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Stanoveni obsahu taurinu v krmivech metodou
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Motol
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1 Uvod

Taurin (C2H7NO3S) patii po chemické strance mezi organické kyseliny - je derivatem
aminokyseliny cysteinu. Taurin je fazen k aminokyselindm, piestoze postrada karboxylovou
skupinu, a bylo by tedy piesnéjsi oznaceni 2 - aminoethansulfonova kyselina. V organismu

se vyskytuje ve vazb¢ na kyselinu cholinovou a i€astni se pii traveni tuki.

O
Il

s
HO”™ %WNHZ

Obrazek €. 1. Strukturni vzorec taurinu.
Taurin je piirozenou slozkou krmiv zivo¢isného puvodu, Vv rostlinnych krmivech
se nevyskytuje. Pro moznost doplnéni koncentrace taurinu v krmivech se pouZiva synteticky
ptipraveny taurin registrovany jako dopliikova latka z kategorie 3(a) "Nutri¢ni doplinkové latky
"/"vitaminy, provitaminy a chemicky pfesn¢ definované latky se srovnatelnym ucinkem"
a je uréend pro viechny druhy a kategorie zvitat!. Taurin je zcela esencialni latkou pro kocky,
které si ho neuméji samy syntetizovat. Nedostatek taurinu u nich maze vést k degeneraci
fotoreceptorti v o¢ich a tim ke slepoté. Dale se jeho deficience miize projevit srde¢nimi

poruchami (kardiomyopatie).

Vzhledem ke vzristajicimu mnozstvi krmiv vyrabénych pro domaci zvifata a zajmu
nakupujicich o kvalitu krmiva, je kontrola této dopliikkové latky dulezita. V této praci byla

odzkousena metoda stanoveni na analyzatoru aminokyselin, doporu¢eni EURL-FA?Z


https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Taurine.svg

pro kontrolu obsahu taurinu pfitomného v kompletnim krmivu a premixech pro piipravu

krmnych smési.

2 Ugel, princip a rozsah metody

Taurin je povolen k pouzivéani jako doplitkova latka nafizenim (ES) ¢. 722/2015. Pro tuto
doplnikovou latku nejsou stanoveny povolené maximalni nebo minimalni limity obsahu taurinu
v krmivu, jsou v8ak uvedeny doporu¢ené hodnoty maximalniho obsahu taurinu v krmivech

pro jednotlivé druhy zvirat.

Tabulka ¢. 1. Doporu¢ené maximalni obsahy taurinu v krmivu.

Druh zvitat mg taurinu v 1 kg kompletniho krmiva
0 obsahu vlhkosti 12 %

Psoviti a Lasicoviti (Canidae a Mustelidae) 2 000
Kockoviti (Felidae) 2 500
Masozrave ryby 25 000

Z téchto hodnot laboratot vychazela pti vybéru materialt k validaci metody stanoveni taurinu

v krmnych smésich a premixech pro ptfipravu krmnych smési.

Pro stanoveni taurinu byla ovéfena metoda ionexové chromatografie. Taurin se ze zkouSenych
vzorkl extrahuje kyselinou chlorovodikovou a nasledné se stanovi po derivatizaci ninhydrinem

podle metody uvedeneho v piiloze III nafizeni 152/2009 (EC), postup F.

3 Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.
3.1 Kyselina chlorovodikova, roztok, c(HCI) = 0,1 mol/l.

3.2 Dusik (Cistoty 5.0).

3.3 Citronan sodny, dihydrat.

34 Kyselina citronova, monohydrat.

3.5 Chlorid sodny.
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Azid sodny.
Hydroxid sodny.
Hydroxid sodny, roztok o koncentraci 0,5 g/ml.

Voda (deionizovana, demineralizovana nebo destilovand) odpovidajici stupni 1 podle
EN ISO 3696.

Thiodiglykol, koncentrovany.
Ninhydrin.

Ninhydrin, roztok.

Ptiprava: Navazi se 20 g ninhydrinu, ktery se pievede do tmavé zasobni lahve
a rozpusti v 750 ml methylcellosolvu (3.12). Rozpousténi probiha za probublavani
dusikem (3.2) pod dvoucestnym kohoutem. Po rozpusténi se ptida 250 ml acetatového
tlumivého roztoku (3.13) a déale 1 g hydrindantinu (3.11) rozpusténého v malém
mnozstvi metylcellosolvu (3.12). Po uzavieni se roztok necha jest¢ asi 10 min
probublavat plynem (3.2) a pak se vystup ze zasobni lahve pfipoji na zasobni méch

inertniho plynu v piistroji.

Hydrindantin.

Methylcellosolv.

Acetéatovy tlumivy roztok, pH = 5,5.

Taurin, standardni latka, > 99,5 %, Sigma Aldrich, NH,CH>CH>SOzH, M, = 125,15.
Taurin, standardni roztok taurinu — 2,5 umol/ml, fedény tlumivym roztokem (3.20).

Taurin, pracovni standardni roztok taurinu — 0,25 pmol/ml, fedény tlumivym roztokem
(3.20).

lonex pro hlavni kolonu: Poly 8.
Ionex pro piedkolonu: Ostion KS 0804.

Ethanol, ¢isty, 96%.
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Tlumivy roztok pro taurin, pH = 2,6. V programu (tab. ¢. 2) je oznacovan jako tlumivy
roztok ¢. 1. Pro pfipravu jednoho litru tohoto roztoku se navazi 11,54 g kyseliny
citronové (3.4), 3,45 g citronanu sodneho (3.3), 9,65 g chloridu sodného (3.5), 0,1 g
azidu sodného (3.6) a pipetou se odméii 2,5 ml thiodiglykolu (3.9). Navazky

se prevedou do litrové odmérné banky a doplni po znacku vodou (3.8).

Regeneracéni tlumivy roztok.

V programu (tab. ¢. 2) je oznaCovana jako tlumivy roztok ¢. 6. Pro jeho ptipravu
se navdZi 8 g hydroxidu sodného (3.7) a nechd se za stalého michani rozpustit
ve 100 ml vody (3.8). Ptipraveny roztok se pievede do banky o objemu jednoho litru

a doplni se po znacku vodou (3.8).

Tlumivy roztok, pH = 2,2.

Piiprava: Navazi se 28 g kyseliny citronové (3.4), 23 g chloridu sodneho (3.5) a 0,2 g
azidu sodného (3.6) do dvoulitrové odmérné baiiky. Piida se 10 ml thiodiglykolu
(3.11), 500 ml vody (3.8) a obsah se necha rozpustit. Poté se doplni po znac¢ku vodou
(3.8).

Tlumivy roztok, pH = 7,9. V programu (tab. €. 2) je oznacovan jako tlumivy roztok ¢.
4. Pro ptipravu 0,5 1 tohoto roztoku se navazi se 9,8 g citronanu sodného (3.3), 26,3 g
chloridu sodného (3.5) 0,05 g azidu sodného (3.6), 1,025 g kyseliny borité (3.22), piida
se 300 ml vody (3.8) a pipetou se odméti 0,75 ml roztoku hydroxidu sodného
o0 koncentraci 0,5 g/ml (3.7.1), obsah se necha se rozpustit. Poté se doplni po znacku
vodou (3.8).

Kyselina borita.

Pristroje a pomiicky

Automaticky analyzator aminokyselin, AAA 400.

Vahy analytické s ptesnosti na 0,0001 g.

Vahy analytickeé s ptesnosti na 0,01 g.

Filtra¢ni papir, filtracni rychlost velmi vysokd, KA 1 — M, pramér 150 mm.

Filtra¢ni papir, filtracni rychlost stfedni, KA 5, primér 150 mm.



4.6 Filtracni nalevka se sklenénou fritou S3.
4.7 Laboratorni mlyn.
4.8 Erlenmayerova banka s NZ 29/32, 250 ml.

4.9 Ttepacka horizontalni.

5 Pracovni postup

5.1  Uprava vzorku

Vzorek se upravuje homogenizaci a mletim na Castice o velikosti (0,5 — 1,0) mm tak,
aby se zabranilo ptehfati vzorku béhem homogenizace. Do Erlenmayerovy barnky se navazi
pifimétené mnozstvi vzorku s presnosti na 0,0001 g s ohledem na ptedpoklddané mnozstvi
taurinu ve vzorku. Pro obsahy do 1000 mg/kg se navazuji 3 g vzorku, pro obsahy mezi
1000 mg/kg a 5000 mg/kg se navazuji (1 —2) g a pro obsahy nad 5000 mg/kg se navaZzuje 0,25 g
az 0,5 g vzorku. Vzorek se extrahuje 100 ml kyseliny chlorovodikové (3.1) na tiepacce (4.9)
(30 —60) min. Suspenze se zfiltruje nejprve pies fidky filtracni papir (4.4) a pak znovu pies filtr
stiedni hustoty (4.5). Vyrazné se tak urychli rychlost filtrace. Po pfipadném natfedéni tlumivym

roztokem (3.20) se obsah taurinu stanovi na analyzatoru aminokyselin (4.1).

5.2  Priprava kalibra¢ni kfivky taurinu

Pracovni standardni roztok taurinu (3.14.2)

Do 50ml odmérné bariky se napipetuje 5 ml standardniho roztoku taurinu (3.14.1) o koncentraci
¢ = 2,5 umol/ml a doplni se po znacku stacecim roztokem (3.20) o pH 2,2.

Do sady 50ml odmérnych banék se napipetuje postupné (0; 0,2; 1,0; 2,0; 4,0) ml standardniho
roztoku (3.14.1), doplni se tlumivym roztokem o pH 2,2 a promicha. Takto pfipravena sada
odpovida koncentracim (0; 0,01; 0,05; 0,10; 0,20) umol/ml. Posledni koncentrace ptipravené

sady je 0,25 umol/ml, coz je pracovni standardni roztok taurinu (3.14.2).

5.3  Chromatografické stanoveni taurinu

Obsah taurinu se stanovi metodou ionexové chromatografie s postkolonovou derivatizaci
ninhydrinem a fotometrickym detektorem na analyzatoru aminokyselin (4.1). Podminky

analyzy jsou uvedeny v tabulce ¢. 2. Objem nastiiku do analyzatoru je 100 pl.
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Tabulka ¢&. 2. Program pro stanoveni taurinu.

Cas Teplota kolony | Tlumivy roztok Piikaz Poznamka
0,00 57 1 Inject pH=2,6
5,00 57 1 Zero
6,00 57 4 StartEquil
10,00 74 No Change None
11,00 74 6 None 0,2M NaOH
18,00 74 1 None pH = 2,6
22,00 74 1 H20
27,00 57 1 Load
29,00 S7 1 NHD
33,00 57 1 AcqgStop
35,00 57 1 None
o

|F'|

- | |

||| |'|,

Cas ?m'm]

Obrazek ¢. 2. Ukazka chromatogramu pro stanoveni taurinu.




54  Vypocet

Obsah taurinu (X) vyjadieny v g/kg se vypocita podle vztahu

X = AxcxV xM xR
B xm, x1000
kde
A je plocha piku taurinu v extraktu,
B plocha piku kalibra¢niho standardu,
C koncentrace standardu taurinu v umol/ml,
\Y objem extraktu v ml,
M molé&rni hmotnost taurinu (Mtaurin = 125,15 g/mol),
Ma hmotnost zkuSebniho vzorku v g,
R fedéni.

6 Experimentalni vysledky a diskuse

6.1 Material

Validace metody byla provedena na dvou vzorcich krmnych smési a jednom vzorku premixu.

Deklarované obsahy taurinu jsou uvedeny v tabulce ¢. 3.

Tabulka ¢&. 3. Deklarované obsahy taurinu v jednotlivych krmivech.,

Material Deklarovany obsah taurinu
Kompletni krmivo pro dospélé kocky s rybou a zeleninou 1000 mg/kg
Dopliikové krmivo pro psy a kocky ORB 6 2750 mg/kg
Doplitkové krmivo pro psy a kocky TKS 5 8000 mg/kg

6.2 Linearita a pracovni rozsah metody

Linearita byla uréena z hodnot namétenych v kalibracni pfimce uvedenych v tabulce ¢. 4.
Linearita kalibra¢ni kiivky byla ovéfena v rozsahu koncentraci (0,01 - 0,25) pmol/ml
na péti kalibra¢nich hladinach (0,01; 0,05; 0,10; 0,20; 0,25) umol/ml a kazdy kalibra¢ni bod
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byl pfipraven Ctyfikrat (viz. tabulka €. 4). Pozadavek na linearitu kiivky je dan korela¢nim

koeficientem s hodnotou od 0,99 do 1,0 a vyhodnocenim kalibra¢ni kiivky pomoci QC testu.

Vypoctené hodnoty jsou uvedeny v tabulkéach ¢. 5a a 5b.

Tabulka €. 4. Linearita kalibra¢ni kfivky stanoveni taurinu.

Koncentrace
standardu
Popis (1mol/ml) Plocha-1 Plocha-2 Plocha-3 Plocha-4 |Pramér ploch
Hladina 1 0,01 0,5473 0,60565 0,52698 0,51677 0,5492
Hladina 2 0,05 3,0000 3,0619 2,1622 3,1061 2,9825
Hladina 3 0,10 6,1569 6,2195 6,6321 6,4770 6,3714
Hladina 4 0,20 13,0848 12,5364 12,7860 12,7328 12,7850
Hladina 5 0,25 15,9126 15,6560 15,7957 15,9365 15,8252

Vyhodnoceni statistickych parametrii bylo provedeno pomoci programu EffiValidation 3.0°.

Tabulka €. 5a. Linearita: korela¢ni QC koeficient.

Vypocéteny korelacni Testovany korela¢ni | Vypocteny | Testovany |Hypotéza
koeficient koeficient QC QC
0,99991 0,9900 1,15 5,00 Piijata

Zavér: Na zakladé hodnot korela¢niho a QC koeficientu byla prokazana linearita metody.

Tabulka €. Sb. Linearita: ANOVA na tésnost proloZeni.

Zdroj Suma Pocet Primérna F F - krit Hypotéza
étvercii stupit suma
volnosti étvercii
Prolozeni 0,12577 3 0,0419239 1,47 8,69 Piijata
Opakovani | 0,42729 15 0,0284861 - - -

Zavér: Linearita byla statisticky potvrzena na zdkladé metody ANOVA.




6.3 Citlivost

Citlivost metody je definovana jako rozdil v koncentraci analytu, ktery odpovida nejmensimu
rozdilu, jenz muze byt detekovan pii odezvé instrumentace metody. Matematicky se jedna
0 smérnici kalibracni piimky. V tabulce €. 4 jsou uvedeny naméiené hodnoty kalibracni

piimky. Kalibra¢ni pfimka je uvedena na obr. 3.

Zaver: Citlivost analytické metody je dana smérnici kalibra¢ni kiivky a odpovida hodnoté

64,07157 pro taurin.

Kalibracni krivka standardu taurinu
16

14
12

10

plocha
[0¢]

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25
¢ (umol/ml)

Obrazek €. 3. Kalibrac¢ni k¥ivka taurinu.

6.4 Mez detekce a mez stanovitelnosti

Mez detekce je uroven, nad kterou lze odezvu vzorku odliSit od odezvy slepého pokusu.
Mez stanovitelnosti je uroven, nad kterou lze vérohodné provést kvantitativni vyhodnoceni.

Tyto hodnoty byly vypoéteny z hodnot uvedenych v tabulce ¢. 4 a jsou uvedeny v tabulce €. 6.

Tabulka ¢&. 6. Mez detekce a mez stanovitelnosti.

Parametr Hodnota (mg/kg) Hodnota (%)
Mez detekce 91,8 0,009
Mez stanovitelnosti 144,3 0,014




6.5  Opakovatelnost - presnost

Opakovatelnost charakterizuje rozptyleni validované vlastnosti kolem stfedni hodnoty, které
zpusobuji nahodné chyby. Stanoveni opakovatelnosti bylo provedeno z deseti navazek jednoho
vzorku krmiva. Naméfené hodnoty jsou uvedeny v tabulce ¢. 7. Vyhodnoceni statistickych

parametru bylo provedeno pomoci programu EffiValidation 3.0 je uvedeno v tabulce ¢. 8.
Tabulka €. 7. Stanoveni opakovatelnosti.

Kompletni krmivo pro dospélé kocky s rybou a zeleninou

Navazka 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Obsah (%) | 0,1050 |0,1002/0,1014|0,09820,1007 |0,1008|0,1088|0,1061 |0,1096 |0,1072

Doplitkové krmivo pro psy a kocky ORB 6

Navazka 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Obsah (%) | 0,2729 |0,2678/0,2675|0,2600|0,2776|0,2690|0,2698 |0,2562 |0,2629 |0,2559

Doplitkové krmivo pro psy a ko¢ky TKS 5

Navazka 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Obsah (%), 0,6256 |0,6477|0,62610,6333|0,6567 |0,6516 |0,6401 |0,6383 [0,6386 | 0,6549

Zavér: Pro vSechny vysledky byla potvrzena hypotéza o normalité dat (Komolgovov-Smirnov
test) a pouZziti Grubbsova, Dixonova, Cochranova a Grubbsova parového testu nepotvrdilo

ptitomnost odlehlych bodd.

Tabulka ¢&. 8. Statistické parametry.

Material Pramér méfeni (mg/kg) | Rel. opakovatelnost (%)
Kompletni krmivo pro dosp¢lé 3,88

kocky s rybou a zeleninou 0,1038

Doplitkové krmivo pro psy

Doplitkové krmivo pro psy

a kocky TKS 5 0,6413 1,75
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Zavér: Primérna opakovatelnost analytické metody z EffiValidation je 0,008 jednotek, tj. 2,90
% rel.

6.6 Spravnost
Spravnost byla zjisténa testem vytéZnosti pfidanim znamého mnoZstvi stanovované latky

ke vzorku se znamym obsahem. Vytéznost byla vypoctena podle vztahu

C
Re c(%) = —2- %100 )

teor

kde c,,, je vysledna hodnota obsahu analytu ziskana experimentem, c,,,, je teoreticka hodnota

teo

obsahu analytu ptidaného do testovaciho vzorku.

K pfesné znamé navazce vzorku se zjiSténym obsahem urcované latky bylo postupné piidano
stanovené mnozstvi Cistého standardu taurinu (3.14) v mnoZzstvi 0,5 g/kg, 1,0 g/kg, 8,0 g/kg
a 25,0 g/kg obsahu taurinu. Na kazdé Urovni bylo provedeno 5 méfeni (viz. tabulka ¢. 9). Mirou
spravnosti je odchylka priméru nalezeného mnozstvi od teoretického mnozstvi ptidavku
vyjadiena v procentech (vytéznost). Ke statistickému vyhodnoceni spravnosti se pouzije t-test
(viz. tabulka €. 10), pfip. interval spolehlivosti (viz. tabulka ¢. 11).

Tabulka ¢. 9. Spravnost — piidavek ke vzorku se zjisténym obsahem urcované latky —
hladina 0, pridavky - hladiny 1 az 4.

Popis PiedloZzeno | Nalezeno Nalezeno Nalezeno Nalezeno Nalezeno
(a/kg) (a/kg) (a/kg) (a/kg) (a/kg) (a/kg)
Hladina 0 0,0 0,4929 0,4899 0,4853 0,4767 0,4976

Hladina 1 0,9885 0,9964 1,0928 1,0517 1,0020 0,9830

Hladina 2 1,4885 1,4847 1,4752 1,5260 1,5176 1,5139

Hladina 3 8,4885 8,4949 8,5389 8,5267 8,4797 8,5408

Hladina4 | 25,4885 25,4637 25,5093 25,5569 25,4920 25,5162
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Tabulka ¢ 10. Vyhodnoceni zprogramu EffivValidation: Spravnost: Omezeny
koncentraéni rozsah — rekonstituce mozna.

Popis Ph(’g};:g)e no N?é?ég;] ° VytézZnost | Piesnost t—vyp. |t—Kkrit.| Hypotéz
Hladinal | 0,9885 1,02518 | 103,71 | 0,04588 1,78762 | 2,776 | pfijata
Hladina 2 1,4885 1,50348 | 101,01 |0,02218 15103 | 2,776 | pfijata
Hladina3 | 8,4885 8,5162 100,33 | 0,02746 2,25545 | 2,776 | pfijata
Hladina4 | 25,4885 | 25,50762 | 100,08 | 0,0342 1,25019 | 2,776 | pfijata

Tabulka ¢&. 11. Vyhodnoceni z programu EffiValidation: Spravnost: Velky koncentra¢ni
rozsah - slepy pokus neni k dispozici: t-test.

Interval
Popis Pi:;g; k N?é?ég;] ° Vytéznost | Piesnost spolehlivosti Hypotéza
Hladina 0 0 0 0 0,00796 | -0,01161-0,01161 | priijata
Hladina 1 0,5 0,5367 107,34 | 0,04588 | 0,48868-0,58472 | pfijata
Hladina 2 1,0 1,015 101,5 0,02218 0,9907-1,0393 pfijata
Hladina 3 8,0 8,0277 | 100,3465 | 0,02746 | 7,99823-8,05721 | pfijata
Hladina 4 25,0 25,0191 | 100,0765 | 0,0342 | 24,9893-25,05535 | piijata

Zavér: Analyticka metoda poskytuje statisticky spravné vysledky.
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Souhrn statistickych adaji metody

Valida¢ni parametr Validacni hodnota
Opakovatelnost 2,90 % relativnich

Spravnost Spravnost metody prokazana
Linearita Linearita metody prokdzana
Pracovni rozsah (500 - 25000) mg/kg

Mez detekce 0,009 %

Mez stanovitelnosti 0,014 %

Citlivost 64,07157

7 Zavér

V ramci prace byl sestaven pracovni postup a stanoveny tyto validaéni parametry:
opakovatelnost, spravnost, linearita, pracovni rozsah, mez detekce, mez stanovitelnosti

a citlivost.

Zjisténé validacni parametry prokazaly zpusobilost ovéfované metody k pouZivani v ramci

laboratorniho zkouSeni.
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Zavedeni detekce FG72, MON87705 a MON87708 u soji

Kateiina Starikova

Ustiedni kontrolni a zkuSebni tstav zemédélsky, NRL, Oddéleni mikrobiologie a biochemie,
Hroznova 2, 656 06 Brno

katerina.stankova@ukzuz.cz

1 Uvod

Geneticky modifikované neboli transgenni rostliny (dale GM) jsou takové rostliny, u kterych
byl zménén dédi€ny materidl pomoci genovych technologii. Jednd se o zmény cilené, tedy

ziskané tak, Ze do rostliny vneseme nebo Vv ni cilené deaktivujeme né&jaké konkrétni geny.

Typy GM plodin:

. Plodiny zlepSenych vlastnosti (tolerance Kk herbicidim, rezistence vuc¢i hmyzim
Skiidetim, rezistence k dal§im biotickym a abiotickym strestim).

. Plodiny s pridanou hodnotou produktt (vyssi a kvalitativné zlepSen obsah oleji — fepka,
sOja, vyssi obsah lysinu — kukufice aj.).

. Plodiny, které produkuji proteiny (vyuZitelné ve farmacii, specialni enzymy
pro primyslové vyuziti, produkty, které jsou zakladem bioplastli a biopaliv).

V roce 2013 péstovalo GM plodiny 18 milionti zeméd¢€lca ve 27 zemich svéta. Plocha GM

plodin zaujimala celkem 175,2 miliont hektard. Ve srovnani s rokem 2012 doslo k 3% nardstu

plochy.

V poslednich tfech letech se na rastu vyuzivané plochy podileji pfedevSim rozvojové zemé,
zatimco v primyslové vyspélych zemich se vyuzivana plocha neméni. Ve vyuziti GM plodin
vede Severni Amerika, nésleduji Jizni Amerika a Asie. Na ostatnich kontinentech jsou
vyuzivany GM plodiny méné (viz obr. 1). Evropa je znaméa svym odmitavym postojem ke GM

zemedeélskym plodindm. Pro péstovani jsou povolena pouze GM kukutfice MONS810.

Z hlediska oseté plochy kukufici MONS10 v Evropé stoji za zminku pouze Spanélsko.
Ceska republika, Slovensko, Portugalsko a Rumunsko péstuji GM kukufici MONS810

V zanedbatelné mife.
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Co se ty¢e GM plodin povolenych pro dovoz do EU a nasledné pouZziti jako potraviny a krmiva,
jejejich pocet vétsi. Divodem je skute¢nost, Ze Evropa neni sobésta¢na v produkci krmiv, takze
musi zna¢nou ¢ast potfebnych komodit dovazet ze tietich zemi. Pro dovoz a pouziti na vyrobu
potravin a krmiv je povoleno celkem 58 GM plodin, a to: 7 typu séji, 37 typt kukufice, 8 typt
bavlniku, 3 typy fepky, 2 typy bakterialni biomasy a 1 typ cukrovky.

Biotech Crop Countries and Mega-Countries®, 2013

L #22 e 24 027 026 "

Canada* Portugal Spain® Crech Republic | | Slovakia Romania Pakistan®
10.8 Million Has. <0.05% Million Has. | | 0.1 Million Has. <0.05 Million Mas. | <0.05 Million Mas. | <0.05 Million Hax. | | 2.8 Million Hax
Canola, Maize, Muize Maire Maise Mo Mase Cothon

<0.05 Million Han.
Maize

"z
Mexico*

0.1 Millon Has
Comon, Soybean .

21

Honduras
<0.05 Million Has.

Ml

25

Costa Rica
<0.05 Million Has.
Comon, Soybasn

"na
Colombia*
0.1 Million Mas.
Cotion, Maize

o
Bolivia*

1.0 Million Has.
Soybean

020 #7 3 o ” "

Chile* Paraguay* Argentina® Uraguay* Brazil* South Africa*
<0.05 Million Has. 16 Million Has 24.4 Million Has. 1.5 Million Has 0.3 Million Has, 2.9 Million Haw
Maize, Soybean, Canols | Soybean, Matze, Comon | | Soybesn, Maize, Cotton | | Soybean, Malse Soybean, Maize, Cotton | | Makae, Sovbean, Cotion

[ *19 biotech mega-countries growing 50,000 hectares, or more, of biotech crops.

- — ~e

Obr 1. Pitehled zemi z celého svéta, ve kterych se v roce 2013 péstovaly GM plodiny.
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ank Country Area Biotech Crops
(million hectares)
1 USA® 70.1 Maize, soybean, cotton, canola, sugar beet, alfalfa, papaya,
squash
2 Brazil* 403 Soybean, maize, cotton
3 Argentina* 244 Soybean, maize, cotton
4 India* 11.0 Cotton
5 Canada® 10.8 Canola, maize, soybean, sugar beet
6 China* 4.2 Cotton, papaya, poplar, tomato, sweel pepper
7 Paraguay* 36 Soybean, maize, cotton
8 South Africa* 29 Maize, soybean, cotton
9 Pakistan* 28 Cotton
10 Uruguay* 1.5 Soybean, maize
11 Bolivia® 1.0 Soybean
12 Philippines* 0.8 Maize
13 Australia* 0.6 Cotton, canola
14 Burkina Faso* 0.5 Cotton
15 Myanmar* 0.3 Coltton
16  Spain* 0.1 Maize
17 Mexico* 0.1 Cotton, soybean
18 Colombia* 0.1 Cotton, maize
19 Sudan* 0.1 Cotton
20 Chile <0.1 Maize, soybean, canola
21  Honduras <0.1 Maize
22  Portugal <0.1 Maize
23 Cuba <0.1 Maize
24 Czech Republic <0.1 Maize
25 Costa Rica <0.1 Cotton, soybean
26 Romania <0.1 Maize
27  Slovakia <0.1 Maize
Total 175.2
* 19 biotech mega-countries growing 50,000 hectares, or more, of biotech crops
** Rounded off to the nearest hundred thousand

Obr 2. Tabulka zobrazujici pi‘ehled druhi péstovanych GM plodin a vyméru osetych

ploch v jednotlivych zemich svéta.
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Cilem vyvojového tkolu je rozsifit spektrum dosud stanovovanych genetickych modifikaci
U sdji. Nove zavadénymi transgeny jsou FG72, MON87705 a MON87708.

FG72
Geneticky modifikovand s6ja FG72 byla vytvoiena za telem ziskani odrudy tolerantni
k herbicidim na bazi glyfosatu a/nebo isoxaflutole (IFT - 5-cyclopropyl- 1,2-isoxazol-4-yl aao-

trifluoro-2-mesyl-p-tolyl keton).

Genom transgenni sOji obsahuje kopie gent 2mpsps and hppdPfw336. Prvni gen kdduje
mMEPSPS enzym (modifikovana 5-enolpyruvyl shikimate-3-phosphate syntaza), ktery
propujcuje toleranci ke glyfosatu. Druhy gen koduje modifikovanou verzi HPPD enzymu, ktery
je zodpovédny za toleranci k herbicidu IFT (isoxaflutole). Z elementu, které lze v laboratofi

stanovit v rAmci screeningu, obsahuje tato genetick& modifikace terminator NOS.

Schéma genového konstruktu:

3'_histon| | mEPSPS TP-otp I-h3At P- P- TP-otp CS- 3 nos
_At Ph4a748 /Ph4a743 % hppdPfW

N

Obr 3. Schéma genového konstruktu genetické modifikace soji FG72.

3'_histon_At Terminacni sekvence z H.4 genu z Arabidopsis thaliana.

MEPSPS Sekvence kodujici modifikovany EPSP enzym (5-enolpyruvylshikimate-3-
phosphate) z kukufice.

TP-otp Chloroplastovy tranzitni peptid obsahujici sekvenci RuBisCO z kukufice

a slunecnice.
I-h3At Intron z H.3 genu z Arabidopsis thaliana.

P-Ph4a748  Sekvence zahrnujici promotorovou oblast histonu H4 gene z Arabidopsis

thaliana.

P-Ph4a748  Sekvence zahrnujici promotorovou oblast histonu H4 gene z Arabidopsis
thaliana.

TP-otp Chloroplastovy tranzitni peptid obsahujici sekvenci RuBisCO z kukufice

a slunecnice.
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CS-hppdPfW336 Modifikovana kodujici sekvence 4- hydroxyphenylpyruvate dioxygenazy

z Pseudomonas fluorescens.

3' nos 3' terminacni sekvence genu nopalin synthazy z Agrobacterium tumefaciens T-
DNA.

Geneticky modifikovana soja FG72 je soucasti seznamu geneticky modifikovanych plodin,

u kterych probiha povolovaci proces nebo u kterych uplynula doba povoleni.

MON87705

Geneticky modifikovand s6ja MON87705 byla vytvoiena za ucelem ziskani odridy
se zménénym slozenim mastnych kyselin (geny FAD2 a FATBI1) a zaroven i tolerantni
K herbicidim na bazi glyfosatu (gen cp4epsp).

Z elementl, které lze v laboratofi stanovit v rdmci screeningu, obsahuje tato geneticka

modifikace promotor FMV a element cp4epsps.

Schéma genového konstruktu:

LB P ctp 2 prep ¥ E® (] fad?- 1A | | fatn-A 1] BN [N Ty LE
Fawr Tl

Obr 4. Schéma genového konstruktu genetické modifikace s6ji MON87705.

LB Leva hrani¢ni sekvence transpozonu z bakterie Agrobacterium tumefaciens.

P-FMV/Tsfl Chiméricky konstitutivni promotor genu Tsfl z Arabidopsis thaliana spojeny se

zesilovaci sekvenci promotoru 35S z FMV.

ctp2 Vedouci sekvence kodujici chloroplastovy tranzitni peptid z Arabidopsis
thaliana.

cpdepsps Sekvence kodujici EPSPS enzym (5-enolpiruvilshikimate- 3-phosphate

synthase) z bakterie Agrobacterium sp. Strain.

3'E9 Terminacni sekvence z genu hrachu rbcS E9 (Pisum sativum).
P-7S Promotor odvozeny od Sphasl genu soji.
Fatb2-A Castetna sekvence fad2-1A genu, ktery potladuje endogenni hladinu

stejnojmenného enzymu.
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fatb1l-A Casteéna sekvence fatbl-A genu, ktery potladuje endogenni hladinu

stejnojmenného enzymu.

RB Prava hrani¢ni sekvence transpozonu z bakterie Agrobacterium tumefaciens.
RB Prava hrani¢ni sekvence transpozonu z bakterie Agrobacterium tumefaciens.
fatbl-A Céasteéna sekvence fatbl-A genu, ktery potlatuje endogenni hladinu

stejnojmenneho enzymu.

fad2-1A Casteéna sekvence fad2-1A genu, ktery potladuje endogenni hladinu

stejnojmenneho enzymu.
LB Leva hrani¢ni sekvence transpozonu z bakterie Agrobacterium tumefaciens.

Geneticky modifikovana s6ja MONS87705 je soucasti seznamu geneticky modifikovanych

plodin, u kterych probiha povolovaci proces nebo u kterych uplynula doba povoleni.

MONZ87708
Geneticky modifikovana s6ja MON87708 byla vytvofena za ucelem ziskani odrtdy tolerantni

K herbicidiim na bazi dikamby (3,6-dichlor-2-methoxybenzoova kyselina).

Genom transgenni s6ji MON87708 obsahuje kopii genu dmo z bakterie Stenotrophomonas
maltophilia. Tento gen kéduje DMO enzym (dikamba monooxygenaza) odpoveédny za toleranci

k herbicidim obsahujici vySe uvedenou uc¢innou latku.

Schéma genoveho konstruktu:

- LE P-PCV TP-rch‘ C5-DMO ‘ 3'E9 RE ""“ﬂ

Obr 5. Schéma genového konstruktu genetické modifikace so6ji MON87708.

LB Leva hrani¢ni sekvence transpozonu z bakterie Agrobacterium tumefaciens.
P-PCSV Promotor z viru peanut chlorotic streak caulimovirus.
TP-rbcS Sekvence z rbcS tranzitniho peptidu z hrachu.

CS-DMO Dikambo monooxygenazovy gen z bakterie Stenotrophomonas maltophilia.
3'E9 Terminacéni sekvence z hrachu (Pisum sativum) rbcS E9 gen.

RB Pravé hrani¢ni sekvence transpozonu z bakterie Agrobacterium tumefaciens.
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Geneticky modifikovana s6ja MONS87708 je soucasti seznamu geneticky modifikovanych

plodin, u kterych probiha povolovaci proces nebo u kterych uplynula doba povoleni.

2 Princip

Zé&kladem metod detekce vySe uvedenych genetickych modifikaci je polymerazova fetézova
reakce (dale PCR). Jedna se o hojné pouzivanou metodu, pii které dochazi k mnohonasobnému

zmnozeni uréitého useku DNA.

PCR se provadi automatizované v termalnim cykleru. Pfed vlastni PCR je dulezité proveést
uplnou pocatecni denaturaci DNA. Tim se zajisti, Ze pfi prvnim kroku cyklu nedojde pouze
k ¢aste¢nému oddéleni komplementarnich fetézci, ale v§echny molekuly pivodni DNA budou
jednofetézcové a pristupné primerim. Nésleduje denaturacéni krok prvniho cyklu. Béhem
druhého kroku, tzv. annealingu, ptisedaji primery ke specifickym sekvencim matricové DNA.
Primery jsou navrZeny tak, Zze se vazou k protilehlym fetézcim dvousroubovice 3°- konci
smérem k sob¢ a vymezuji délku amplifikovaného useku. Ve tietim kroku cyklu tzv. extenzi
jsou primery prodluZzovany DNA-polymerazou ve sméru od 5’- konce ke 3"- konci. Nasledujici
cyklus za¢ina opé€t denaturaci dvouvlaknové DNA a vse se opakuje. Vzhledem ke specifické
sekvenci primert je amplifikovany tisek mezi nimi stale stejny. Celkovy produkt PCR se nazyva
amplikon. M& definovanou délku pohybujici se od desitek az po tisice pari bazi (bp), ktera

se stanovi pomoci elektroforézy v agar6zovém gelu.

3 Material a metody

3.1  Pristroje a pomiicky

1 Analytické vahy.

2 Vahy s piestnosti 0,01 g.

3 Vortex.

4 Centrifuga.

5 Vodni lazen.

6 Nizkoobjemovy spektrofotometr (vinové délky 230, 260, 280 nm).
7 Minitfepacka.
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10
11
12
13
14
15
16
17
18
19

Laminarni box.

Termalni cykler.

Elektromagnetické michadlo s ohfevem.
Elektroforetickd vana a zdroj napéti.
Transiluminator.

Fotodokumentacni zafizeni se softwarem.

pH metr.

Automatické pipety s nastavitelnymi objemy (0,1 — 1000) ul a sterilni $picky s filtrem.
Plastové zkumavky o objemu 0,2 ml, 0,5 ml, 2 ml.
Vyrobnik ledu.

Ptenosna UV lampa.

Latexové rukavice bezpudrové, laboratorni sklo, stojanky na zkumavky, nadoba

na uchovani ledu, odpadni nadoby.

Sterilizace a dekontaminace se provadi podle charakteru materialu bud’ tepelné (v susarné 1 h

pii (115 - 120) °C) nebo chemicky napi. 70% etanolem, (0,5 — 1)% chlornanem sodnym, apod.

3.2

10

Chemikalie

NucleoSpin® Food, vyrobce Macherey — Nagel, kit pro izolaci genomické DNA
z potravin a krmiv

Lysis Buffer CF.

Buffer C2.

Buffer C3.

Wash buffer CQW.

Wash buffer C5 (koncentrat).

Elution buffer CE.

NucleoSpin® Food Columns (plus Collection Tubes).
Proteinase K (lyofilizat).

Proteinase buffer PB.
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11
12
13

14

15

16

17

18

19

REDTagq®ReadyMix™PCR Reaction Mix with MgClI2, Sigma-Aldrich.
REDTagReadyMix PCR Reaction Mix with MgCI2 (dale REDTaq).
Voda vhodna pro PCR.

Amplifika¢ni primery

GMO03: GCC CTC TAC TCC ACC CCC ATC C.

GMO04: GCC CATCTG CAAGCCTTTTTG TG.

FMV-1: AAG CCT CAA CAA GGT CAG.

FMV-2: CTG CTC GAT GTT GAC AAG.

NOS-1: GAATCC TGT TGC CGG TCT TG.

NOS-3: TTATCC TAG TTT GCG CGC TA.

GT73_TmF: GGG ATG ACG TTA ATT GGC TCT G.

GT73_TmR: GGC TGC TTG CAC CGT GAA G.

MAEO71: AGATTT GAT CGG GCT GCA GG.

SHAQ097: GCA CGT ATT GAT GAC CGC ATT A.

MON 87705 primer 1: TTC CCG GAC ATG AAG CCATTT AC.
MON 87705 primer 2: ACA ACG GTG CCT TGG CCC AAAG.
MONZ87708 primer 1: TCATAC TCATTG CTG ATC CAT GTAG.
MON&87708 primer 2: AGA ACA AAT TAA CGA AAA GAC AGA ACG.
Chemikalie pro ptipravu elektroforetického pufru TAE.

Disodna sil kyseliny ethylendiamintetraoctove, Na,EDTA.

Trizma base.

Ledova kyselina octova.

Hydroxid sodny, c(NaOH) = 1 mol/l, 10 g NaOH se rozpusti ve vodé a doplni

na vysledny objem 250 ml v odmérné bance.
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Piiprava TAE pufru
Ptiprava zasobniho roztoku 50 x TAE

1. Pfiprava 0,5M zésobniho roztoku EDTA:

186,1 g Na,EDTA se vmicha do (750 — 800) ml (re)destilované vody. Na,EDTA se tplné
nerozpusti, dokud nebude pH vyssi nez 7,0. pH se upravi na 8,5 pifidanim NaOH. Potom
se doplni (re)destilovanou vodou do objemu 1000 ml. Prefiltruje se pies husty filtrani papir.

Roztok se skladuje neomezené pii laboratorni teplot¢.

2. Priprava 2 M Tris:

Navazi se 242 g Trizma base a rozpusti v 650 ml (re)destilované vody. Ptida se 57,1 ml ledové
kyseliny octové a 100 ml pifedem ptipraveného 0,5M zasobniho roztoku EDTA (pH 8,5).
Doplni se (re)destilovanou vodou do celkoveho objemu 1000 ml. Neautoklavuje se. Uchovava

se v tésné€ uzaviené lahvi pii laboratorni teploté.

Priprava pracovniho roztoku 1 X TAE pro elektroforézu
Odméti se 20 ml zasobniho roztoku 50 x TAE a doplni se (re)destilovanou vodou do objemu
1000 ml.

Priprava agarézového gelu

Pouziva se 0,8% gel pro stanoveni kvality vyizolovane DNA (0,64 g agardzy) a 2% gel
pro hodnoceni amplifika¢nich fragmenti (1,6 g agardzy nebo agarézy High Resolution).
Do Erlenmeyerovy bainky se navazi dané mnozstvi praSkové agardzy a ptidd se 80 ml
pracovniho 1 x TAE pufru. Vati se pfi teploté (150 — 200) °C na elektromagnetickém michadle
(15 — 20) min do doby, az se vycefi roztok a vzduchové bubliny vymizi i po krouzivém

zamichani. Mezitim se pfipravi nalévaci vana a vhodny hiebinek.

Po mirném zchladnuti se pfida 10 pl pracovniho roztoku ethidiumbromidu (interkala¢ni barvivo
slouzici ke zviditelnéni DNA v gelu) a michd se 1 min. Poté se vyjme michadélko a agar
se nalije do vany s hiebinkem. Asi po (20 —30) min, v zavislosti na teplot¢ prosttedi, lze opatrné
vyjmout hiebinek a ptenést gel z nalévaci vany do elektroforetické vany s pracovnim roztokem
1 x TAE pufru.

Dalsi chemikalie
20 Ribonuklease A 10 mg/ml (DNase and protease free) — RNaza A.

21 (re)destilovana voda.
22 Agaroza.
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23 Zasobni roztok ethidium bromidu. Pracovni roztok se ziska ziedénim zasobniho

roztoku 10 x (re) destilovanou vodou.
24 Elektroforeticky marker pro amplifikaty (napt. GeneRuler™50bp DNA Ladder).

25 6 x Loading Dye Solution.

26 Elektroforeticky hmotnostni marker pro genomovou DNA (napi. EZ LoadTM
Molecular Ruler Precision Mass, Biorad).

27 (0,5 - 1)% roztok chlornanu sodného.

28 70% etanol.

29 Dekontaminaéni roztok.

Testovany material

Pozitivni kontroly se pouzivaji pro potvrzeni pfitomnosti amplifikovaného useku. Negativni
kontroly se pouZivaji pro prokazani specifity reakce, a to jen v ptipadé nové zavadénych
genetickych modifikaci.

FG72

AOCS 0610-A (nase oznaceni CRM 26/2012) obsahujici nad 99,9 % GM s6ji FG72 z AOCS
(American Oil Chemists” Society).

Tato pozitivni kontrola je ve form¢ izolatu DNA.

MON87705
AOCS 0210-A (naSe oznaceni CRM 13/2014) obsahujici kukufici MON87460 z AOCS
(American Oil Chemists” Society).

MON87708
AOCS 0311-A (nase oznaceni CRM 14/2014) obsahujici kukufici MON&7708 z AOCS
(American Oil Chemists” Society).

Pozitivni kontroly CRM 13/2014 a 14/2014 jsou ve formé sOjového pradSku a musi se z nich

nejprve vyizolovat DNA.
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4 Pracovni postup

Izolace DNA
Pted zacatkem vlastni izolace DNA je nutno pfipravit tyto roztoky:

Pufr C4: ptevede se kvantitativné cely obsah tuby obsahujici pufr C2 do tuby s obsahem pufru
C3 a dobfe se promicha. Vysledny pufr C4 uskladnény pii laboratorni teploté je stabilni 1 rok.

Pro dokonalej$i rozpusténi obou komponent se doporucuje inkubace 5 min pfi teploté 45 °C.

Pufr C5: ke koncentratu pufru C5 se piida (95 — 100)% etanol, a to v mnozstvi uvedeném
na lahvicce pufru. Po zfedéni se oznaci piidani etanolu. Takto upraveny pufr Ize uchovavat pti

laboratorni teploté po dobu 1 roku.

Proteindza K: k lyofilizované Proteindze K se pfida mnozstvi proteinazového pufru uvedené

na obalu. Roztok proteinazy K je stabilni pfi teploté —20 °C po dobu 6 mésict.

Vlastni izolace DNA probihd v nékolika krocich. Nejdiiv se musi ptipravit pracovni plocha.
Pracovni nastroje, pomucky i prostor se dekontaminuji od jakychkoli molekul DNA otfenim
povrchll dekontamina¢nim roztokem a ptisobenim UV zatfeni po dobu 30 min. Vodni lazen
se piedehieje na teplotu 65 °C a da se piedehiat lyzacni pufr CF na teplotu 65 °C. Do 2ml
zkumavky se navéazi 200 mg zhomogenizovaného vzorku (pozitivni kontroly). Prvnim krokem
izolace DNA je bunécnd lyze, kdy se ke vzorku ptida 550 pl lyza¢niho pufru CF, dobie
se promicha (15 s), pfida se 10 ul proteinazy K a 10 pl RNazy A a opét se promicha (2 — 3) s.
Inkubuje se 30 min pii teploté 65 °C. Poté se smé&s 10 min centrifuguje (>10000 g), az
se bunééné zbytky usadi. Pfipravi se podminky pro vazani DNA na silikagel, a to tak, Ze
se ptevede 300 pl ¢istého supernatantu z kroku 3 do nové 2 ml zkumavky. Pfida se 300 pul pufru
C4 a 200 pl etanolu (96 — 100)% a vortexuje se 30 s.Tuba NucleoSpin se umisti do nove 2 ml
centrifugacni zkumavky a piida se 750 pl smési z ptedchoziho kroku. Centrifuguje se 1 min pfi
11000 g. Protekla tekutina se vylije. Nasleduje promyvani DNA, které probiha ve tfech po sobé
nasledujicich krocich. V' prvnim promyti se napipetuje 400 pul pufru CQW do NucleoSpin tuby.
Centrifuguje se 1 min pii 11000 g. Protekla tekutina se vylije. Ve druhém promyti se napipetuje
700 pl pufru C5 do NucleoSpin tuby. Centrifuguje se 1 min pii 11000 g. Protekla tekutina
se vylije. Ve tfetim promyti se napipetuje dalSich 200 pl pufru C5 do NucleoSpin tuby.
Centrifuguje se 2min pii 11000 g, aby se uplné¢ odstranil pufr C5 (rezidua etanolu
v promyvacim pufru C5 mohou inhibovat enzymatickou reakci). Poslednim krokem izolace

DNA je eluce. Predehieje se elucni pufr CE na 70 °C. Tuba NucleoSpin se umisti do nové
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centrifuga¢ni zkumavky o objemu 1,5 ml. Na membranu v NucleoSpin tubé se napipetuje
100 pl predehiatého eluéniho pufru CE. Inkubuje se 5 min pfi laboratorni teploté, a poté
se centrifuguje 1 min pii 11000 g, aby se shroméazdila DNA.

Eluat obsahuje Cistou genomovou DNA. Pro kratkodobé skladovani se uchovava pii teploté

(2 - 8) °C, pro dlouhodobé pii minus 20 °C.

Méreni koncentrace a urceni kvality vyizolované DNA
Dulezitym krokem po vyizolovani DNA je orientani spektrofotometrické stanoveni jeji
koncentrace, pfipadné dalSich pifimési a zjisténi jeji kvality — celistvosti pomoci gelové

elektroforézy v 0,8% agar6zovem gelu.

Spektrofotometrické méreni koncentrace ziskané DNA

Meéieni pti vinovych délkach (230, 260 a 280) nm umoziiuje krom¢ stanoveni koncentrace
ziskané DNA i hodnoceni Cistoty vzorku. Nukleové kyseliny absorbuji UV zafeni s maximem
absorbance v oblasti vinové délky okolo 260 nm, zatimco proteiny v oblasti okolo 280 nm.
Stupeini Cistoty nukleovych kyselin se stanovuje z poméru absorbance pii (260 a 280) nm

a (260 a 230) nm.

Hodnoty poméru 260/280 se nejcastéji pohybuji v rozmezi (1,7 — 2,0). Idealni hodnoty jsou
(1,7 az 1,8). Jestlize je namefena hodnota pod 1,7, je DNA znecisténa proteiny nebo jinymi
organickymi latkami. Pokud je naméfend hodnota nad 1,9, je DNA znecisténda RNA nebo

organickymi latkami.

Hodnoty poméru 260/230 musi byt vyssi nez 1,5. Ideélni hodnoty jsou (2,0 — 2,2). Pokud
je naméfena hodnota nizsi nez 1,5, je ziskand DNA kontaminovana latkami jako jsou fenol

a guanidinove soli.

Vlastni méreni

Koncentrace DNA se mé&fi proti slepému vzorku, kterym je roztok, v némz je DNA rozpusténa
(v naem piipadé se jedna o eluéni roztok z kitu NucleoSpin® Food). PouZiji se 2 pl vzorku.
Kazdy vzorek se méfi 2 x. Namétené hodnoty se zprumeéruji. Pro ndslednou PCR zpravidla
vyhovuji koncentrace v rozmezi (5 — 10) ng/ul templatové DNA. Pokud je koncentrace DNA

vy$si, je tfeba ji na tuto hodnotu nafedit vodou vhodnou pro PCR.

Pro vyvojovy ukol byly vzorky vyextrahované¢ DNA certifikovanych referen¢nich materialt

nafedény na koncentrace 5 ng/ ul a 10 ng/ pl.
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Urceni kvality vyizolované DNA
Pomoci elektroforézy v 0,8% agarézovém gelu se zjisti kvalita vyizolované DNA (zda je

celistva nebo degradovand), ptitomnost RNA a proteind.

Vzorky se smichaji s barvivem 6 x Loading Dye Solution v mnozstvi 2 pl barviva a 3 pl
vyizolované DNA a spolu s Load Precision Molecular Mass standardem se nanesou do jamek

gelu a spusti se elektroforéza (70 V, 75 min).

Polymerazova retézova reakce

Pro zavedeni detekce novych genetickych modifikaci byly vyuZity jiz zavedeny postup
Stanoveni piitomnosti GMO metodou PCR (JPP ZK ¢. 10250.1) a metody validované European
Union Reference Laboratory for GM Food and Feed (EURL GMFF).

Pro uréeni konkrétnich transgenti se pouzivaji metody druhové specifické neboli event-specific,
které se zaméfuji na amplifikaci useku mezi vloZenych konstruktem a vlastni genomovou DNA.
Pomoci této metody lze rozliit druhy transgennich organismu, Které obsahuji stejny genovy
konstrukt.

Sekvence jednotlivych amplifika¢nich primera a amplifika¢ni programy byly pfevzaty z metod
validovanych EURL GMFF. Pti zavadéni novych PCR detekci se provedlo z duvodu

opakovatelnosti pét na sobé nezavislych PCR reakci (amplifikaci).

Vhnitini gen soji
Primery: GM03, GM04

Amplifikacni program
Teplota (°C) Cas (s) Pocet cykli
Pocate¢ni denaturace 94 600 1
Denaturace 94 45
Annealing 57 50 35
Extenze 72 115
Zavérefna extenze 72 355 1

Délka amplikonu: 118 bp.
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Promotor FMV

Primery: FMV-1, FMV-2

Amplifikacni program
Teplota (°C) Cas (s) Pocet cykli
Pocate¢ni denaturace 94 180 1
Denaturace 94 30 1
Annealing 54 30
Extenze 72 105 0
Zavérecna extenze 72 180 1
Délka amplikonu: 196 bp.
Terminator NOS
Primery: NOS-1, NOS-3
Amplifikacni program
Teplota (°C) Cas (s) Pocet cykli
Pocate¢ni denaturace 94 60 1
Denaturace 94 58
Annealing 57,5 120 0
Extenze 72 105
Zavérefna extenze 72 180 1
Délka amplikonu: 180 bp.
CP4 epsps
Primery: GT73_TmF, GT73_TmR
Amplifikacni program
Teplota (°C) Cas (s) Pocet cykli
Pocatecni denaturace 95 600 1
Denaturace 95 15
Annealing a extenze 60 60 45

Délka amplikonu: 88bp.
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FG72

Amplifika¢ni primery: DAS-40278-9_5'-f1, DAS-40278-9_5'-r3

Amplifika¢ni program
Teplota (°C) Cas (s) Pocet cykli
Dekontaminace 50 120 1
Pocate¢ni denaturace 95 600 1
Denaturace 95 15
Annealing a extenze 60 60 45
Délka amplikonu: 70bp.
MON87705
Amplifika¢ni primery: MON 87705 primer 1, MON 87705 primer 2
Amplifikacni program
Teplota (°C) Cas (s) Pocet cykli
Dekontaminace 50 120 1
Pocate¢ni denaturace 95 600 1
Denaturace 95 15
Annealing a extenze 60 60 »
Délka amplikonu: 86 bp.
MONS87708
Amplifika¢ni primery: MON 87708 primer 1, MON 87708 primer 2
Amplifika¢ni program
Teplota (°C) Cas (s) Pocet cykli
Dekontaminace 50 120 1
Pocate¢ni denaturace 95 600 1
Denaturace 95 15
Annealing a extenze 60 60 »

Délka amplikonu: 91 bp
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Provedeni PCR reakce

Laminarni box se (20 — 30) min vysviti UV zafenim. Pfedméty v ném umisténé a jeho prostor
se dekontaminuji dekontamina¢nim roztokem. Pripravi se pipety, sterilni Spicky s filtrem,

sterilni zkumavky, odpadni nddoba s vloZzenym sackem na pouZity material, stojanky, apod.

Stanovi se pocet reakci (tj. pocet vzorkl, beztemplatova, negativni kontrola, pouzije-li se
a pozitivni kontrola). Podle tabulek reak¢nich smési (Tabulka 1) se vypocitaji celkové objemy
vSech soucasti reakce. Jednotlivé reagencie se uchovavaji v mrazaku, proto se musi pfedem
rozmrazit, bud’ pii laboratorni teploté, nebo v lednici. Rozpusténé obsahy zkumavek
se promichaji jejim pievracenim nebo kratkym vortexovanim a zcentrifuguji se

na minicentrifuze.

PCR smés se piipravuje na ledu.
REDTagReadyMix PCR Reaction Mix with MgCl:

Celkova reakéni smés se sterilné smicha v pofadi, v jakém jsou jeji slozky uvedeny v tabulce
(Tabulka 1). Reak¢ni smés se dikladné, ale opatrné promicha (obraceni zkumavky, vortex)
a rozdeli se po 22,5 ul do oznacenych zkumavek. Poté se do zkumavek piida 2,5 pl templatové

DNA. Do beztemplatové kontroly se misto DNA pfida voda vhodna pro PCR.

Pipetuje se v tomto pofadi: beztemplatova kontrola, negativni kontrola a nakonec pozitivni
kontrola. Zkumavky se peclivé zavickuji, aby se zabranilo vypafovani smési béhem reakce.
Zkumavky se promichaji mirnym poklepem, zcentrifuguji se na minicentrifuze, vloZi se

do termalniho cykleru a zahdji se ptislusna PCR amplifikace.

Tabulka 1. SloZeni reakéni smési REDTaqReadyMix PCR Reaction Mix with MgCl..

Slozka 1 reakce (ul)
PCR voda 9
REDTagReadyMix PCR Reaction Mix with MgCl, | 12,5

Primer F 0,5

Primer R 0,5

Templat 2,5

Elektroforéza v agarézovém gelu
2% gel se vlozi do elektroforetické vany a ptevrstvi pracovnim 1 x TAE pufrem nékolik mm
nad jeho povrch. Vzorky se nanesou do jamek gelu v tomto pofadi: beztemplatova kontrola,

negativni kontrola, elektroforeticky marker, vzorky, elektroforeticky marker a pozitivni
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kontrola. Objem vzorku nanaSené¢ho do jedné jamky zavisi na typu hiebinkua jeho potiebném
mnozstvi. Amplifikaty ziskané pomoci kitu REDTaq se nanaSeji pfimo z PCR zkumavek,
protoZe obsahuji nanaSeci barvivo pro elektroforézu. Po naneseni kontrol a markert do jamek
v gelu se spusti elektroforéza. Doporucuje se nastaveni zdroje (100 — 140) V, maximum mA,
(30 — 60) min chodu. Tyto hodnoty lze ménit podle potieby a pokyni v navodu pro pouziti
elektroforetického zdroje. Rozdéleni a uspofddani pruhd se sleduje prosvicenim

na transiluminatoru, vyfotografovanima pienesenim do pocitace.

4.1  Vysledky a diskuze

FG72

Spektrofotometrické méfeni koncentrace ziskané DNA:

Tabulka 2. Namétené koncentrace a hodnoty urcujici ¢istotu vyextrahované DNA.

Vzorky Koncentrace A 260/A 280 A 260/A 230
(ng/pl)
CRM 26/2012 146.9 178 1.84
CRM 26/2012 1474 179 185

Urceni kvality vyizolované DNA

Obr 6. Uréeni kvality DNA pozitivni kontroly CRM 26/2012 (26 _12), M — hmotnostni
standard.
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Stanoveni vnitiniho genu s0ji

Bt M 2612a26 128 M P

Obr 7. Stanoveni vnitiniho genu séji (118 bp) u pozitivni kontroly CRM 26/2012 (26_12A
— koncentrace DNA 5 ng/ul, 26_12 B koncentrace DNA 10 ng/ul), Bt — beztemplatova
kontrola, M - marker 50 bp, P — pozitivni kontrola CRM 3/2002. Amplifika¢ni Kit
REDTag.

Stanoveni screeningového elementu NOS

M 28_12A26_12B M P

Obr 8. Stanoveni screeningového elemntu terminatoru NOS (180bp), Bt — beztemplatova
kontrola, M - marker 50 bp, 26_12A - CRM 26/2012 s koncentraci DNA 5 ng/ul (26_12A),
26_12B - testovany materiadl CRM 26/2012 s koncentraci DNA 10 ng/ul (26_12B), P -
pozitivni kontrola CRM16/2014. Amplifikacni kit REDTaq.
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Stanoveni transgenu FG72

100 bp

Obr 9. Stanoveni transgenu FG72 (70 bp), Bt — beztemplatova kontrola,N — negativni
kontrola CRM 3/2002, M - marker 50 bp, P1 - pozitivni kontrola CRM 26/2012
s koncentraci DNA 5 ng/ul, P2 — pozitivni kontrola CRM 26/2012 s koncentraci DNA
10 ng/pl. Amplifika¢ni kit REDTagq.
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Obr 10. Stanoveni transgenu FG72 (70 bp), Bt — beztemplatova kontrola, N — negativni
kontrola CRM 3/2002, M - marker 50 bp, P1 - pozitivni kontrola CRM 26/2012
s koncentraci DNA 5 ng/ul, P2 — pozitivni kontrola CRM 26/2012 s koncentraci DNA
10 ng/pl. Amplifika¢ni kit REDTagq.
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100 bp

Obr 11. Stanoveni transgenu FG72 (70 bp), Bt — beztemplatova kontrola, N — negativni
kontrola CRM 3/2002, M - marker 50 bp, P1 - pozitivni kontrola CRM 26/2012
s koncentraci DNA 5 ng/ul, P2 — pozitivni kontrola CRM 26/2012 s koncentraci DNA
10 ng/ul. Amplifikacni kit REDTagq.

150 bp

100 bp

Obr 12. Stanoveni transgenu FG72 (70 bp), Bt — beztemplatova kontrola, N — negativni
kontrola CRM 3/2002, M - marker 50 bp, P1 - pozitivni kontrola CRM 26/2012
s koncentraci DNA 5 ng/ul, P2 — pozitivni kontrola CRM 26/2012 s koncentraci DNA
10 ng/pl. Amplifikaéni kit REDTagq.
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Obr 13. Stanoveni transgenu FG72 (70 bp), Bt — beztemplatova kontrola, N — negativni
kontrola CRM 3/2002, M - marker 50 bp, P1 - pozitivni kontrola CRM 26/2012
s koncentraci DNA 5 ng/ul, P2 — pozitivni kontrola CRM 26/2012 s koncentraci DNA
10 ng/pl. Amplifika¢ni kit REDTagq.

MON87705

Spektrofotometrické méreni koncentrace ziskané DNA:

Tabulka 3. Naméfené koncentrace a hodnoty urcujici ¢istotu vyextrahované DNA.

Vzorky Ko?rfg/r:{)ace A 260/A 280 A 260/A 230
CRM 13/2014 168.2 184 21
CRM 13/2014 1683 181 2,08
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Urceni kvality vyizolované DNA

Obr 14. Ur¢eni kvality vyizolované DNA pozitivni kontroly CRM 13/2014 (13 _14), K -

kontrola izolace, M — hmotnostni standard.

Stanoveni vnitiniho genu s0ji
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Obr 15. Stanoveni vnitiniho genu s6ji (118 bp) u pozitivni kontroly CRM 13/2014 (13_14
A — koncentrace DNA 5 ng/ul, 13_14B — koncentrace DNA 10 ng/ul), Bt — beztemplatova
kontrola, K — kontrola izolace, M - marker 50 bp, P — pozitivni kontrola CRM 3/2002.
Amplifika¢ni kit REDTaq.
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Stanoveni screeningového elementu promotoru FMV

Bt M 13.14a13.14BM P

Obr 16. Stanoveni screeningového elementu promotoru FMV (196 bp) u pozitivni
kontroly CRM 13/2014 (13_14 A — koncentrace DNA 5 ng/ul, 13_14B — koncentrace DNA
10 ng/ul), Bt — beztemplatova kontrola, M - marker 50 bp, P — pozitivni kontrola CRM
32/2012. Amplifika¢ni kit REDTaq.

Stanoveni screeningového elementu CP4epsps

Bt M 13_14A 13_14B M =]

Obr 17. Stanoveni screeningoveho elementu cp4epsps (88 bp) u pozitivni kontroly CRM
13/2014 (13_14 A - koncentrace DNA 5 ng/ul, 13 _14B - koncentrace DNA 10 ng/ul), Bt -
beztemplatovd kontrola, M - marker 50 bp, P - pozitivni kontrola CRM 8/2008.
Amplifika¢ni kit REDTaq.
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Stanoveni transgenu MON87705

R

50 bp

Obr 18. Stanoveni transgenu MON87705 (86 bp), Bt — beztemplatova kontrola, N —
negativni kontrola CRM 3/2002, M - marker 50 bp, P1 — pozitivni kontrola CRM 13/2014
s koncentraci DNA 5 ng/ul, P2 — pozitivni kontrola CRM 13/2014 s koncentraci DNA 10
ng/nl. Amplifikacni kit REDTagq.
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100 bp
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Obr 19. Stanoveni transgenu MON87705 (86 bp), Bt — beztemplatova kontrola, N —
negativni kontrola CRM 3/2002, M - marker 50 bp, P1 — pozitivni kontrola CRM 13/2014
s koncentraci DNA 5 ng/ul, P2 — pozitivni kontrola CRM 13/2014 s koncentraci DNA
10 ng/pl. Amplifika¢ni kit REDTagq.
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Obr 20. Stanoveni transgenu MON87705 (86 bp), Bt — beztemplatova kontrola, N —
negativni kontrola CRM 3/2002, M - marker 50 bp, P1 - pozitivni kontrola CRM 13/2014
s koncentraci DNA 5 ng/ul, P2 — pozitivni kontrola CRM 13/2014 s koncentraci DNA
10 ng/pl. Amplifikacni kit REDTagq.

Obr 21. Stanoveni transgenu MON87705 (86 bp), Bt — beztemplatova kontrola, N —
negativni kontrola CRM 3/2002 , M - marker 50 bp, P1 — pozitivni kontrola CRM 13/2014
s koncentraci DNA 5 ng/ul, P2 — pozitivni kontrola CRM 13/2014 s koncentraci DNA
10 ng/ul. Amplifikacni kit REDTagq.
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Obr 22. Stanoveni transgenu MON87705 (86 bp), Bt — beztemplatova kontrola, N —
negativni kontrola CRM 3/2002, M - marker 50 bp, P1 - pozitivni kontrola CRM 13/2014
s koncentraci DNA 5 ng/ul, P2 — pozitivni kontrola CRM 13/2014 s koncentraci DNA
10 ng/ul. Amplifikacni kit REDTagq.

MON87708

Spektrofotometrické méfeni koncentrace ziskané DNA:

Tabulka 3. Namétené koncentrace a hodnoty urcujici ¢istotu vyextrahované DNA.

Vzorky Ko?r‘]’g/r:{)ace A 260/A 280 A 260/A 230
CRM 14/2014 53.4 1,96 1,96
CRM 14/2014 53.4 2,02 1,98
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Urceni kvality vyizolované DNA

M  14_1414_14 K

Obr 23. Urceni kvality vyizolované DNA pozitivni kontroly CRM 14/2014 (14 _14), K -

kontrola izolace, M — hmotnostni standard.

Stanoveni vnitiniho genu so6ji
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Obr 24. Stanoveni vnitiniho genu s6ji (118 bp) u pozitivni kontroly CRM 14/2014 (14_14
A — koncentrace DNA 5 ng/ul, 14 _14B — koncentrace DNA 10 ng/ul), Bt — beztemplatova
kontrola, K — kontrola izolace, M - marker 50 bp, P — pozitivni kontrola CRM 3/2002.
Amplifikacni kit REDTagq.
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Stanoveni transgenu MON87708

100 bp

50 bp

Obr 25. Stanoveni transgenu MON87708 (91 bp), Bt — beztemplatova kontrola, N —
negativni kontrola CRM 3/2002 , M - marker 50 bp, P1 - pozitivni kontrola CRM 14/2014
s koncentraci DNA 5 ng/ul, P2 — pozitivni kontrola CRM 14/2014 s koncentraci DNA 10

ng/ul.
Amplifikacni kit REDTaq.

100 bp

50bp

Obr 26. Stanoveni transgenu MON87708 (91 bp), Bt — beztemplatova kontrola, N —
negativni kontrola CRM 3/2002, M - marker 50 bp, P1 - pozitivni kontrola CRM 14/2014
s koncentraci DNA 5 ng/ul, P2 — pozitivni kontrola CRM 14/2014 s koncentraci DNA
10 ng/ul. Amplifikacni kit REDTagq.
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100 bp

50 bp

Obr 27. Stanoveni transgenu MON87708 (91 bp), Bt — beztemplatova kontrola, N —
negativni kontrola CRM 3/2002 , M - marker 50 bp, P1 - pozitivni kontrola CRM 14/2014
s koncentraci DNA 5 ng/ul, P2 — pozitivni kontrola CRM 14/2014 s koncentraci DNA
10 ng/pl. Amplifika¢ni kit REDTagq.

50 bp

Obr 28. Stanoveni transgenu MON87708 (91 bp), Bt — beztemplatova kontrola, N —
negativni kontrola CRM 3/2002 , M - marker 50 bp, P1 — pozitivni kontrola CRM 14/2014
s koncentraci DNA 5 ng/ul, P2 — pozitivni kontrola CRM 14/2014 s koncentraci DNA
10 ng/ul. Amplifikacni kit REDTagq.
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Obr 29. Stanoveni transgenu MON87708 (91 bp), Bt — beztemplatova kontrola, N —
negativni kontrola CRM 3/2002 , M - marker 50 bp, P1 - pozitivni kontrola CRM 14/2014
s koncentraci DNA 5 ng/ul, P2 — pozitivni kontrola CRM 14/2014 s koncentraci DNA
10 ng/pl. Amplifika¢ni kit REDTagq.

Béhem verifikace se postupovalo podle JPP UKZUZ, postup ¢. 10250.1 a metod validovanych
EURL GMFF. Ve vsech piipadech se zachovaly jednotlivé objemy a sloZzky PCR reakce,

sekvence primert i amplifikani programy.

Z vyse uvedenych vysledkt vyplyva, Ze testovany certifikovany referen¢ni materidl vykazuje
pruhy v piislusnych mistech, jak u screeningu, tak pii stanoveni konkrétniho transgenu. Nékteré
z téchto pruhtt mohou byt na hranici viditelnosti (zejména Vv tisténé verzi, ktera ma ponékud

horsi kvalitu oproti pivodnim snimkiim uloZenym v pocitaci).

Detekovatelnost pruhlt DNA je zavisléa na téchto faktorech:

- Koncentraci templatové DNA.

- Kvalité templatové DNA, kterd zavisi jak na zptisobu izolace, tak na opakované
rozmrazovani a zmrazovani alikvotli ve zkumavkach.

- Kvalit¢ amplifika¢nich primert. Jejich kvalita je zAvisld& na jejich tedéni
a opakovaném rozmrazovani a zmrazovani.

- Kvalité gelu a provedeni elektroforézy.
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5 Z.aveér

Cilem prace bylo zavést metody pro detekci novych genetickych modifikaci u soji, a to
transgeni FG72, MON87705 a MON87708 a rozsifit tak spektrum dosud stanovovanych
genetickych modifikaci v laboratoii OMB.

Tento kol se podafilo splnit a laboratof je K datu psani této zpravy schopna stanovit

11 geneticky modifikovanych odrtd soji.

Tyto metody se zafadi do postupu zkouseni pfitomnosti genetickych modifikaci u vzorki

Krmiv.
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