nepoužíváme 

tekutý dusík do sterilních 1,5 ml mikrocentrifugačních zkumavek dáme 
rostlinné pletivo (cca 100 mg), ze kterého chceme izolovat DNA. Pro lepší 
drcení pletiva přidáme sterilní křemičitý písek. 

3. Ke každému vzorku přidáme 500 µl předehřátého pufru, pletivo rozdrtíme a 
promícháme s pufrem. Necháme 45 min inkubovat při 65°C. Během inkubace 
každých cca 15 min lehce promícháme. 
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4. Po centrifugaci 12000 rpm 10 min se převede supernatant (500 µl) do nových 
1,5 ml mikrocentrifugačních zkumavek a přidá se 500 μl chloroformu s IAA, 
směs se 10 min promíchává a následně centrifuguje 5 min při 12000 rpm. 

5. Do nových mikrocentrifugačních zkumavek odpipetujeme vodnou fázi. 
Přidáme 1/5 objemu 5 % CTAB a směs se promíchá, opět se přidá 500 µl 
směsi chloroform–IAA a 10 min protřepáváme. Centrifugujeme 5 min 
maximální rychlostí při pokojové teplotě. 

6. Do nových mikrocentrifugačních zkumavek přepipetujeme vodnou fázi. 
Přidáme 2/3 objemu isopropanolu (přibližně 250 µl) a 2–3x lehce promícháme. 
Dáme na 30 min (až na noc) do mrazáku (-20°C). Centrifugujeme 5 min při 
4°C maximální rychlostí. DNA by se měla zachytit na dně mikrocentrifugační 
zkumavky. Odstraníme supernatant. 

7. Přidáme 300 µl 1x TE a necháme 30–60 min inkubovat při 37°C. 
8. Přidáme 2 objemy (600 µl) ledového (z mrazáku) 96 % ethanolu, 2–3x lehce 

promícháme. Vzorky dáme do mrazáku (-20°C) minimálně na 20 min, 
maximálně na 12 hodin (větší výtěžnost DNA). 

9. Vzorky vyndáme z mrazáku a 10 min centrifugujeme maximální rychlostí při 
4°C. DNA by měla vytvořit viditelný pelet na dně mikrocentrifugační zkumavky. 
Odstraníme supernatant. 

10. Přidáme 1 ml ledového 70 % ethanolu, 2 – 3x lehce promícháme. 
Centrifugujeme 2 min maximální rychlostí při teplotě 4°C. Okamžitě 
odstraníme všechen supernatant, pro odstranění viditelných nečistot 
opakujeme tento krok 2x. Vzorky necháme dobře vysušit (max. 3 hodiny). 

12. Podle množství peletu (DNA) přidáme 20–200 µl 1x TE pufru nebo sterilní 
vody (rozpustit 40 min při 37°C). 

 
Pro dokonalé přečištění můžeme zopakovat postup od bodu 5. 
Přidáme 1 µl Rnázy A a necháme 30 min inkubovat ve 37°C. 
 
Chemikálie: 

 kapalný dusík 

 ethanol (čistý, 96 % ethanol nedenaturovaný) 

 šupinkový led 

 2x PVP–CTAB extrakční pufr (2 % CTAB, 100 mM Tris–HCl, pH=8,0, 
20 mM EDTA, 1,4 M NaCl, 1 % 2-merkaptoetanol, 1 % PVP–40000) 

 2-merkaptoethanol 

 5 % CTAB 

 chloroform–IAA (24 : 1) 

 1x TE pufr sterilní 

 isopropanol 

 70 % ethanol 

 Rnáza A 2 mg/ml 
 
Přístroje: 

 chlazená centrifuga, sada automatických pipet, homogenizátory, vortex, 
třepací vodní lázeň nebo třepací dry-blok, termostat, analytické váhy, 
pH metr, mrazák, digestoř 
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Izolace DNA pomocí SDS 
 
Tento postup izolace je vhodný jako rychlá skríningová metoda, u řepky poskytuje 

dostatečné množství DNA pro provedení PCR analýz a vychází z postupu 
publikovaného v práci Edwards et al. (1991). 

 
1. rostlinné pletivo rozdrtíme homogenizátorkem přímo v 1,5 ml 

mikrocentrifugační zkumavce ve 100 µl extrakčního pufru. 
 
2. K homogenátu přidáme 300 µl extrakčního pufru a 5 s vortexujeme (tato 

extrakční směs může být ponechána při laboratorní teplotě i déle než 
1 hodinu, dokud nejsou všechny vzorky homogenizovány). 

 
3. Extrakt centrifugujeme 1 min při 13000 rpm a 300 µl supernatantu přeneseme 

do čisté mikrocentrifugační zkumavky. 
 
4. K supernatantu přidáme 300 µl isopropanolu vychlazeného na -20°C, jemně 

promícháme (3–4x převrátit zkumavku) a směs necháme 2 min srážet. 
Centrifugujeme 5 min při 13000 rpm. 

 
5. Osušený pelet rozpustíme v50 µl TE pufru. DNA je stabilní ve 4°C déle než 1 

rok.  
 
Chemikálie: 
 

 SDS extrakční pufr (200 mMTris–HCl (pH=7,5), 250 mMNaCl, 25 mM 
EDTA, 0,5 % SDS) 

 Isopropanol 

 TE pufr (10 mMTris–HCl, pH=7,5; 0,1 mM EDTA) 
 
Přístroje: 

 centrifuga, sada automatických pipet, homogenizátory, vortex, třepací vodní 
lázeň nebo třepací dry-blok, termostat, analytické váhy, pH metr, lednice 
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II.3. Metodika analýzy DNA markerů 
 

Hybridní systémy CMS Ogu-INRA a Shaan 2A 

 
Hybridní systémy Ogu-INRA i Shaan 2A jsou typem cytoplazmaticko-genové 
sterility, při které je výsledný genotyp mateřské pylově sterilní linie závislý nejen na 
"sterilní cytoplazmě" - plazmotypu „S“, ale také na přítomnosti genů obnovy fertility 
Rf (resp. Rfo) v jádře. Genetická konstituce mateřských pylově sterilních CMS linií 
je (S)rfrf, kde S značí sterilní cytoplazmu a rf jaderný gen pro obnovu fertility v 
homozygotně recesivní konstituci. Sterilita ("sterilní cytoplazma") je determinována 
mitochondriálními geny. Gen obnovy fertility Rf má dominantní charakter a 
interakce dominantního genu obnovy fertility v jádře a sterilní cytoplazmy vede k 
obnově fetrtility. Pylově fertilní udržovatelé sterility mají založení (F)rfrf, kde F 
značí nomální (fertilní) cytoplazmu. Úplný obnovitel fertility může mít cytoplazmu 
plazmotypu „S“ nebo „F“, ale musí být dominantně homozygotní a v jádře nese 
genotyp RfRf. Pokud dojde k opylení sterilní linie heterozygotním obnovitelem 
fertility Rfrf, výsledkem je generace F1, kde vyštěpuje 50 % fertilních a 50 % 
sterilní rostlin.  
 

Komponenta Cytoplazma Jádro 
Fenotyp 

(produkce pylu) 

CMS sterilní linie S rfrf Sterilní 

Udržovatel sterility F rfrf Fertilní 

Neúplný obnovitel fertility S/F Rfrf Fertilní 

Úplný obnovitel fertility S/F RfRf Fertilní 

 
Otcovské linie - obnovitelé fertility se vytvářejí z původních výchozích materiálů 
opakovaným zpětným křížením s perspektivními liniemi typu (F)rfrf, kterými jsou 
prakticky veškeré pylově fertilní odrůdy, šlechtitelské materiály a dihaploidní (DH) 
linie ozimé řepky. Pro urychlení a zefektivnění tvorby Rf linií se využívá metoda 
produkce dihaploidních (DH) linií technikou mikrosporových kultur (Vyvadilová a 
kol. 2008). Tato metoda umožňuje získat dominantní homozygoty pro Rf gen z 
kříženců s donory požadovaných znaků prakticky během jedné generace. 
Nevýhodou tohoto postupu je nicméně fakt, že selekce cílových rostlin – 
homozygotních obnovitelů fertility je prováděna až v době květu (selekce rostlin 
fenotypově vykazujících pylovou fertilitu u genotypů nesoucích sterilní cytoplazmu) 
a ověření schopnosti obnovovat fertilitu je provedeno až na základě 
experimentálního křížení a hodnocení nasazení semen u F1 hybridů.  
 
Molekulární přístup umožňuje selekci rostlin nesoucích Rf gen (respektive 
dominantní alelu tohoto genu) v raných ontogenetických stadiích a pokud je 
vhodně kombinován s flow-cytometrickou analýzou lze takto rychle a spolehlivě 
selektovat diploidní dominanntě homozytotní rostliny (DH regeneranty). 
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Detekce obnovitele fertility (Rfo) u systému Ogu-INRA 

 
Detekce je založena na PCR detekci přítomnosti dominantní alely genu Rfo u 
analyzovaných rostlin.  
 
Pro PCR analýzu byly pro účely předkládané metodiky použity primery navržené 
v úseku genu PPR; PPR-B (GenBank AJ550021) RsPPRB-F a RsPPRB-R, které 
generovaly u rostlin nesoucích gen k obnově fertility amplikon o velikosti ~ 1,5kb. 
PCR reakci je možné doplnit o kontrolní primery amplifikující nekódující úsek o 
velikosti ~ 200bp ve všech vzorcích. Dále lze použít primery SG34U a SG34L 
(Primard-Brissed 2005), detekující rostliny nesoucí gen k obnově fertility 
přítomností amplikonu o velikosti ~ 1kb. 
 
 
Sekvence primerů používaných pro PCR analýzu. 
 

 Primer Sekvence ‘5—3’ Annealing 

 RsPPRB-F GAAGCTCTTGCTACCCATCG 59°C 

 RsPPRB-R TGACATGCTTCGATCTCGTC 59°C 

 SG34U TATATTGTACCTTTGCCTCTTC 55°C 

 SG34L CTTTTCTTTTAGTTTTTGGTTT 55°C 

 
 
PCR reakce pak probíhá v objemu 20 µl, v 1x reakčním pufru PPP (Top Bio), 1x 
BSA, 0,5 µM každého primeru (IDT) a 5-10 ng templátové DNA. 
 
Schéma pipetování – systém PPP MM Top-Bio: 

 10 µl PPP master mixu 

 1 µl DNA 

 1 µl každého primeru (10 µM); či 0,5 µl v případě duplexové PCR 

 2 µl 10xBSA 

 5 µl dH2O (voda do objemu 20 µl) 
 
Amplifikace probíhá na MJ Research Thermocycler PTC 100, nebo Bioer XP 
Cycler při následujícím teplotním profilu pro primery RsPPRB-F/R: 

 počáteční denaturace 5 min  95°C 

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

 konečná elongace 10 min 72°C 

 stop – 4°C 
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Teplotní profil pro primery SG34U a SG34L zahrnoval: 

 počáteční denaturace 2,5 min  94°C 

 30 cyklů: 30 s  94°C 
 1 min 55°C 
 2 min 72°C 

 konečná elongace 5 min 72°C 

 stop – 4°C 
 
PCR produkty se rozdělují na 1,5% agarózovém gelu v 1x TBE pufru. Podmínky 
separace: 30 V 20min, 90 V 1hod a 30min. Jako marker se používá 100 bp DNA 
ladder (NEB) a DNA fragmenty se vizualizují barvením pomocí ethidium bromidu 
pod UV světlem.  
 
Chemikálie: 

 PPP Master Mix (2x koncentrovaný: 150 mM Tris-HCl, pH 8,8 (při 25°C), 40 
mM (NH4)2SO4, 0,02% Tween 20, 5 mM MgCl2, 400 µM dATP, 400 µM 
dCTP, 400 µM dGTP, 400 µM dTTP, 100 U/ml Taq DNA polymerázy, 
barvivo, stabilizátory a aditiva) 

 templátová DNA 

 primery 

 dH2O (PCR dH2O, nebo Millipore dH2O) 
 
Přístroje: 

 PCR thermocykler 

 centrifuga, sada automatických pipet, mrazák 
 
Detekce genu Rf u rostlin řepky pomocí primeru RsPPRB-F/R (vlevo) a G34U a 
SG34L (vpravo). 
 

  
 

102  – A115 výchozí CMS 
103  – B115 udržovatel sterility 
95  – 4069/2 obnovitel fertility 
98  – 4108/3 obnovitel fertility 
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Detekce rostlin se sterilní cytoplazmou u materiálu CMS typu 
Shaan 2A 

 
Detekce je založena na PCR detekci přítomnosti příslušné sekvence u 
analyzovaných rostlin a na PCR-RFLP detekci rozdílných fragmentů u 
primerového páru S2A178F/R. 
 
Pro PCR analýzu byly pro účely předkládané metodiky použity primerové páry 
S2A178F/S2A178R a S2A1.3F/S2A1.3R. 
 
 
Sekvence primerů používaných pro PCR analýzu. 
 

 Primer Sekvence ‘5—3’ Annealing 

 S2A178F TGGAGTACTTGGGATCAGCA 60 

 S2A178R ATCTCGCAGACGATCAAGGT 60 

 S2A1.3F AGTGGACCGGGTAGTGCTTA 57 

 S2A1.3R CCTCCAGACAGCTTCACTCC 57 

 
 
PCR reakce pak probíhá v objemu 25 µl, v 1x reakčním pufru (PPP MM; Top-Bio), 
12,5 pM primeru (IDT) a 10 ng templátové DNA. 
 
Schéma pipetování – systém PPP MM Top-Bio: 

 12,5 µl PPP master mixu 

 1 µl DNA 

 1,25 µl každého primeru (10 µM) 

 9 µl dH2O (voda do objemu 25 µl) 
 
Amplifikace probíhá na MJ Research Thermocycler PTC 100, nebo Bioer XP 
Cycler při následujícím teplotním profilu: 

 počáteční denaturace 3 min  94°C 

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

 konečná elongace 10 min 72°C 

 stop – 4°C 
 
PCR produkty se rozdělují na 1,5% agarózovém gelu v 1x TBE pufru. Podmínky 
separace: 30 V 20min, 90 V 1hod a 30min. Jako marker se používá 100 bp DNA 
ladder (NEB) a DNA fragmenty se vizualizují barvením pomocí ethidium bromidu 
pod UV světlem. 
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Chemikálie: 

 PPP Master Mix (2x koncentrovaný: 150 mM Tris-HCl, pH 8,8 (při 25°C), 40 
mM (NH4)2SO4, 0,02% Tween 20, 5 mM MgCl2, 400 µM dATP, 400 µM 
dCTP, 400 µM dGTP, 400 µM dTTP, 100 U/ml Taq DNA polymerázy, 
barvivo, stabilizátory a aditiva) 

 templátová DNA 

 primery 

 dH2O (PCR dH2O, nebo Millipore dH2O) 
 
Přístroje: 

 PCR thermocykler 

 centrifuga, sada automatických pipet, mrazák 
 
 
S použitím primerů S2A1.3F a S2A1.3R (amplifikujících nekódující úsek mtDNA, 
lokalizovaný v horní části řetězce před vlastním orf224-1), byla amplifikací 
fragmentů o velikosti přibližně 1300bp detekována CMS mitochondriální sekvence 
přítomná v CMS rostlinách, obnovitelích fertility (odvozených z CMS) a u 
odvozených F1 hybridů. U udržovatelů sterility nedocházelo k amplifikaci této 
sekvence, jelikož mají jako jediní fertilní cytoplazmu. 
 
Specifické primery S2A178F a S2A178F amplifikující část mitochondriálního genu 
orf224-1 (zodpovědného za CMS) vedly k detekci velikostně podobné sekvence i 
u udržovatelů sterility. Na základě výrazných odlišností v nefunkční sekvenci 
udržovatelů je však možné její nositele identifikovat použitím restrikčních enzymů 
– v našem případě byla použita restrikční endonukleáza MseI. 
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Shaan 2A
trnM Orf224-1 atp6

trnM Orf224-1 atp6
Shaan 2A

S2A178F/R

S2A1.3F/R

 

Sekvenační analýza

PCR-RFLP

MseI

 
 

 

 

 

CMS - CMS linie Shaan 2A 

mCMS - udržovatel sterility  

 

 

 

Rf - obnovitel fertility 

F1 - F1 hybrid 
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Detekce Rf u CMS typu Shaan 2A 

 
Detekce je založena na PCR detekci přítomnosti fragmentů. 
 
Pro PCR analýzu byly pro účely předkládané metodiky použity primerové páry 3F 
a 4R, 14o1 a 14o4 (Formanová et al. 2010) a SSR primery KBrDP1F/R (Li et al. 
2011), amplifikující oblast DNA, která je ve vazbě s genem pro obnovu fertility u 
CMS systému Polima a dále nově vyvinuté primery Rf84F/R. 
 
Sekvence primerů používaných pro PCR analýzu. 
 

 Primer Sekvence ‘5—3’ Annealing 

 3F GTTCTTACAGTGGCGTAAAGATGAG 57°C 

 4R AAGCTTCCACAGGTCCAGAGTAC 57°C 

 Rf84F TGCCATTGTAAGAACTAAGAAGAGG 57°C 

 Rf84R GCTTCTTAGTTCAACGATGGC 57°C 

 14o1 CTTCTTCGACAGAGAAACGTG 57°C 

 14o4 CAGAAGCTGATTCCTGATGATG 57°C 

 KBrDP1F CACTCTTTTAGGAGAAGCACGAA 55°C 

 KBrDP1R CCCGCATAGTTTGTCAGTTTCT 55°C 

 
PCR reakce pak probíhá v objemu 20 µl, v 1x reakčním pufru (PPP MM; Top-Bio), 
s optimální koncentrací primeru (IDT) a ~25-70 ng templátové DNA. 
 
Schéma pipetování – systém PPP MM Top-Bio: 

 10 µl PPP master mixu 

 1 µl DNA (~25-70 ng) 

 x µl každého primeru (0,5µM pro 3F/R, Rf84F/R a 14o4; 0,3 µM 
pro KBrDP1) 

 x µl dH2O (voda do objemu 20 µl) 
 
Amplifikace probíhá na MJ Research Thermocycler PTC 100, nebo Bioer XP 
Cycler při následujícím teplotním profilu pro 3F/4R, Rf84F/R a 14o1/4: 

 počáteční denaturace 5 min  94°C 
 30 s  57°C 
 1,5 min 72°C 

 35 cyklů: 30 s  94°C 
 30 s 57°C 
 1,5 min 72°C 

 konečná elongace 10 min 72°C 

 stop – 4°C 
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Pro primery KBrDP1: 

 počáteční denaturace 5 min  94°C 

 10 cyklů 40 s 94°C 
 45 s 60°C -0,5°C cyklus 
 45 s 72°C 

 30 cyklů: 40 s  94°C 
 45 s 55°C 
 45 s 72°C 

 konečná elongace 10 min 72°C 

 stop – 4°C 
 
PCR produkty se rozdělují na 1,5% agarózovém gelu v 1x TBE pufru. Podmínky 
separace: 30 V 30min, 90 V 1hod a 30min. Jako marker se používá 100 bp DNA 
ladder (NEB) a DNA fragmenty se vizualizují barvením pomocí ethidium bromidu 
pod UV světlem.  
 
Chemikálie: 

 PPP Master Mix (2x koncentrovaný: 150 mM Tris-HCl, pH 8,8 (při 25°C), 40 
mM (NH4)2SO4, 0,02% Tween 20, 5 mM MgCl2, 400 µM dATP, 400 µM 
dCTP, 400 µM dGTP, 400 µM dTTP, 100 U/ml Taq DNA polymerázy, 
barvivo, stabilizátory a aditiva) 

 templátová DNA 

 primery 

 dH2O (PCR dH2O, nebo Millipore dH2O) 
 
Přístroje: 

 PCR thermocykler 

 centrifuga, sada automatických pipet, mrazák 
 
 
 
 
 
Primerový pár 3F a 4R detekoval CMS rostliny společně s udržovateli sterility 
přítomností amplikonů o velikosti přibližně 500 bp a obnovitele fertility přítomností 
amplikonů přibližně 440 bp. V F1 generaci byly detekovány oba fragmenty. 
Sekvenační analýza těchto fragmentů prokázala deleci úseku o velikosti 62bp 
(oblast začínající od 140 nukleotidu forward primeru) u všech nositelů genu pro 
obnovu fertility. Na základě této analýzy byly navrženy nové primery Rf84F/R, 
amplifikující 164bp úsek u sterilních rostlin, udržovatelů a F1 rostlin, zatímco 84bp 
fragment byl přítomen pouze u homozygotních nositelů Rf genu. 
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SCAR marker - primery 4R/3F (Formanová et al. 2010)  
 

Na základě získané sekvence byl vyvinut nový molekulární marker k detekci Rf

primery Rf84F/R  
 
 
Primerový pár 14o1 a 14o4  amplifikoval fragment o velikosti přibližně 700 bp  u 
všech rostlin s výjimkou obnovitelů fertility. 
 

•Detekce Rf

650 bp-

SCAR marker – primery 14oF/R (Formanová et al. 2010)  
 
Mikrosatelitový primerový pár KBrDP1 detekuje CMS rostliny a udržovatele sterility 
přítomností fragmentu o velikosti ~280 bp, zatímco u obnovitelů fertility a F1 
hybridů se amplifikuje druhý fragment o velikosti ~300 bp. 
 
 

Primer KBrDP1 (Li et al., 2011)  
 

 

Rf – udržovatel sterility pro S2 (DH) 

F1 – F1 hybrid 

CMS linie Shaan 2A 

mCMS – udržovatel sterility  
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Detekce Rfo genu v mikrosporových embryích řepky u CMS 
systému Ogu-INRA 

 
Embrya byla získaná z pylových zrn F1 rostlin jedné kombinace křížení, byla 
rozdělena do třech velikostních frakcí A≥3,5mm; B≥2,75-3,49 mm a C≥2-2,74 mm. 
Detekce nositelů genu pro obnovu fertility byla provedena nedestruktivní metodou; 
odebráním kotyledonárního pletiva a následnou PCR detekcí se specifickými 
primery pro úsek genu PPR-B.  
 
Technika mikrosporových kultur a diploidizace pomocí trifluralinu v mikrosporové 
suspenzi byla provedena dle dříve publikovaného protokolu (Klíma et al. 2008). Za 
účelem genotypizace byly z každého embrya nedestruktivně (bez poškození 
apikálního meristému) v aseptických podmínkách odebrána kotyledonární pletiva k 
extrakci DNA. Embryo bylo přeneseno do regeneračního media (RM; Klíma et al. 
2004). Nedostatečně veliká embrya nevhodná k nedestruktivnímu 
kotyledonárnímu odběru byla nejprve kultivována na DM médiu po dobu 2-3 týdnů. 
Následná kultivace embryí byla provedena dle protokolu Klíma et al. (2008) za 
účelem dosažení kořenících regenerantů schopných přenosu do půdy a získání 
osiva dihaploidních rostlin.  
 
DNA byla izolována dle protokolu Edwards et al. (1991) a detekce genu Rfo byla 
provedena pomocí specifických primerů RsPPRB-F/RsPPRB-R. Druhý použitý 
primerový pár byl použit jako pozitivní kontrola sloužící k amplifikaci vždy 
přítomného úseku B. napus odvozeného z AFLP markeru. 
 
Sekvence primerů používaných pro PCR analýzu. 
 

 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 μl, tvořeného 1x reakčním pufrem PPP 
(Top Bio), 1x BSA, 0,25 µM každého primeru (IDT) a 5-10 ng templátové DNA. 
  
Schéma pipetování – systém PPP MM Top-Bio: 

 10 µl PPP master mixu 

 1 µl DNA 

 0,5 µl každého primeru (10 µM) 

 2 µl 10xBSA 

 5 µl dH2O (voda do objemu 20 µl) 
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Amplifikace probíhá na MJ Research Thermocycler PTC 100, nebo Bioer XP 
Cycler při následujícím teplotním profilu: 

 počáteční denaturace 5 min  95°C 

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

 konečná elongace 10 min 72°C 

 stop – 4°C 
 
PCR produkty se rozdělují na 1,5% agarózovém gelu v 1x TBE pufru. Podmínky 
separace: 30 V 30min, 90 V 1hod a 30min. Jako marker se používá 100 bp DNA 
ladder (NEB) a DNA fragmenty se vizualizují barvením pomocí ethidium bromidu 
pod UV světlem.  
 
Chemikálie: 

 PPP Master Mix (2x koncentrovaný: 150 mM Tris-HCl, pH 8,8 (při 25°C), 40 
mM (NH4)2SO4, 0,02% Tween 20, 5 mM MgCl2, 400 µM dATP, 400 µM 
dCTP, 400 µM dGTP, 400 µM dTTP, 100 U/ml Taq DNA polymerázy, 
barvivo, stabilizátory a aditiva) 

 templátová DNA 

 primery 

 dH2O (PCR dH2O, nebo Millipore dH2O) 
 
Přístroje: 

 PCR thermocykler 

 centrifuga, sada automatických pipet, mrazák 
 
 
 

 
1-3 a 6  embrya nesoucí gen pro obnovu fertility 
4-5  embrya bez genu pro obnovu fertility  
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Detekce autoinkompatibilních haplotypů – detekce a selekce AI 
rostlin 

 
 
DNA byla izolována dle CTAB-PVP a detekce AI haplotypů byla provedena 
pomocí specifických primerů SLGa (Zhang et al. 2008b), které amplifikují cca 1 kb 
dlouhý fragment u AK rostlin. U AI rostlin, které mají funkční S haplotyp tento 
fragment není amplifikován. Jako vnitřní kontrola byl použit primerový pár SCO3 
(Zeng et al. 2009), který amplifikuje fragment o délce 750 bp u všech rostlin 
(pozitivní kontrola správného průběhu PCR reakce). 
 
Sekvence primerů používaných pro PCR analýzu. 
 

 Primer Sekvence ‘5—3’ Annealing 

 SLGa_F GATTCTACTTCCTCCTGCCT 58°C 

 SLGa_R ATTACAGTCGCTAAGGCACC 58°C 

 SCO3_F TGATGCAGGAACCTTGAAGC 58°C 

 SCO3_R GAGCATCTTGCATGGAGGTC 58°C 

 
 
Duplex PCR byla provedena v objemu 20 μl, tvořeného 1x reakčním pufrem PPP 
(Top Bio), 1x BSA, 0,25 µM každého primeru (IDT) a 10 ng templátové DNA. 
 
Schéma pipetování – systém PPP MM Top-Bio: 

 10 µl PPP master mixu 

 1 µl DNA 

 0,5 µl každého primeru (10 µM) 

 2 µl 10xBSA 

 5 µl dH2O (voda do objemu 20 µl) 
 
Amplifikace probíhá na MJ Research Thermocycler PTC 100, nebo Bioer XP 
Cycler při následujícím teplotním profilu: 

 počáteční denaturace 3 min  95°C 

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

 konečná elongace 10 min 72°C 

 stop – 4°C 
 
PCR produkty se rozdělují na 1,5% agarózovém gelu v 1x TBE pufru. Podmínky 
separace: 30 V 30min, 90 V 1hod a 30min. Jako marker se používá 100 bp DNA 
ladder (NEB) a DNA fragmenty se vizualizují barvením pomocí ethidium bromidu 
pod UV světlem.  
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Chemikálie: 

 PPP Master Mix (2x koncentrovaný: 150 mM Tris-HCl, pH 8,8 (při 25°C), 40 
mM (NH4)2SO4, 0,02% Tween 20, 5 mM MgCl2, 400 µM dATP, 400 µM 
dCTP, 400 µM dGTP, 400 µM dTTP, 100 U/ml Taq DNA polymerázy, 
barvivo, stabilizátory a aditiva) 

 templátová DNA 

 primery 

 dH2O (PCR dH2O, nebo Millipore dH2O) 
 
Přístroje: 

 PCR thermocykler 

 centrifuga, sada automatických pipet, mrazák 
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Schéma křížení donorů AI a donorů kvality (funkčních a nefunkčních S haplotypů) 
a vyštěpování haplotypů v populaci dihaploidních rostlin. 

 

 
 
 
 
Schéma selekce AI rostlin s funkčním S haplotypem. 
 

 
 

Duplex PCR s primery specifickými pro SLG-I, amplifikace  ~1.1 kb fragmentu u AK rostlin, u AI rostlin nedochází k amplifikaci 

tohoto fragmentu. U šech rostlin pak dochází k amplifikaci 750 bp kontrolního fragmentu. Oba obrázky převzaty z Havlíčková et al. 

(2014).  
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III. Srovnání novosti postupů 
 
 
Předkládaná „Využití molekulárních technik při selekci rodičovských komponent v 
programech hybridního šlechtění řepky (Brassica napus L.)“ je aktuální a nová, 
protože v současné době není v ČR k dispozici dostupná metodika zabývající se 
touto problematikou. Dosud dostupné informace jsou jen dílčí a rozptýlené ve 
vědeckých publikacích a monografiích, které se zabývají problematikou 
molekulárních markerů, komplexní zpracování selekčních markerů pak dostupné 
není. Molekulární markery představují ve srovnání s morfologickými či 
biochemickými markery kvalitativně nový přístup, který má na jedné straně 
obrovský potenciál využití, avšak na straně druhé i své limity. Reálná interpretace 
molekulárních dat obvykle vyžaduje kvalifikovanou volbu vhodných a 
optimalizovaných postupů. Využití analýzy molekulárních markerů pro popis a 
charakterizaci genotypů je předmětem předkládané metodiky. 
 
 
 

IV. Popis uplatnění metodiky 
 
 
„Využití molekulárních technik při selekci rodičovských komponent v programech 
hybridního šlechtění řepky (Brassica napus L.)“ v první části zahrnuje teoretický 
úvod do problematiky. V praktické části pak jsou uvedeny postupy izolace DNA a 
protokoly pro PCR detekci jednotlivých genů, resp. cílových genotypů. 
 
Metodika představuje soubor optimalizovaných návodů molekulární analýzy, na 
jejichž základě lze provádět rutinní analýzy DNA markerů u řepky s cílem selekce 
požadovaných genotypů. Výstupem analýzy je pak PCR produkt odpovídající 
detekované sekvenci. Molekulární markery nejsou dosud standardně pro účely 
selekce požadovaných genotypů používány, mohou být ale vhodným doplňkem 
klasických šlechtitelských selekčních postupů a oproti nim skýtají značné výhody. 
 
Uživatelé metodiky jsou pracoviště výzkumná a šlechtitelská, která mohou 
s výhodou využít předností analýzy molekulárních markerů – rychlost analýzy, 
vysoká míra polymorfismu a nízké ovlivnění faktory vnitřního a vnějšího prostředí. 
Metodika bude uplatněna prostřednictvím šlechtitelské firmy OSEVA PRO s.r.o. S 
tímto subjektem byla uzavřena smlouva o uplatnění metodiky. 
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V. Ekonomické aspekty 
 
 
Předpokládané ekonomické přínosy metodiky jsou kalkulovány až do výše 3.200 
tis. Kč. Dalšími přínosy předkládané metodiky jsou rozšíření spektra technik a 
metodických postupů používaných v biotechnologické laboratoři, rozšíření portfolia 
technik a služeb prováděných v laboratoři, metodická a vzdělávací funkce.  
 
Přínosem pro šlechtění rostlin je úspora nákladů v procesu šlechtění – zkrácení 
šlechtitelského procesu o 1 rok lze při celkových nákladech na jednu odrůdu a 
délce šlechtění (7-10 let) uspořit 800 tis. Kč, při vzniku nové odrůdy (s využitím 
molekulární selekce) by finanční přínos pro uživatele (šlechtitele) plynul z 
licenčního poplatku (nová odrůda by mohla být zaseta na 2500 ha po dobu 4 let s 
výnosem 2,8 t/ha, licenční poplatek je 60 Kč z 1 kg prodaného osiva, na 1 ha jsou 
zapotřebí asi 4 kg, takže 2500*60*4 = 600 tis Kč/rok x 4 roky= celkem finanční 
přínos je 2,4 mil. Kč. 
 
Do nákladů na zavedení postupů uvedených v metodice lze započítat pořízení 
nejnutnějšího investičního a neinvestičního vybavení pro provoz laboratoře a 
provedení úkonů a postupů uváděných v metodice v celkové minimální výši 1,100 
tis. Kč. V případě automatizace izolace DNA a zpracování velkého objemu vzorků 
je pak nutné počítat s dalšími náklady na pořízení linky pro izolaci DNA pomocí 
paramagnetických partikulí v objemu cca 2,5 mil Kč a automatické čipové 
elektroforézy nebo fragmentačního analyzátoru ve výši 1,4 mil Kč. Další náklady 
pak představují náklady na chemikálie a na základě dlouhodobých kalkulací činí 
jednotková cena za analýzu jednoho vzorku 270 Kč (ceny za chemikálie). V 
uvedeném příkladu kalkulace nákladů nejsou uvedeny doplňkové náklady, odpisy, 
náklady na vzdělávání a vyškolení personálu laboratoře, náklady na vývoj metod, 
které jsou odvislé od konkrétní situace a vybavenosti (materiální i personální) 
pracoviště. 
 
Jako ekonomicky výhodnější se jeví analýza markerů ve specializovaných 
laboratořích, kde lze sdílet náklady na pořízení investic, výchovu a vzdělávání 
pracovníků, služby.  
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